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RESUMEN

La papa es el cuarto cultivo alimenticio mas importante a nivel mundial después del
trigo, maiz y arroz. En el altiplano entre Bolivia y Perq, alrededor del lago Titicaca, se
encuentra la mayor variabilidad genética de especies silvestres y cultivadas. En Bolivia
se cultivan principalmente la especie Solanum tuberosum subespecie andigena.

Actualmente, un serio problema para los agricultores es la obtencion de semilla de alta
calidad, libre de patégenos, razon por la cual el promedio nacional de rendimiento se
ha estancado en los Ultimos afios. Esta limitacion se debe primordialmente a su forma
de propagacion vegetativa o asexual. Mediante la utilizacion de herramientas de
biotecnologia, como la técnica de cultivo de tejidos se obtiene tubérculos in vitro, que
pueden ser propagados directamente en invernaderos para producir plantas libres de
patogenos.

No existe consenso sobre el protocolo de tuberizacion in vitro mas adecuado, la
implementacion de un procedimiento de tuberizacion eficiente y libre de reguladores
del crecimiento es deseable en el actual contexto. El objetivo de la investigacion ha
sido explorar el efecto de diversos niveles de concentracion de sacarosa y regulador
de crecimiento Bencilaminopurina (BAP), a fin de determinar los niveles apropiados y
optimos para inducir la tuberizacion in vitro en explantes de papa de la variedad Imilla
Negra.

Se planteo la formulacion de medios de cultivo enriquecido con sacarosa (6 - 8%) y
regulador de crecimiento BAP (0, 2.5, 5, 10 mg/l), la combinacion de factores de
variacion determiné los tratamientos, se utilizaron explantes de la variedad Imilla
negra. La investigacion estuvo dividida en cuatro etapas: establecimiento,
micropropagacion, induccién a tuberizacion in vitro y cosecha. La mejor produccion se
dio por el tratamiento 6(8% sacarosa + 2.5 mg/l BAP), que indujo a tuberizaciéon in
vitro, ademas favorecio el tamafo, peso, proliferacion de los microtubérculos, la
aplicacion de BAP en concentracion superiores a 2.5 mg/l estimula la formacion de
callos que limitan la formacién de raices.

La variedad Imilla Negra (Solanum tuberosum ssp andigena), ha demostrado gran
capacidad de generar tubérculos in vitro en un medio MS (Murashige y Skoog 1962),
suplementado con altas concentraciones de sacarosa y Bencilaminopurina, en estado
semisodlido, favorecido por dias cortos y oscuridad completa, sin embargo es posible
obtener microtubérculos en medio basal compuesto por sacarosa al 6 y 8%, aunque
se ha establecido que el BAP favorece la induccién y proliferacién tubérculos in vitro
en menor tiempo.
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1. INTRODUCCION.

Actualmente el cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) constituye una de las
principales actividades agricolas del pais, su rendimiento en promedio alcanza 12.6
TM/Ha en algunos paises de América Latina, Bolivia posee uno de los rendimientos
agricolas méas bajos de la region en cuanto al cultivo de papa, sin embargo respecto
a su poblacién es un pais netamente papero, es decir que produce y consume
mucha papa, con un rendimiento aproximado de 6 TM/Ha y una superficie cultivada
de 123000 Ha. El Departamento que presenta mayor rendimiento es Cochabamba,
con un promedio de 6.4 TM/Ha y una superficie cultivada de 23000 Ha, La Paz
cuenta con un promedio en rendimiento 5.3 TM/Ha con una superficie cultivada de
30900 Ha (Ovidi, 2001).

La papa es originaria de la region andina de Sudamérica (Bolivia y Peru), donde se
constituye en un cultivo alimenticio importante, el consumo per cépita en paises
desarrollados es de 55 kg, a nivel de América Latina es de 23 kg; en el caso concreto
de Bolivia es bastante alto 80 kg (Soliz, 2005).

Actualmente, un serio problema para los agricultores locales es la obtencion de
semilla de alta calidad, libre de patdgenos, razon por la cual el promedio nacional de
rendimiento se ha estancado en los ultimos afios. Esta limitacion se debe

primordialmente a su forma de propagacion vegetativa o asexual.

Comercialmente la papa se propaga vegetativamente por tubérculos-semillas; sin
embargo, emplear el material vegetativo por ciclos repetidos puede ocasionar

degeneracion del cultivo por la acumulacion de enfermedades, especialmente virales.

Mediante la utilizacion de herramientas de biotecnologia, como la técnica de cultivo
de tejidos in vitro, se llega a la obtencion de tubérculos in vitro, que pueden ser
propagados directamente en invernaderos para producir plantas libres de patégenos.
El proceso de produccion de microtubérculos in vitro, estd determinada por la

interaccién de diferentes factores como temperatura, fotoperiodo, edad fisiol6gica del

Michael C. Llanco Aguirre.



tubérculo y el uso de reguladores de crecimiento, ademas los dias cortos, intensidad
de luz y baja concentracion de nitrogeno que también influyen sobre este proceso
(Koda y Okasawa, 1983).

Los microtubérculos son tubérculos de papa producidos en condiciones in vitro, el
proceso se expresa en plantulas o explantes (segmentos nodales) que se colocan
bajo determinadas condiciones inductoras de tuberizacién.

La variedad Imilla Negra (Solanum tuberosum ssp andigena), ha demostrado gran
capacidad de generar tubérculos in vitro en un medio MS (Murashige y Skoog 1968),
suplementado con altas concentraciones de sacarosa (6-8%) y Bencilaminopurina
(0,2.5,5,10 mg/l), en estado semisdlido, favorecido por dias cortos y oscuridad
completa, sin embargo es posible obtener microtubérculos en medio basal
enriquecido con sacarosa al 6 -8%, aunque se ha establecido que el BAP favorece la

induccion y proliferacion tubérculos in vitro en menor tiempo.

El proceso de microtuberizacion in vitro de papa se conoce desde ya varias décadas,
a la fecha no existe un protocolo estandarizado que garantice la produccion masiva
de microtubérculos en forma rentable, lo cual facilitaria su produccion,

comercializacion y exportacion de semilla de papa a nivel mundial (Brenes, 2004).

La incorporacion de los tubérculos in vitro a programas de multiplicacion de semillas
también ofrece algunas ventajas con respecto a las plantulas in vitro, ya que pueden
ser propagados directamente en invernadero para producir plantas madres, las
cuales serviran como material de partida para la obtencion de propagulos, o pueden
ser plantados en camas de alta densidad con lo cual es posible la obtencion de

tubérculos semillas de alta calidad (Jara, 2004).
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1.10BJETIVOS.
1.1.1 Objetivo General.

e Evaluar el efecto de la concentracion de sacarosa y regulador de crecimiento BAP
(bencilaminopurina) en la multiplicacion y tuberizacién in vitro de papa (Solanum

tuberosum ssp andigena), variedad Imilla Negra.

1.1.2 Objetivos Especificos.

e Evaluar el efecto de dos niveles de concentracion de sacarosa en un medio de

cultivo semisélido, para la multiplicacion y tuberizacion in vitro de papa.

e Determinar la concentracion optima de bencilaminopurina (BAP), para promover

el proceso de tuberizacion in vitro.

e Caracterizar el comportamiento morfolégico in vitro de la variedad de papa Imilla
Negra (Solanum tuberosum ssp andigena), por efecto de la interaccion de
concentracion de los diferentes niveles de sacarosa y regulador de crecimiento

bencilaminopurina.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA.
2.1 Origeny evolucion de la planta.

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

se origind en otro ambito ecoldgico.

2.2 Descripcion Morfolégica de la planta.

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

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

Segun Montaldo (1984), la papa es una planta suculenta, herbacea anual por su
parte aérea, y perenne por sus tubérculos (tallos subterraneos) que se desarrollan al
final de sus estolones que nacen del tallo principal. Posee un tallo principal, y a veces

varios tallos, segun el numero de yemas que hayan brotado del tubérculo. Los tallos
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son de seccién angular, y en las axilas de las hojas con los tallos se forman

ramificaciones secundarias.

Las hojas son alternas, igual que los estolones. Las primeras hojas tienen aspecto
simple, vienen después las hojas compuestas, imparipinadas con 3-4 pares de
hojuelas laterales y una hojuela terminal. Entre las hojuelas laterales hay hojuelas
pequefas de segundo orden. Las raices se desarrollan principalmente en el verticilo,
en los nddulos del tallo principal. Su crecimiento es primero vertical dentro de la capa
de suelo arable, luego horizontal de 25-50 cm, y a veces, cuando el suelo lo permite,
nuevamente vertical hasta 90 cm. La planta de papa posee un sistema radicular
fibroso muy ramificado. La inflorescencia es cimosa; las flores son hermafroditas,
tetraciclicas, pentameras; el caliz es gamosépalo lobulado; la corola es rotacea
pentabulada de color blanco a purpura, con 5 estambres. Cada estambre posee dos
anteras de color amarillo péalido, amarillo mas fuerte o anaranjado, que producen
polen a través de un tubo terminal; gineceo con ovario bilocular. El fruto es una baya
bilocular de 15-30 mm de diametro, color verde, verde amarillento o verde azulado.

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

El tubérculo de la papa es un tallo subterraneo ensanchado. En la superficie posee
yemas axilares en grupo de 3-5 y protegidas por hojas escamosas (0jos). Una yema
representa una rama lateral del tallo subterrdneo. El tubérculo es un sistema
morfolégico ramificado; los ojos de los tubérculos tiene 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 domina el crecimiento de todas las otras. A este

fendmeno se le ha denominado “dominancia apical” (Montaldo, 1984).
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2.3 Solanum tuberosum ssp andigena.

Plantas vigorosas, desde 40-120 cm de alto, ramosas, ramas abiertas algo
extendidas. Tallos gruesos y carnosos, de 8-20 mm de didmetro. Tallos a veces
decumbentes, verde claros. Estolones de 10-150 cm de largo, carnosos, blancos
pigmentados. Tubérculos variando enormemente de forma , color y tamafo, desde
redondos isodiamétricos a redondos algo compresos, periderma variando de colores
puros uniformes blanco, amarillo, marrén, rojo, rosado, moteado, violeta, azul
violaceo o negro hasta periderma bicolor con aéreas bien definidas o con halos
alrededor de los ojos o0 con jaspes pigmentados irregularmente; ojos superficiales,
semi profundos o profundos. Carne blanca, blanca grisacea, blanca marfil o amarilla
pura. Periodo de reposo usualmente largo y bien marcado. Hojas ampliamente
esparcidas dispuestas en angulo agudo sobre el tallo, usualmente muy disectada.
Inflorescencia lateral o terminal, generalmente muy florifera, hasta con 25 o mas
flores. Fructificacion abundante en racimos de 5-20 frutos, contenido 300 0 mas

semillas fértiles. Namero cromosomico: 2n=4x=48 (Ochoa, 1990).

2.4 Variedad Imilla Negra (Chiar Imilla-Yana Imilla).

Tallos erectos o ascendentes, decumbentes en la floracion ligeramente pigmentada.
Tubérculos redondos, con periderma azul violaceo oscuro casi negro, irregularmente
moteado de violeta claro con jaspes marrones claros, brotes azules morados

oscuros, carne blanca marfil clara (Ochoa, 1990 ).

El mismo autor menciona, entre las papas cultivadas de Bolivia, la variedad Chiar
Imilla constituye un grupo muy importante, es la mas extensamente cultivada entre
las varias formas de la subespecie andigena. Su hombre nativo significa en aymara

“‘muchacha negra”.

Estudios realizados por Ochoa (1990), muestran que las plantas de esta variedad
crecidas de semilla sexual difieren de la descripcidon que precede por tener corola

azul, azul celeste violeta o blanca y tubérculos con periderma rosado claro o rojizo.
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Los tubérculos son similares en color y forma a aquellos de Wila Imilla y Ccompis.
Las variedades de papas imilla son las de mayor importancia en Bolivia y sur del
Peru. Son siempre de tubérculos redondos oblongos de periderma pigmentado,
blanco amarillo o bicolores. Debido a la formacion de muchos morfotipos por
hibridacién natural no todos pueden ser facilmente clasificados.

2.5 Caracteristicas de la variedad Imilla Negra (Chiar Imilla, Yana Imilla).

La variedad Imilla Negra conocida como Chiar Imilla o Yana Imilla tiene las siguientes

caracteristicas descritas por Egusquiza (2000):

Planta de porte alto; floracidon numerosa y abundante produccion de bayas.

e Laflor es de color morada, casi celeste.

e Tubérculos redondos a redondeados; morado oscuro; ojos semiprofundos; pulpa
blanca marfil; brotes morados oscuros.

e Buen potencial productivo, tardia.

e Muy buena calidad culinaria.

2.6 Etapas fenologicas.

Para analizar el desarrollo del cultivo segun Bouzo (s.f.) es conveniente dividir el

crecimiento y desarrollo de la planta de papa en cinco estados diferentes:

2.6.1 Estado de crecimiento | (brotacion).

Se inicia con el desarrollo de los brotes desde los ojos del tubérculo “semilla”, su
crecimiento inicial aéreo y la emision de las primeras raices en la base de los brotes.
Durante esta etapa el crecimiento se sostiene solo con las reservas contenidas en el

tubérculo de plantacion (Bouzo, s.f.).
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2.6.2 Estado de crecimiento Il (crecimiento vegetativo).

Comienza un activo crecimiento aéreo con la emision y expansion foliar desde los
brotes emergidos, crecimiento de raices y rizomas. Parte de este crecimiento todavia
se debe a reservas del tubérculo “semilla” aunque pronto agotados la fase de mayor
tasa de crecimiento se debe a la actividad fotosintética de las hojas. Los estados de
crecimiento | y Il pueden llevar de 30 a 70 dias, dependiendo de la fecha de
plantacion, temperatura del suelo, edad fisiolégica del tubérculo “semilla” y el

genotipo utilizado (Bouzo, s.f.).

2.6.3 Estado de crecimiento lll (iniciacién de los tubérculos).

Comienza con el inicio del engrosamiento de las puntas de los rizomas. La
tuberizacion es controlada por hormonas producidas en la planta. Este estado es un
periodo relativamente corto, entre 10 y 14 dias y en muchos cultivares el final del
periodo coincide con el inicio de la floracion, momento en que unas pocas flores
comienza a ser visibles. Los cultivares de maduracion temprana usualmente
comienzan la tuberizacion antes que los de maduracion tardia. Los tipos de
maduracion tardia pueden incluso continuar esta etapa durante el estado de
crecimiento IV, aunque muchos de los tubérculos formados no suelen alcanzar el

tamafo comercial (Bouzo, s.f.).

2.6.4 Estado de crecimiento IV (Crecimiento de los tubérculos).

Las células de los tubérculos se expanden con la acumulacién de agua, nutrientes y
carbohidratos. El incremento en volumen de los tubérculos ocurre de una manera
lineal de no mediar factores limitantes. Durante el estado de crecimiento IV los
tubérculos se transforman en los destinos dominantes para la deposicion de

carbohidratos (Bouzo, s.f.).
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2.6.5 Estado de crecimiento V (Madurez).

La parte aérea de la planta comienza a amarillear y a perder hojas, la fotosintesis
gradualmente disminuye, la tasa de crecimiento de los tubérculos se retarda y
finalmente el dosel de la planta muere. El contenido de materia seca de los
tubérculos alcanza en esta etapa su maximo, dando inicio al engrosamiento de la

epidermis de los mismos (formacion de peridermis) (Bouzo, s.f.).

2.7 Tuberizacion.

El CIP (1997), indica que este proceso denominado tuberizacion esta bajo el control
de factores medioambientales y genéticos. Los factores medioambientales mas
importantes que favorecen la tuberizacion son: fotoperiodos cortos, bajas
temperaturas y bajos niveles de fertilizacion nitrogenada. Estas condiciones provocan
cambios en el metabolismo de las plantas. Los cambios internos podrian transferir la
sefal medioambiental al lugar de formacion del tubérculo (estolén) para empezar su
formacion. La sefal de transduccion es parcialmente controlada por fitohormonas.
Ademas, un cambio en el metabolismo de los carbohidratos parece estar asociado

con la tuberizacion.

Las yemas axilares de la papa pueden formar estolones (tallos diageotropico con un
crecimiento reducido de la hoja). El proceso de estolonizacion se inicia en los nudos
mas cercanos al tubérculo madre(o en los nudos de la parte inferior del tallo, en el
caso de una planta originada por semilla sexual) y progresa, en forma acropeta,
favorecido por la oscuridad, la humedad relativa muy elevada y por los altos
contenidos de giberélinas en la planta. De hecho, la aplicacibn exdégena de
giberélinas promueve la iniciacion de estolones. Aunque todas las yemas de un
planta tienen la capacidad de crece como estolones. La dominancia apical limita esta
posibilidad a ciertas yemas, inhibiendo las demas, mediante la distribuciéon de los

contenidos enddgenos de citoquininas.
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Herrera et al. (2006), menciona cuando ocurre la induccion de la tuberizacion, un alto
porcentaje de los asimilados son orientados hacia los tubérculos, lo que conlleva una
reduccién del crecimiento de otras partes de la planta. Por otro lado, se da una
disminucion drastica de la actividad de las giberélinas, las cuales se oponen al
proceso de tuberizacion. De hecho, la aplicacién exdgena de esta sustancia inhibe
este proceso. Aunque la presencia de las citoquininas es indispensable para el
desarrollo del tubérculos, no existe evidencias de estas que sean responsables de su
induccidn, ya que su concentracién solo aumenta 4 a 6 dias después de la induccion,
la actividad auxinica solo se incrementa muy levemente durante los primeros

estadios de la tuberizacion.

2.8 Descripcion del proceso de tuberizacion.

Segun Estrella (1990), el proceso de tuberizacion en papa es una secuencia de
acontecimientos morfolégicos y fisioldgicos. El tubérculo comienza a formarse en la
zona subapical del estolon y la hinchazon por acumulacion de carbohidratos se
produce acropétalmente en los entrenudos existentes en dicha zona. Casi al mismo
tiempo en que evoluciona el ensanchamiento del estolon, cesa la actividad
meristematicas del apice. La formacion de varias secciones longitudinales en el
interior del estolon durante los primeros estados de la tuberizacion, indica que el
alargamiento celular precede a la division celular. La acumulacion de almidén ocurre
muy tempranamente en la ontogenia del tubérculo y esta acompafiada por la

formacion de altos niveles de patatina, una glicoproteina especifica de los tubérculos.

El mismo autor menciona, los tubérculos aéreos, tipicos de la tuberizacion in vitro,
ilustran que a pesar de que la mayoria de unidades se forman de estolones,
cualquier yema o apice de tallo es capaz de tuberizar bajo condiciones especiales
(Estrella, 1990).

Se ha estudiado la relacién de diferentes fitohormonas con la tuberizacién, de las que
el acido giberélico (AG) es la méas convincente. El acido giberélico aplicado a plantas

enteras, esquejes de plantulas in vitro y brotes de tubérculos inhibe la tuberizacion,
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mientras que las aplicaciones de inhibidores de la biosintesis del AG promueven la
tuberizacion. La actividad del AG en las hojas de papa es relativamente alta, bajo
condiciones que disminuye el inicio de la tuberizacion, tales como alta temperatura,

altas dosis de fertilizante nitrogenado y fotoperiodo largos (Pozo, 1999).

2.9 Etapas de latuberizacion en campo.

Segun Egusquiza (2000), la formacion de tubérculos o tuberizacién, es el proceso
biol6gico mas interesante del que es capaz la planta de papa. La tuberizacién se

realiza en dos etapas consecutivas:

a) Induccidn o inicio.

Ocurre cuando los azucares se depositan en la forma de almidon; las células se
multiplican a lo largo del gancho, los estolones dejan de crecer. La induccion ocurre

en una o dos semanas a nivel de la planta.

b) Tuberizacion o llenado.

Es la etapa de crecimiento del tubérculo, las células se multiplican radialmente (hacia
los costados del gancho) y el tubérculo se expande (crece) por acumulacién de agua

y sélidos, ocurre hasta la muerte del follaje.

2.10 Biotecnologia vegetal.

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

(Marza, s.f.).

Mendoza; citado por Monrroy (2009), indica es el area de la ciencia y tecnologia que
utiliza organismos vivos o0 algunas de sus partes constituyentes, para generar

organismos modificados o productos derivados con utilidad clinica, alimentaria y/o
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industria. Tiene como objeto principal el aumento de la productividad de los
vegetales, lo cual es indispensable para lograr un incremento en la produccion de
alimentos y otros productos producidos por las plantas. Las investigaciones se
encuentran en producciones superiores, valor nutritivo mas elevado, plantas mas
resistentes a las condiciones ambientales, plantas resistentes a plagas y

enfermedades, conservacién de la diversidad de las especies.

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

2.11 Cultivo de Tejidos.

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

definida y se incuba en condiciones ambientales controladas.

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

libres de contaminacién microbiana (CIAT, 1991).

El concepto de cultivo de tejidos o propagacion in vitro (del latin en vidrio) abarca
tanto el cultivo aséptico como de células y érganos. Se le llama in vitro debido a que
se cultiva en recipientes de vidrio o plastico transparente. Esta técnica consiste en
cultivar un in6culo con propiedades de diferenciacion bajo condiciones asépticas en
presencia de una dieta balanceada de nutrientes y hormonas. Esta capacidad de
regenerar no solamente tejidos y érganos, sino también planta entera es Unica en

plantas, no puede encontrarse un fendmeno similar en animales superiores. Se
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define el cultivo de tejidos como un conjunto de técnicas con la cual se puede ejercer
un control relativo sobre los procesos morfogenéticos, fisiol6gicos y bioquimicos que
se llevan a cabo en los tejidos bajo estudio (CATIE, 1994).

2.12 Micropropagacion.

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

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

Si el cultivo de tejidos consiste en cultivar asépticamente diferentes explantes
constituidos por fracciones de un tejido u o6rgano que se extrae de la planta, la

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

2.13 Obtencién de plantulas por cultivo de meristemos.

CORPOICA (2000), el cultivo de meristemos es una técnica que se utiliza para
producir materiales libres de virus y otros patégenos. El meristemo es el punto de
crecimiento de las yemas vegetales de las plantas, considerado libre de virus. El
aislamiento del meristemo en condiciones asépticas y su posterior siembra en un
medio de cultivo especifico, bajo condiciones controladas de luz, temperatura y
humedad relativa, permite el desarrollo de planulas in vitro, después de seis a ocho

semanas (semilla inicial).

2.14 Medio de cultivo.

El medio de cultivo es la combinacion sélida o liquida de nutrientes y agua,

usualmente incluye sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos. A
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menudo se denomina medio basal y puede ser suplementado con algun regulador de
crecimiento y ocasionalmente con otras sustancias y gelificando generalmente con
agar, también se pueden encontrar variantes de acuerdo a la etapa de propagacion,

especificamente para la multiplicacion (Sandoval, 2001).

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

crecimiento de la parte aérea o el vastago).

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

compuestos quimicos que suministran:

a) Carbono

b) Nutrientes minerales

c) Vitaminas

d) Agente gelificante (en el caso de medios semisolidos)
e) Sustancias reguladoras de crecimiento

f) Otros compuestos

2.14.1 Composicion del medio de cultivo.

a) Sales inorganicas o minerales.

Barba (2001), indica que se dividen en macro y micronutrientes, esta division se basa
en la cantidad que absorben las plantas ciertos elementos: calcio, magnesio, potasio,
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,
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molibdeno y cloro, se requieren en pequefias cantidades en pequeias cantidades

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

b) Compuestos organicos.

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

purinas, pirimidinas, hexitoles y 4cidos orgénicos.

c) Fuentes de Carbono.

Hurtado y merino (1997), indica que la sacarosa es la fuente de carbono mas
ampliamente usada, y se emplea a una concentracion de 2 a 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 almidon para otras especies. Mendoza (2007), indica que intervienen en

el crecimiento, metabolismo y estructura de los vegetales.

d) Reguladores de crecimiento.

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

proceso fisiolégico en las plantas.

Pierik (1990), en el cultivo in vitro de las plantas superiores, los reguladores
especialmente las auxinas y citocininas juegan un papel muy importante, se puede
decir que el cultivo in vitro es generalmente imposible sin reguladores. De acuerdo

con Hurtado y Merino (1997), actualmente los reguladores de crecimiento estan
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agrupadas y divididas en: promotores de crecimiento (auxinas, citocininas y

giberelinas), inhibidores de Crecimiento (&cido abcisico) y etileno.

e Auxinas.

Weaver (1996), indica que una concentracion baja de auxinas estimula la
prolongacion de las células, sin embargo una concentracion extremadamente alta
puede provocar inhibiciones, los compuestos que tienen actividad auxinica son
organicos; todos ellos poseen hidrégeno y oxigeno en proporciones y disposiciones
diferentes y algunos de ellos contienen; ademas, nitrégeno y cloro; algunos tienen
estructuras simples pero la mayoria son complejos, el acido indolacetico (AlA) es una
de las principales auxinas que aparecen en las plantas superiores, se detecto en una
gran variedad de tejidos vegetales. Por lo comun el nivel de AIA en tejidos de plantas

varia segun la etapa de desarrollo del vegetal.

Gomez (1999), indica que ha demostrado que la accién de las auxinas sobre el
alargamiento celular esta basado en una serie de modificaciones que se producen
previas a este proceso, tales como: incremento del contenido osmotico 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 extensién celular.

Las concentraciones a usar de las auxinas varian de especie a especie, pero
generalmente se utilizan de 0.1 a 10 mg/Il. La actividad auxinica en células cultivadas

se considera de la manera siguiente 2,4-D > ANA > AIB > AIA (Lépez, 1990).

e Citocininas.

Weaver (1996), indica que las citocininas son sustancias naturales o sintéticas que
provocan la divisién celular en ciertos tejidos vegetales cortados en presencia de las
auxinas, dos efectos sorprendentes de las citocininas son provocar la division celular
y regular la diferenciacién en los tejidos cortados. Niveles relativamente altos de esta

sustancia se han hallado sobre todo en tejidos que presentan una division celular
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activa, como las semillas en germinacién y los frutos jovenes, por tal razon las
citocininas se consideran reguladores de la division celular. Es probable que las
citocininas se sinteticen en las puntas de las raices y se desplacen por el xilema
hacia las hojas, donde desempeian 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 relacién es intermedia se desarrollan tejidos de callos no
diferenciados, también provocan la elongacién de algunas hojas y la elongacion de
segmentos de tallos etiolados, es la respuesta se deben en gran parte a la expansion
celular (Gomez, 1999).

Lopez (1990), indica que dentro de este grupo se encuentran: la 6-furfuril amino-
purina (Kinetina), la 6-Bencilaminopurina (6BAP), la 6 dimetil-alil-aminopurina (2ip) y

la 6(4hidroxi, 3metil, 2butenil) adenina (zeatina).

e) Vitaminas.

Ascon y Talon. (1993), menciona que las vitaminas son compuestos organicos que a
bajas concentraciones desempefian en el metabolismo celular funciones cataliticas y
reguladoras Lopez (1990), indica que 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, acido pantoténico, acido fdlico, riboflavina y la vitamina E. Asi mismo
Roca y Mroginski (1991), menciona que los medios de cultivo contienen cominmente
varias vitaminas, es probable que en forma general sOlo sea esencial la

incorporacion de tiamina.
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f) Aminoé&cidos y amidas.

Lépez (1990), ningun amino&cido es esencial para el crecimiento de tejidos in vitro,
los aminoacidos proporcionan una fuente inmediata de nitrdgeno al tejido y su
asimilacion puede ser mas rapida que el nitrégeno inorganico proporcionado por el
medio. La glutamina y asparagina son transportadores de nitrdgeno; L-arginina
estimula raices; L-serina es empleada en cultivo de microsporas y L-cisteina es un

agente reductor.

2.15 Formacion de microtubérculos por almacenamiento.

Van Staden y Dimalla; citado por Pomar (2002), reportan que tubérculos de papa
almacenados a bajas temperaturas y en oscuridad por un periodo prolongado de
tiempo desarrollan un desorden conocido como “microtubérculo” por el cual se

formaran estolones y nuevos tubérculos a partir del tubérculo madre.

Figura 1. Formacion de microtubérculo producido por almacenamiento a bajas temperaturas.

2.16 Microtubérculo in vitro.

Los microtubérculos son tubérculos de papa producidos in vitro cuando plantulas o

explantes de la misma se colocan bajo determinadas condiciones inductoras de
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tuberizacion. Este tipo de materiales son empleados como modelo de investigacion,
para la seleccion y mantenimiento de germoplasma, como explantes de
transformacion genética y en algunos casos, como tubérculo-semilla de alta calidad
(Fuentes, s.f.).

Estrella (1990), conceptia a los microtubérculos in vitro como unidades
morfolégicamente idénticas a los tubérculos producidos in situ; cada unidad es una
porcion caulinar engrosada en mayor o menor grado, de crecimiento, en la oscuridad

0 a bajas intensidades luminosas; son unidades ricas en sustancias de reserva.

Pomar (2002), indica que Okazawa; reporto que trabajando bajo condiciones de
esterilidad habia obtenido tubérculos de papa y la formacion de éstos parecia estar
relacionado con la concentracion de sacarosa. Asi mismo, indica que no habia obtenido
tubérculos in vitro a partir de las yemas apicales, pero si de las yemas intercalares y la

formacion de los mismos tuvo relacion inversa con la distancia de yema apical.

Se propone que la kinetina podria regular la formacion de tubérculos de papa por
supresion de la actividad del almidén hidrolasa y por estimulacion del almidén
sintetasa, mientas que el acido giberélico (AG) inhibe la formacion de tubérculos por
promocion de la actividad del almidon hidrolasa o por supresion de enzimas

sintetizadoras de almidén (Smith y Palmer, 1970).

Segun Lugo (2009), menciona las vitroplantas provenientes de microestacas
nodales, tienen la capacidad de producir microtubérculos, los cuales se originan en
forma aérea, la microtuberizacion es considerada un proceso complejo por estar
controlada por varios factores, entre ellos, los componentes del medio de cultivo,
reguladores del crecimiento y suplencia de carbohidratos como fuentes de energia
Otros factores a considerar, son el control efectivo del medio ambiente en el cultivo in

vitro, luz, fotoperiodo y temperatura.
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Se ha demostrado que la tuberizacion es inducida por el acido jdsmonico, un
inhibidor natural cuyos efectos opone a las giberélinas. EI compuesto activo es el
glucésido del acido jasmonico hidroxilado en la posicion 12. La forma no glucosidica
se conoce como A&cido tuberbnico y es igual activa sobre la induccion de la
tuberizacién; concentraciones tan bajas como 3x10® M inducen la tuberizacion in
vitro. La hidroxilacion del acido jAsmonico seria el paso critico, el cual estaria bajo el
control de las enzimas hidroxilantes. Las glucosidacion de este compuesto de este
compuesto permitiria su transporte de las hojas (donde es sintetizado) hacia los
estolones, donde iniciaria la tuberizacion. Como no se han detectado formas
hidroxiladas en plantas cultivadas en dias largos, se presume que el fotoperiodo regula
la actividad de las enzimas hidroxilantes (Herrera et al., 2006).

2.17 Ventajas de la produccion de tubérculos in vitro.

Segun Jaramillo (2003), la utilizacion de microtubérculos como semilla tiene grandes
ventajas, existen antecedentes de que los microtubérculos aguantan condiciones
adversas de plantacion y producen plantas mas vigorosas en las generaciones
sucesivas, también existen reportes de que es posible obtener mayor nimero de mini
tubérculos de plantas procedentes de microtubérculos que de plantulas cultivadas in
vitro. Con el establecimiento de un sistema de produccion de microtubérculos in vitro, se

puede iniciar un proyecto de produccién de semilla basica.

Estrella (1990), indica que comparando la produccion de microtubérculos con la de
plantulas in vitro, anota las siguientes ventajas: 1) los microtubérculos pueden
producirse en cantidades apropiadas sin importar la estacion o la demanda; 2)
pueden almacenarse durante meses, siendo innecesaria la transferencia a un medio
renovado; 3) en caso de envios a programas nacionales de otros paises no se
requiere de infraestructura ni personal especializados para establecer los
microtubérculos; 4) se evita pérdidas parciales o totales de germoplasma valioso en

caso de demoras y complicaciones durante el transporte y manejo.
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2.18 Formacién de tubérculos in vitro

Koda y Okazawa (1983), sostiene la ocurrencia de estimulos especificos de
tuberizacion, que se forman en las hojas de papa y son transmitidos a los apices del
estolon, a fin de inducir tuberizacion. Es muy probable la participacion de
fitohormonas enddgenas; a si, se plantea el decrecimiento de la giberélinas GA; ya
gue altos niveles de esta inhiben el proceso. La falta de citoquininas elimina el habito
diageotropico de crecimiento del estolon.

Segun Gopal et al. (1998), obtuvieron una mayor produccién y peso en los tubérculos
trabajando bajo condiciones de dias cortos y bajas temperaturas que en dias largos y
temperaturas altas. La adicion del BAP aumentd la produccion bajo ambas
condiciones. Asi mismo, la oscuridad continua promovié la tuberizacidon aunque

tenian un menor nimero de ojos que aquellos producidos con luz.

Pomar (2002), indica que Villafranca; encontré en trabajos de cultivo de tejidos en
papa, que una mayor edad fisiolégica del tubérculo madre permitia un incremento en el
grado de tuberizacion de los nudos obtenidos a partir de este tubérculo e inducidos
con kinetina. Asi mismo la produccion tubérculos disminuyd cuando el material era

obtenido después de un mayor nimero de subcultivos.

2.19 Factores que afectan la tuberizacion in vitro

Segun Koda y Okazawa (1983), el proceso de la tuberizacion de la papa es
controlado por condiciones ambientales; dias cortos y bajas temperaturas nocturnas
(condiciones que inducen) estimulan el proceso, mientras que dias largos y altas
temperaturas (condiciones de no induccion) retardan el avance del proceso. Varios
investigadores sugieren que el estimulo especifico de formacién del tubérculo se
origina en las hojas de la planta de papa, bajo las condiciones de induccién y
transmitido hacia las yemas de los estolones para inducir la tuberizacién. De otro
lado, un numero de investigadores indican que hormonas enddgenas de las plantas

podrian también participar en el proceso.
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Ha sido revelado que la tuberizacion esta estrechamente correlacionado con el
decrecimiento de los niveles de la giberélinas (GA) y altos niveles de GA inhiben el
proceso. Sin embargo, el rol de las citocininas y el acido abscisico (ABA) es aun
materia de controversia. Por ejemplo una aplicacion de citocininas en el medio de

cultivo induce la tuberizacion in vitro. (Koda y Okazawa, 1983).

Pozo (1997), explica que la tuberizacion en papa esta bajo el control de condiciones
ambientales y genéticas. De los primeros, los factores mas importantes para la
tuberizacion serian fotoperiodos cortos, bajas temperaturas y bajos niveles de
fertilizacion nitrogenada. La seflal de transduccion estaria controlada por
fitohormonas. Explica que una sustancia aislada de las hojas de papa relacionada
guimicamente con el 4cido jasmonico, ha demostrado alta induccion de tubérculos en
biéensayos con segmentos etiolados de brotes de tubérculos, se le ha denominado

acido tuberoénico.

Morales (2006), menciona que existe un mayor numero de investigadores que
aseguran que las altas concentraciones de sacarosa promueve la microtuberizacion y

gue posiblemente esta se dé sin sacarosa dependiendo del genotipo que se estudie.

Borda (2000), este proceso de microtuberizacién in vitro requiere de la interaccion de
diferentes factores cono temperatura, fotoperiodo, edad fisiol6gica de los tubérculos y
el uso de reguladores de crecimiento, los dias cortos, la baja concentracion de

nitrégeno.

Hussey y Stacey; citado por Morales (2006), la induccién de la microtuberizacion es
debido tanto a factores ambientales como endégenos, haciendo que esta sea
favorecida por: fotoperiodos principalmente de dias cortos, principalmente;
temperatura relativamente bajas (20-24 °C), alta concentraciéon de sacarosa (8-10%) al
medio de cultivo, intensidad de luz alta, baja cantidad de nitrdgeno y la adiciéon de

reguladores del crecimiento como citocininas.
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Se ha encontrado que la tuberizacion es inducida por cambios hormonales
endogenos y/o exdgenos. Las causas parecen ser ocasionadas por un desbalance
hormonal debido a la alteracion en concentraciones de citoquininas y auxinas en el
medio de cultivo, por el incremento de carbohidratos como sacarosa, glucosa y
fructosa, por la adicidon de retardantes de crecimiento como Daminozide (B9), cloruro
clorocolina (CCC), por la accion de hormonas como kinetina, acido abscisico (ABA) u
otras sustancias como cumarinas, jasmonatos etc. Ademas de los ya mencionados
otro factor importante, es el soporte utilizado en el medio de cultivo, ya que se ha
comprobado que existe una relacion directa entre el peso fresco del microtubérculo y

el soporte utilizado (Borda, 2000).

2.20 Meétodos parainduccion a tuberizacion in vitro en papa.

Existe una gran cantidad de protocolos para la induccion a tuberizacion in vitro de
papa, mismo que contemplan diversos factores tales como fotoperiodos, reguladores
de crecimiento, variedades, fuente de carbono, estado fisiologico de explante madre,

etc.

2.20.1 Protocolo del CIP (Centro Internacional de la Papa).

Segun el manual de capacitacion; cultivo de tejidos manejo de plantulas in vitro en la
produccion de semilla de papa del CIP, elaborado por Toledo et al. (1998), indica la
induccion de microtubérculos se produce mediante un efecto de estrés producido por
el CCC (cloruro de clorocolina), BAP (Bencilaminopurina) y la sacarosa, los cuales en
oscuridad produciran de tres a cuatro microtubérculos por planta, segun la variedad.
En procedimientos indicados, se afiade el medio de induccion y se colocan en el
cuarto oscuro; lego de tres meses se produciran microtubérculos que pueden ser
cosechados y transferidos a envases estériles (a 4 °C), en donde pueden
mantenerse hasta por diez meses, e incluso se usados en la siguiente camparfia en

lugar de plantulas in vitro.
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2.20.2 Produccion de tubérculos in vitro segun CIAT.

Segun el CIAT (1991), describe un procedimiento para generar tubérculos in vitro:

a) Coloque brotes axilares “cosechados in vitro” en un medio Ms con 22 a 44 uM de
BAy 0.23 de sacarosa, en un Erlenmeyer de 30 a 500 ml.

b) Incube, a una temperatura de 18 a 20 °C, con un fotoperiodo de 8 horas, y con
100 a 500 lux de intensidad luminica.

c) En un lapso de 4 meses se obtiene de 30 a 50 tubérculos en miniatura en cada

Erlenmeyer.

2.20.3 Otros estudios realizados en induccién a tubérculos in vitro.

Pomar (2002), cita a Estrada et al., quien describe un método para la induccién de
tubérculos in vitro de papa aplicable a un amplio rango de genotipos, asi mismo
estos tubérculos mostraron similitud con los producidos en campo. Utilizaron 5 mg/I
de BAP + 500 mg/l de CCC + 8 % de sacarosa en un medio MS (Murashige y Skoog
1962) y en completa oscuridad. Indican que la Dormancia de los tubérculos in vitro
cuando son almacenados a 4°C es de 60 dias si estos han sido inducidos bajo
condiciones de dias cortos, mientras que si fueron inducidos en completa oscuridad

la dormancia fue de 210 dias.

Lugo (2009), indica a los 35 dias de crecimiento de los esquejes se procedio a
inducir tuberizacién en vitroplantas desarrolladas bajo fotoperiodo de 16 horas e
intensidad de luz de 8000 lux, adicionando medio de cultivo MS liquido con 80 g de
sacarosa mas 12 mg de Bencilaminopurina (BA) bajo condiciones estériles.
Posteriormente se ubicaron en una camara oscura con temperaturas de 22 + 2°C.

Transcurridos 60 dias de cultivo, se procedié a cosechar y evaluar.

Segun Fuentes (s.f.), se emplearon plantulas de papa cv. Alpha producidas in vitro.

Se colocaron cuatro explantes en frascos con MS, tres dosis de sacarosa (6, 8 y 10
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%, p/v) y 3 concentraciones de cinetina (1.5, 3.0 y 4.5 mg/l), dichos tratamientos
fueron colocados en oscuridad a 25 °C por diez semanas. Las plantulas fueron
capaces de producir microtubérculos en los 9 tratamientos evaluados, después de
diez semanas de incubacion bajo condiciones de tuberizacion. La cinetina no mostré
un efecto significativo sobre el desarrollo de los microtubérculos; sin embargo, la
concentracion de sacarosa si tuvo un efecto sobre el nimero de microtubérculos por
frasco. La mayor produccion de microtubérculos se obtuvo en los tratamientos con 8
% de sacarosa con una produccion promedio de 1.0 a 1.16 microtubérculos por
plantula.

Segun Jara (2004), la induccién de microtubérculos en medios soélidos adicionados
con 5.0 mg/L de BAP, utilizando dos ciclos de luz (16 horas el primer mes y 8 horas
el segundo mes), entregé microtubérculos con un calibre entre 1.8-3.7 mm y 11.0-
216.8 mg de peso. Se determind que la respuesta de la microtuberizacion se
encuentra fuertemente influenciada por el genotipo el fotoperiodo y la edad de la

planta madre.

Se evaluo el efecto del precultivo de vitroplantas de papa de las variedades Floresta
y Granola en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) con diferentes concentraciones
de acido jasmonico. Posteriormente, se subcultivd segmentos nodales de estas en
medio MS suplementado con una concentracion fija de 8% de sacarosa,
concentraciones crecientes de 6-BAP y dos fotoperiodos distintos (8 y 16 horas luz),

con una temperatura promedio de 20°C (Brenes, 2004).

Segun Borda (2000), se investigd la produccion de microtubérculos en cuatro medios
de induccion cuyos componentes fueron: 1) El medio basal Murashige & Skoog 1962,
2) Sacarosa 8%, 3) Vitaminas, 4) Inductores de tuberizacion (Kinetina 2 mgll,
Daminozide 10 mg/l, acido Jasmonico 1mg/I/BAP 10 mg/l y Cumarina 50 mg/l. Estos
medios de induccion fueron comparados con el medio control (BAP 10 mg/l y CCC 500
mg/l) que es rutinariamente utilizado en el Centro Internacional de la Papa (CIP) para

la produccion de microtubérculos de papa. Adicionalmente, se estudiaron dos
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condiciones de iluminacién (16 h/dia y oscuridad total) y dos consistencias de medio
(sélido y liquido). La siembra de los segmentos uninodales en el medio solido fue
directa, mientras que en el medio de induccion liquido los nudos fueron previamente
sembrados en medio solido de propagacion (MS, sacarosa 2.5%, vitaminas y phytagel)
y posteriormente a su crecimiento (un mes) se inoculé el medio inductor liquido. Todos
los tratamientos fueron almacenados a 16 horas/dia y en oscuridad total, a una
temperatura de 20°- 22° C, 70% de humedad y a 3000 lux. La evaluacién final se
realizé a los tres meses después de realizada la cosecha de los microtubérculos y se
evalud el nUmero, peso fresco, materia seca, porcentaje de materia seca y diametro de

cada uno de ellos.

Segun Hussey y Stacey (1984), trabajando con tubérculos in vitro de papa explican
gue el BAP (Bencilaminopurina) tiene un efecto promovedor de tuberculillos, el cual es
mayor en dias cortos que en dias largos. Si bien la tuberizacion es promovida menos
efectivamente por el CCC (Cloruro de clorocolina), su aplicacion refuerza los efectos
del BAP induciendo la formacion temprana de tubérculos. Observaron que la
tuberizacion también tenia lugar sin la aplicacion de hormonas, pero tardaba mas, en
especial si era bajo condiciones de dias largos. El acido abscisico tuvo un pequefio
efecto en la promocién de la tuberizacion. Encontraron ademas que el sellar los
envases inhibia la tuberizacion a menos que agentes de absorcidén de etileno fueran

incluidos.

Estudios realizados en el CIP por Toledo et al. (1998), indican, los microtubérculos
de papa se usan en su mayor parte en los programas de semilla en Europa, donde
se producen grandes cantidades (ciento de miles) de semilla prebasica de muy
pocas variedades. Mediante esta técnica se producen y almacenan microtubérculos,
pudiendo acumular varios miles en un espacio pequefio (envases humedos a 4 °C)
durante largos periodos de tiempo. La induccién de microtubérculos se produce
mediante u efecto se estrés producido por el CCC (cloruro de clorocolina), BAP (6-
Bencilaminopurina) y la sacarosa, los cuales en oscuridad producira de tres a cuatro

microtubérculos por planta, segun la variedad.
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3. LOCALIZACION.
3.1 Ubicacion geogréfica.

La presente investigacion se realiz6 en ambientes del Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal, de la Facultad de Agronomia dependiente de la Universidad Mayor de San
Andrés (UMSA), ubicado a una altura aproximada de 3650 msnm, geograficamente
situada entre los paralelos 16°30°00” latitud Sur, y 68°08’00” Longitud Oeste del

Meridiano de Grendwich.

4. MATERIALES Y METODOS.
4.1 Materiales.

4.1.1 Material vegetal.

El material vegetal que se utilizd, fueron tubérculos de Solanum tuberosum ssp
andigena, variedad Imilla Negra, conocida como Chiar Imilla o Yana Imilla, de gran

aceptacion en mercados regionales.

Figura 2. Tubérculo de la variedad Imilla Negra (Solanum tuberosum ssp andigena).
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Segun lIriarte y Ugarte (2005), Las caracteristicas apreciables de la variedad Imilla

Negra, se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro 1. Caracteristicas relevantes de la variedad Imilla Negra.

Especie: Solanum tuberosum ssp andigena
Variedad: Imilla Negra, Chiar Imilla, Yana Imilla.
Ploidia: 2n=4x=48.

Significado del nombre: Nifia morena.

Exigencia del suelo: Se comporta bien en suelos virgenes o purumas (suelos que
nunca se cultivaron), profundos de color amarillo.

Antigliedad: Variedad utilizada desde hace mas de tres generaciones atras.
Formas de consumo: Buena para tunta (tubérculo deshidratado de color claro),
ch’ufiu (tubérculo deshidratado de color oscuro), munti (papa pelada para sopa) y
muraya (papa congelada para sopa).

Color de la flor: Azul morado con jaspes violetas.
Forma de laflor: Rotada.

Grado de floracién: Moderada.

Habito de crecimiento: Erecto.

Color del tallo: Verde con pocas manchas.
Diseccién de la hoja: Disectada.

Forma del tubérculo: Redondos con ojos profundos.
Color de la piel: Negro.

Color de la pulpa: Crema.

Habito de crecimiento: Semi — erecto.

Ciclo vegetativo: Tardio (150 a 180 dias).

Rendimiento: 6.5 tn/ha.

Almacenamiento: 6 meses.

CALIDAD DEL TUBERCULO

Calidad culinaria: Semi harinosa, la coccién dura 45 minutos.
Glicoalcaloides: Bajo en contenido (no amarga).

La Paz: Provincia Camacho, en las comunidades Umanata, Cariquina Grande,
Purapurani, Mollipongo, Huarcamarca y Chuani; en parcelas ubicadas entre 3.800 a
4.100 m de altitud.

Fuente: PROINPA-INIAF, 2009.
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4.1.2 Laboratorio de Biotecnologia Vegetal Facultad de Agronomia UMSA.

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

a) Area de lavado: Destinado a limpieza de instrumental, frascos, recipientes,
material vegetal; Provista de mesones, lavaderos de acero, bafiadores de plastico
y destilador de agua.

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

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

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

laminar, cuenta con altos niveles de asepsia.

d) Area de incubacién: Los cultivos in vitro se incuban en una sala que provee
condiciones ambientales minimamente requeridas, llegando a tener una

temperatura promedio 28°C y humedad relativa 60 %.

El fotoperiodo del area de incubacién fue de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad,
para la etapa de introduccién y multiplicacién, sin embrago para la etapa de
microtuberizacion el fotoperiodo fue de 8 horas luz y 16 horas de oscuridad

controlado por un temporizador programable.

4.1.3 Equipos y Materiales de laboratorio.

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

balanzas (analitica y precision), camara de flujo laminar de aire, camara de
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crecimiento, horno microondas, potencidmetro o pH-metro, agitador magnético,

refrigerador, termémetros de maximas y minimas, destilador de agua.

b) Materiales de vidrio: Frascos de vidrio para almacenar soluciones stock, frascos
de cultivos, matraces Erlenmeyer (250,500 ml), pipetas graduadas (10,25 ml),
probetas (500,1000 ml), tubos de ensayo (100x14mm), placas petri, vasos de
precipitacion (75, 100 ml), varilla de vidrio.

c) Instrumental de diseccién e implementos de laboratorio: Hojas de bisturi (N°
10,11), mangos para bisturi, pinzas largas, tijeras, mechero de alcohol, bandeja de
metal, papel aluminio, papel toalla, plastifilm.

d) Indumentaria y materiales de asepsia: Guardapolvos, barbijos, detergente,

jabon desinfectante antibacterial, algodon, guantes de latex desechables.
4.1.4 Reactivos quimicos.

a) Medios de cultivo: Sales minerales y vitaminas del medio basal MS Murashige y
Skoog ,1962 (Anexo 1).

b) Reguladores de crecimiento: Bencilaminopurina (BAP), acido giberélico (AG)s.

¢) Reactivos: Hidroxido de sodio (NaOH al 1N), acido clorhidrico (HCI al 1N), agua
destilada, alcohol etilico al 70% y 96 % (v/v), hipoclorito de sodio (NaCIO) 3%

(v/v), agar, sacarosa (p/v).

4.1.5 Materiales de gabinete.

Computadora, Impresora, calculadora, camara fotografica, planillas, marcador

indeleble, etiquetas, regla, vernier o calibrador.

4.2 Metodologia.
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4.2.1 Procedimiento experimental.

Se efectuaron ensayos preliminares, que abarcaran desde realizacién de pruebas piloto,
adecuacion del laboratorio, instrumental y material vegetal; la investigacion se dividio en

etapas para su andlisis.

4.2.2 Etapa 0 Tratamiento y seleccion del material vegetal.

La priorizacion de tubérculos madre de la variedad Imilla Negra (Solanum tuberosum
ssp andigena), se baso6 en la seleccion por condiciones fisicas y estado de sanidad
optima (sintoma de contaminacion fungica, bacteriana), presencia de rugosidades,
dafios fisicos u otro aspecto no deseable que influya en la obtencion de brotes de buena
calidad.

El material vegetal (tubérculos madre) seleccionado, se lavé con agua corriente para
eliminar restos de sustratos, materia organica y se desinfectd por inmersion en una
solucion de hipoclorito de sodio NaOH al 2% (v/v), durante diez minutos, segun su

tamafo, se enjuago tres veces con agua corriente y agua destilada estéril.

Los tubérculos fueron inducidos a la formacion de brotes, en base a oscuridad por un
determinado periodo de sesenta dias, previa inmersion en una solucién de agua
destilada y acido giberélico AG3 (2 mg/l); almacenados a temperatura ambiente, los

tubérculos tratados fueron envueltos en papel sabana.

Figura 3. Induccion de tubérculos a formacién de brotes.
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4.2.3 Etapa | Establecimiento del material vegetal a condiciones in vitro.
4.2.3.1 Preparacion del medio de cultivo.

El medio base Murashige y Skoog (1962), es ampliamente utilizado en los
laboratorios de produccion de plantulas de papa; las concentraciones de sales y
vitaminas que contiene son las adecuadas para su normal crecimiento de las

plantulas en condiciones in vitro (CIP, 1998).

De acuerdo al requerimiento de medio de cultivo para la investigacién, se formulé
soluciones stock, donde los nutrimentos estan dispuestos en altas concentraciones.
(Anexo N°2). Para el desarrollo de plantulas en la etapa de establecimiento a
condiciones in vitro, se preparo el medio basal Murashige y Skoog (1962), sin la

adicion de reguladores de crecimiento.

4.2.3.2. Desinfeccion y establecimiento a condiciones in vitro del material
vegetal.

En condiciones asépticas, se procedid seccionar los brotes desarrollados por los
tubérculos, de una longitud aproximada de 80 mm, los explantes fueron sometidos a
desinfeccion externa mediante inmersion en alcohol al 70% (v/v) por diez segundos y
en una solucion de hipoclorito de sodio al 2% (v/v) por diez minutos. Para eliminar
residuos de los agentes desinfectantes, que poseen efectos oxidativos en los

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

Los brotes seccionados fuerdn transferidos a placas petri, donde se realizarén cortes
con bisturi y pinzas flameadas, para obtener explantes de longitudes entre 4 a 6 mm
con una yema, descartando los extremos apicales y basales debido a que
presentaron necrosis en los tejidos, ocasionado por los agentes desinfectantes;
finalmente estos explantes fueron cultivados a razén de un explante por tubo de
ensayo, en posicién vertical en sentido al desarrollo del brote, quedando la yema

encima del medio de cultivo.
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Cada explante fue sembrado en un tubo de ensayo que contenia 3 ml de medio
basico MS (fuente de carbono + nutrimentos minerales + vitaminas), la composicion
se detalla en anexo 2, una vez sembrados los explantes en los tubos de ensayo,
fueron sellados con plastifilm, se registro la variedad y fecha de la actividad,
transfiriéndolos inmediatamente a sala de crecimiento o incubacion que cuenta con

ambientes controlados.

4.2.3.3 Anédlisis estadistico.

Para la etapa de establecimiento a condiciones in vitro, se procedié con el andlisis
estadistico descriptivo de una muestra de 150 vitroplantas escogidas completamente
al azar de una poblacion total de 400 vitroplantas.

4.2.3.4 Periodos de evaluacion.

Las evaluaciones y analisis de datos fueron realizados; para la variable altura de
vitroplanta, numero de nudos a cuatro semanas y para las variables supervivencia,
contaminacion y oxidacion a cinco dias, después de iniciarse la etapa de

establecimiento a condiciones in vitro.

4.2.3.5 Variables de respuesta.

Las variables de respuesta consideradas en la etapa establecimiento a condiciones

in vitro, fueron priorizadas bajo el siguiente detalle:

a) Porcentaje de supervivencia (%S;): Expresa el niamero de vitroplantas que
lograron desarrollar favorablemente en porcentajes, la relacion refiere a nimero de

plantulas desarrolladas entre el nimero de vitroplantas totales por cien.

b) Porcentaje de contaminacion (%Ci): Expresa el numero de vitroplantas
contaminadas en porcentajes, el fendmeno se da por presencia de bacterias,
hongos o algun agente contaminate externo, la relacion define numero de

vitroplantas contaminadas entre namero de vitroplantas totales por cien.
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Figura 4. Explantes afectados por agentes contaminantes.

c) Porcentaje de Oxidacién (%0): Se evalu6é el numero de vitroplantas que

presentaron cambio de color (café o marrén) en el medio de cultivo y explante;
parametro evaluado por cuantificacion y observacion directa.

Figura 5. Oxidacion de explantes en la etapa de establecimiento a condiciones in vitro.

d) Altura de vitroplanta (Hv;): Expresa el desarrollo longitudinal alcanzado medido

en milimetros (mm), datos tomados desde inicio del vastago hasta el apice, la
evaluacion se realiz6 a cuatro semanas.

34
Michael C. Llanco Aguirre.



Figura 6. Altura de vitroplanta etapa de establecimiento a condiciones in vitro.

e) Numero de nudos de plantula (Nn,): Variable de respuesta determinada por
observacion y cuantificacion directa, se contabilizo los nudos desarrollados en las

vitroplantas a cuatro semanas.

Figura 7. Numero de nudos en la etapa de establecimiento a condiciones in vitro.
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4.2.4 Etapa ll Micropropagacion de vitroplantas.

Una vez que los explantes expresen su totipotencia y hayan alcanzado una altura de
60 a 80 mm, se procedid a seleccionar el mejor material vegetal, descartando
plantulas que presenten algun tipo de contaminacion, vitroplantas ahiladas y escaso

desarrollo longitudinal.

Los tubos de ensayos fueron abiertos extrayendo las plantulas, colocandolas en
placas petri, aislando segmentos uninodales provistos de yema mas una hoja,
eliminando las partes apicales y basales de la plantula, con la finalidad de uniformizar

desarrollo de las vitroplantas.

Las vitroplantas fueron micropropagadas y sembradas a razon de un segmento
uninodal por tubo de ensayo, que contenia 3 ml de medio basal MS (Murashige y
Skoog, 1962); finalmente fueron sellados con plastifilm, en posicion vertical y en
sentido del desarrollo de la vitroplantas, debiendo quedar el meristemo y la hoja

encima del medio basal.
4.2.4.1 Analisis estadistico.

Para la etapa micropropagacion in vitro, se procedié con el andlisis estadistico
descriptivo, una muestra de 150 vitroplantas escogidas completamente al azar; la
poblacién total durante la esta de micropropagacion estaba comprendida por 600

vitroplantas.

4242 Periodos de evaluacion.

Las evaluaciones y analisis de datos fueron realizados; para la variable altura de
vitroplanta, numero de nudos, presencia de vitrificacion a tres semanas y para las
variables supervivencia, contaminaciéon a cinco dias, después de iniciarse la etapa

de micropropagacion.
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42.4.3 Variables de respuesta.

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

fueron priorizada bajo el siguiente detalle:

a) Porcentaje de supervivencia (%S,): Expresa el numero de explantes que

lograron expresar su totipotencia favorablemente.

b) Porcentaje de contaminacion (%C,): expresa el numero de vitroplantas
contaminadas en porcentajes, el fendbmeno se da por presencia de bacterias,

hongos o algin agente contaminante externo.

c) Altura de vitroplantas (Hvy): Definido por el desarrollo longitudinal de las

plantulas, mediciones tomadas con una regla en milimetro (mm).

d) Numero de nudos de plantula (Nny): Para establecer la variable de respuesta se
procede con la observacion y cuantificacion directa de nudos formados por las

vitroplanta en los tubos de ensayo.

4.2.5 Etapa lll Siembra en medio de induccion atuberizacidn in vitro.

4.25.1 Preparacion del medio de induccidn de tuberizacion in vitro.

Se formuld medios de induccion a tuberizacion in vitro, esencialmente es un medio
convencional de micropropagacion MS (Murashige y Skoog 1962), suplementado con
concentraciones altas de sacarosa en dos niveles 6% y 8% (p/v), ademas de adicion del
regulador de crecimiento bencilaminopurina (BAP), en sus niveles de concentracion de
0, 2.5,5y 10 mgl/l.

Para preparar 2500 ml (aproximadamente 250 ml por tratamiento) de medio de

induccion a tuberizacion in vitro, se realizo la siguiente actividad:

e Se disolvié y mezclé diferentes cantidades de soluciones concentradas del medio
basal Murashige y Skoog 1962 (Anexo 1). En un matraz Erlenmeyer previamente

lavado y enjuagado.
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e Posteriormente se agregd sacarosa (azucar comercial) en cantidades, segun
concentracion 6 y 8% (p/v).

e Se afiadi6 el regulador de crecimiento Bencilaminopurina (BAP) en sus diferentes
concentraciones (0,2.5, 5,10 mg/l) segun tratamiento.

e Se enrazo el volumen a 250 ml por tratamiento, con agua destilada.

e El pH de los medios de induccion a tuberizacién in vitro debe se ajusto a 5.7 (elevar
con hidroxido de sodio NaOH al 1N, bajar con acido clorhidrico HCI al 1N).

e Afadir 7,5 g de agar como agente gelificante, con la finalidad de formar un medio
en estado semisolido.

e Se disolvi6 el agente gelificante en horno microondas, agitar el matraz
Erlenmeyer hasta que el agar se disuelva, obteniendo una solucion homogénea,
evitando que hierva.

e Se distribuyd 25 ml del medio de induccion a tuberizacién in vitro, por cada frasco
de vidrio, previamente lavado y esterilizado.

e Se procedié a sellar los frascos de cultivo con papel aluminio y papel madera
sujetados por banditas elasticas.

e La esterilizacion del medio de induccion a microtuberizacion in vitro, fue por vapor
bajo presion (autoclave) a 121 °C y 15 libras de presion, durante 20 minutos.

e EI BAP se autoclavo junto al medio de cultivo, sin embargo se estima que pierda

parte de su principio activo.

4252 Siembra en medio de induccién a tuberizacién in vitro.

Se procedio a seccionar segmentos uninodales de las vitroplantas propagadas en la
etapa de establecimiento y micropropagacion, se seleccionaron las mejores
vitroplantas, suprimiendo plantulas ahiladas que desarrollaron un escaso crecimiento
longitudinal, descartando plantulas afectadas por vitrificacion; se introdujo diez
segmentos nodales por frasco de vidrio, cada frasco contenia 25 ml del medio de

induccién a tuberizacion in vitro.

Una vez realizadas las siembras de los explantes en medios de induccion a

tuberizacion in vitro, se sello con plastifilm; previo flameo de los frascos, debidamente
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etiquetadas, transfiriéendolos inmediatamente a sala de crecimiento o incubacion, que
cuenta con ambientes controladas minimamente requeridos con temperatura 27 °C y

un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad (fotoperiodo largo).

Las vitroplantas fueron incubadas en tres regimenes de fotoperiodo, treinta dias en
fotoperiodo largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad), que favorece el desarrollo
in vitro de gran cantidad de especies; posteriormente las vitroplantas fueron
cambiadas a fotoperiodo corto (8 horas luz y 16 horas de oscuridad), que promueve
la tuberizacion en cultivos de papa de la especie Solanum tuberosum ssp andigena,
se considero un tercer fotoperiodo que consistia en someter a las vitroplantas en

oscuridad completa, esto favorece eficientemente la tuberizacion in vitro.

4.2.5.3 Fotoperiodos que favorecen la tuberizacion in vitro.

Se determinaron tres regimenes de fotoperiodo, que favorecen la tuberizacion in

vitro, segun cuadro:

Cuadro 2. Influencia de fotoperiodos sobre la tuberizacién in vitro.

N° Fotoperiodo Observacién
1 16 Hr. luz / 8 oscuridad | Favorece el desarrollo longitudinal de los explantes.
2 8 Hr. luz/16 oscuridad Favorece y promueve la tuberizacién.
3 Oscuridad completa ;a C;L;J(l:)jrriig:g?én in vitro es promovida eficientemente por
4.25.4 Disefio experimental.

El Disefio Experimental empleado en la investigacion, durante la etapa de
tuberizacion in vitro fue Completos al Azar, con arreglo bifactorial y diez repeticiones
por tratamiento, los factores (2x4) de estudio son niveles de concentracién de

sacarosa y BAP (Bencilaminopurina).
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4255 Modelo Lineal Aditivo.

Yij= Mtai+B+H(ap)i+eik

Donde:
Yijk = Unaobservacion cualquiera.
u = Media General.
a; = Efecto del i-ésimo factor A (niveles de concentracion sacarosa).
B j = Efecto del j-ésimo factor B (niveles de concentracion de BAP).
@B = Interaccion entre i-j (efecto de la interaccion de concentraciones
YU ~  sacarosa*BAP).
€ijk = Error Experimental.

Los datos obtenidos, fueron analizados por medio del programa estadistico S.A.S.
(Sistema de Analisis estadistico), realizando antes la transformacion de datos
usando al formula Vx+1, debido a que algunos parametros observados eran cero “0”
en las variables de respuesta numero de tubérculos por frasco (Ntf), diametro de
tubérculos (Dti), peso fresco de tubérculo (Pft), para las demas variables no fue

necesario realizar la transformacion.

4256 Factores de variacion.

Los criterios de seleccion de las concentraciones del factor A (niveles de
concentracion de sacarosa) y factor B (niveles de concentracion de
Bencilaminopurina), estan determinadas por investigaciones en tuberizacion in vitro

gue presentan Optimos resultados con dichas concentraciones:

Factor A: Niveles de concentracién de sacarosa (p/v).

a;= 6 %
a= 8 %
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Factor B: Niveles de concentracion del regulador de crecimiento Bencilaminopurina (BAP).

bo= 0 mg/l
b= 2.5 mgl/l
b,= 5 mg/l
bs= 10 mgl/l

Cuadro 3. Descripcion de factores de estudio en la etapa de tuberizacion in vitro.

FACTOR A FACTOR B
CONCENTRACION DE SACAROSA (%) CONCENTRACION DE BAP (mg/l)

b1:0

— b2: 2.5
= 6 b3: 5

b4: 10
b1:0

— b2: 2.5
2= 8 b3: 5

b4: 10

4257 Combinacién de tratamientos.

Cuadro 4. Tratamientos segun combinacién de niveles sacarosa y BAP.

Tratamiento 1 aix by 6% sacarosa+ sin regulador de crecimiento BAP (0 mg/l)
Tratamiento 2 aix b, 6% sacarosa + regulador de crecimiento BAP (2,5 mg/l)
Tratamiento 3 aix bs 6% sacarosa + regulador de crecimiento BAP (5 mg/l)
Tratamiento 4 aix by 6% sacarosa + regulador de crecimiento BAP (10 mg/l)
Tratamiento 5 a; x by 8% sacarosa+ sin regulador de crecimiento BAP (0 mg/l)
Tratamiento 6 a;x b, 8% sacarosa + regulador de crecimiento BAP ( 2,5 mg/l)
Tratamiento 7 a;x bs 8% sacarosa + regulador de crecimiento BAP (5 mg/l)
Tratamiento 8 ;X by 8% sacarosa + regulador de crecimiento BAP (10 mg/l)

4.2.5.8 Variables de respuesta.

Las variables de respuesta para la etapa de induccién a tuberizacion in vitro, fueron

priorizados bajo el siguiente detalle:
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a) Alturafinal de vitroplantas (Hfv): Expresa el desarrollo longitudinal alcanzado por
las vitroplantas en el medio de induccion a tuberizacién in vitro, medido en

milimetros (mm).

Figura 8. Altura de vitroplantas etapa de tuberizacion in vitro.

b) Peso fresco de la plantula (Pfv): Establecida por la biomasa producida por las
vitroplantas en miligramos (mg), variable respuesta tomada al final de la etapa de

induccion a tuberizacion in vitro.

Figura 9. Peso fresco de vitroplanta.
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c) Numeros de tubérculos in vitro por frascos (Ntf): Variable de respuesta
establecida por observacion y cuantificacion directa, indica el nimero de tubérculos

in vitro por frascos que se desarrollaron durante la etapa de induccion a tuberizacion.

Figura 10. Numero de tubérculos in vitro por frasco.

d) Diametro de tubérculos in vitro (Dti): Expresa el diametro ecuatorial de los
tubérculos in vitro por tratamientos, la medicion se la realiz6 con un calibrador o

vernier en milimetro (mm), proceso realizado en la cosecha de los tubérculos.

,,,,, o | e
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1

Figura 11. Determinacion de didmetro de tubérculos in vitro.

43
Michael C. Llanco Aguirre.



e) Peso fresco del microtubérculo (Pft): Los tubérculos desarrollado en
condiciones in vitro, una vez cosechados fueron sometidos a pesaje en una
balanza digital, datos tomados en miligramos (mg) y clasificados segun

tratamientos.

Figura 12. Peso fresco del microtubérculo.

f) Numero de raices (Nr): Variable evaluada por observacién y cuantificacion

directa de los frascos de cultivo, datos tomados al finalizar la etapa de induccion a

tuberizacion in vitro.

Figura 13. Vista posterior de frascos formacion de raices.
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g) Grado de formacién de callos (Gfc): Parametro evaluado a través de
observacion directa de las vitroplantas, se tomé en cuenta formaciones de tejido

desorganizado presentes en la parte basal de las plantulas.

Figura 14. Formacion callosa en la parte basal de vitroplantas.

La obtencién de datos para su analisis estuvo basada bajo los siguientes rangos:

Cuadro 5. Grado de formacioén de callos en vitroplantas.

Nulo 0
Escaso 1
Regular 2
Abundante 3

Fuente: Propia, 2013.
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4.2.6 Etapa lll Cosecha de tubérculos in vitro.

Los tubérculos in vitro, fueron extraidos a tres meses de los frascos de cultivo,
separados en la parte de unién del microtubérculo y el estolon, se los clasificé por
tratamientos. Bajo condiciones asépticas los tubérculos in vitro correspondiente a
cada tratamiento y unidades experimentales, fueron almacenados en cajas petris,

bajo temperatura ambiente y oscuridad completa.

Figura 15. Cosecha de tubérculos in vitro.
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4 RESULTADOS Y DISCUSIONES.

5.1 Etapal Establecimiento del material vegetal a condiciones in vitro.

5.1.1 Porcentaje de supervivencia (%S;).

Determinado por el nUmero de vitroplantas desarrolladas favorablemente, aptas para

micropropagacion in vitro, expresada en porcentajes (%).

El cuadro 6, refleja el porcentaje de supervivencias (%S;) de los brotes de tubérculos
de papa variedad Imilla Negra; en la etapa de establecimiento a condiciones in vitro
asciende a 70%, atribuible al estricto protocolo de desinfeccion del material vegetal e

instrumental de laboratorio empleados.

Cuadro 6. Porcentaje de supervivencia etapa de introduccion a condiciones in vitro.

Nro. Explantes Nro. de explantes Porcentaje de
Variedad Establecimiento a : =XP ; |
. o supervivientes supervivencia (%S;)
condiciones in vitro
Imilla Negra 150 105 70%

Al respecto Gutiérrez (2009), indica una de las desventajas para iniciar el cultivo in
vitro, sin duda es el porcentaje de supervivencia, 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 jovenes de

tubérculos de papa.

Una de las causas para la reduccion de la misma, pude deberse a que los explantes
fueron quemados con pinzas o también al tiempo de inmersién en hipoclorito de

sodio y etanol (Gutiérrez, 2009).

5.1.2 Porcentaje de contaminacion (%C,).

Definido por el numero de vitroplantas contaminadas expresada en porcentajes (%
Ci1), el fendmeno es causado por presencia de bacterias, hongos o agentes

contaminantes externos, que hallan en el medio de cultivo y el ambiente condiciones
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apropiadas para su proliferacion, se caracteriza por competir la disponibilidad de

nutrimentos con las vitroplantas.

El porcentaje de contaminacion durante la etapa de establecimiento a condiciones in
vitro ascienden a un 20 % (Cuadro 7), los agentes contaminantes identificados son
de naturaleza fungica; el fendmeno se presenta en los primeros cinco a seis dias de

haber transferidos las plantulas a sala de incubacion.

Cuadro 7. Porcentaje de contaminacion etapa introduccion a condiciones in vitro.

Nro. Explantes Nro. de explantes Porcentaje de
Variedad Establecimiento a : Xp =ntay ,
. C contaminados contaminacion (%)
condiciones in vitro
Imilla Negra 150 30 20%

Menciona Monrroy (2009), son considerados como agentes contaminantes comunes
en laboratorios de cultivos de tejidos penicillum y aspergillus; que corrobora la
presencia de contaminacion fungica en la etapa de establecimiento a condiciones in

vitro de papa variedad Imilla Negra.

5.1.3 Porcentaje de Oxidacion (%0).

La determinacion de la variable de respuesta porcentaje de oxidacion (%0), fue
medida por observacion directa de los tubos de ensayo, se cuantifico el numero
explantes y medios de cultivos que presentan caracteristicas de tonalidad marréon y
café, el cambio de color indica la presencia de oxidacion, este fendmeno en la etapa
de establecimiento a condiciones in vitro asciende a 10% (Cuadro 8); la oxidacién

puede apreciarse tanto en el explante como en el medio de cultivo.

Cuadro 8. Porcentaje de Oxidacion en la etapa de introduccién a condiciones in vitro.

Nro. Explantes . o
Variedad Establecimiento a Nro. dg explantes Porcentaje Oxidacion
_ o oxidados (O%)
condiciones in vitro
Imilla Negra 150 15 10%
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La oxidacién se da principalmente por la desinfeccion superficial de los explantes,
con altas concentraciones de hipoclorito de sodio (NaOCIl) o por la prolongada

exposicion al compuesto quimico.

Los resultados concuerdan con Mamani (2005), quien menciona que la inmersion
prolongada en concentraciones altas de blanqueador comercial, causan necrosis en
los explantes. Al respecto Roca y Mroginski (1991), indican que el hipoclorito de
sodio (NaClO) ademas de ser un desinfectante también es un agente oxidante.
Concordando que, mientras la concentraciéon de hipoclorito de sodio se reduce

proporcionalmente se disminuyen los problemas de oxidacion.

Choque (2009), menciona que el hipoclorito de sodio al 4%, produce mayor
porcentaje de oxidacion en combinacion con sacarosa al 5%, es probable que esto
se deba a la respuesta de los explantes al medio nutritivo, los explantes se adecuan
mejor en medios con concentraciones regulares de sacarosa y consecuentemente

ocurre menor porcentaje de contaminacion.
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Figura 16. Porcentaje de contaminaciéon (%C;), supervivencia (%S;) y oxidacion (%0) en la
etapa de establecimiento a condiciones in vitro.
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5.1.4 Altura de vitroplantas (Hva).

a) Promedio de altura final de vitroplanta.

Las vitroplantas desarrolladas favorablemente (% de supervivencia), fueron medidas
en cuanto a su desarrollo longitudinal alcanzado, expresado en milimetros (mm),

desde inicio del vastago hasta el apice.

Cuadro 9. Promedio de altura de vitroplantas etapa de establecimiento a condiciones in vitro.

Promedio de altura final

Variedad Nro. Explantes
(mm)

Imilla Negra 105 60.3

Los explantes de la variedad Imilla Negra (Solanum tuberosum ssp andigena), durante
la etapa de establecimiento a condiciones in vitro, ostentaron un promedio de altura de
60.3 mm (maxima 82 y minima 41 mm), las plantula tuvieron una expansion longitudinal
gue alcanzé alrededor del 80% del tubo de ensayo (100x14mm), considerado optimo

para realizar la micropropagacion o multiplicacion in vitro (Figura 17).

90
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70
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50
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0 -

ALTURA DE VITROPLANTA (mm)

Hmin PROMEDIO Hmax
|EVARIEDAD IMILLA NEGRA 41 60,3 82

Figura 17. Comparacion de altura maxima, minima y promedio de vitroplantas en la etapa de
establecimiento a condiciones in vitro.
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b) Desvi6 estandar.

La mayoria de las setenta plantulas expresan cuatro semanas del establecimiento a
condiciones in vitro, una desviacién estandar de altura que varia en mas (+) / menos

(-) 6.5 mm por plantula respecto a la media.

Cuadro 10. Desviacién estandar de altura de vitroplantas etapa de establecimiento a

condiciones in vitro.

Desvi6 estandar S

Variedad Nro. Explantes
(mm)

Imilla Negra 105 6.5

5.1.5 Numero de nudos (Nnj).

Se cuantificd el nimero de nudos de vitroplantas, a través de la observacion y conteo
directo de los tubos de ensayo que contenian las plantulas. Durante la etapa de
establecimiento a condiciones in vitro, la variedad Imilla Negra obtuvo un promedio
de 5.6 nudos por vitroplantas (Cuadro 11), considerada relativamente optima para la

etapa de micropropagacion.

Cuadro 11. Promedio de numeros de nudos por vitroplantas etapa de establecimiento.

Promedio de

Variedad Nro. Explantes nudos/plantula

Imilla Negra 105 5.6

Al respecto Quispe (2009), indica que el numero de nudos es una variable primordial
en la fase micropropagacion, de ello depende el nimero de vitroplantas a obtenerse

posteriormente.

Segun Quispe (2009), los indices de multiplicacion que se pueden alcanzar en papa
tiene una progresion geométrica, de cada plantula in vitro se obtiene nudos para

generar nuevas plantulas para una siguiente propagacién. En condiciones de
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laboratorio, en un afio, puede llegar a producirse tedricamente gran cantidad de
plantulas; de esta manera, se puede garantizar una provision permanente y oportuna

de plantas in vitro de 6ptima calidad sanitaria, segun sea la necesidad.

5.2 Etapall micropropagacion de vitroplantas.
5.2.1 Porcentaje de supervivencia (%Sy).

En la etapa de micropropagacion se evidencia un alto porcentaje de supervivencia
del 90% (Cuadro 12), atribuible a un 6ptimo manejo de los explantes procedentes de

plantulas in vitro.

Cuadro 12. Porcentaje se supervivencia (%S,) etapa de micropropagacion.

. Muestra de explantes Nro. de explantes Porcentaje de
Variedad : S ; .
micropropagados supervivientes supervivencia (%S)
Imilla Negra 150 135 90%

5.2.2 Porcentajes de contaminacion (%C,).

La presencia de agentes contaminantes en la etapa de micropropagacion ascienden
a un 10% (cuadro 13), los agentes contaminantes identificados fueron de naturaleza

fungica.

Cuadro 13. Porcentaje de contaminacion (%C,) en la etapa de micropropagacion.

Muestra de explantes Nro. de explantes Porcentaje de

Variedad micropropagados contaminacion contaminacion (%C,)

Imilla Negra 150 15 10%
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El porcentaje de contaminacion disminuye considerablemente en la etapa de
micropropagacion, debido a que los explantes provienen de vitroplantas (segmentos
uninodales), incubados asépticamente y no se procede con la desinfeccion de
explantes a través de agentes quimicos, por tanto en esta etapa no se hallan

sintomas de efectos oxidativos.
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® Contaminacion
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70%
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40%
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Figura 18. Porcentaje de contaminacion (%C,) y supervivencia (%S,) en la etapa de
micropropagacion.

5.2.3 Altura de vitroplantas (Hv,).

a) Promedio de altura.

Se obtuvo un promedio de 80.8 mm (maxima 98 mm y minima de 56 mm) de altura

de vitroplantas en la etapa micropropagacion (Cuadro 14 y Figura 19).

Cuadro 14. Promedios de altura de vitroplantas etapa de micropropagacion.

. Muestra de explantes Promedio de altura
Variedad .
micropropagados (mm)
Imilla Negra 150 80.8
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Toledo et al. (1998), menciona al respecto; el crecimiento de las plantulas

propagadas in vitro dependera del medio utilizado, de las condiciones ambientales

del cuarto de incubacion y de la variedad, por ello es preciso evaluar las plantulas en

las condiciones de crecimiento en relacion con el tiempo.
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Figura 19. Comparacién de altura maxima, minima y promedio de vitroplantas etapa de

b) Desvi6 estandar.

micropropagacion.

Las plantulas desarrolladas, en la etapa de micropropagacion, obtuvieron una altura que

varia en mas (+)/menos (-) 8.1 mm por plantula con respecto a la media (Cuadro 15).

Cuadro 15. Desviacion estandar de altura de vitroplanta etapa de micropropagacion.

Variedad

Nro. Explantes

Desvi6 estandar S
(mm)

Imilla Negra

135

8.1

Michael C. Llanco Aguirre.
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5.2.4 Numero de nudos (Nny).

Se cuantificé la variable de respuesta numero de nudos de vitroplantas en la etapa
de micropropagacion, a través de observacion y conteo directo en los tubos de
ensayo. Durante la etapa de micropropagacion, la variedad Imilla Negra alcanzo un
promedio de 12.5 nudos por vitroplantas (Cuadro 16), éptimas para iniciar el proceso

de tuberizacion in vitro.

Cuadro 16. Promedio de numero de nudos por plantula etapa de micropropagacion.

Variedad Nro. Explantes Promedio de Nro. De
nudos por plantula
Imilla Negra 135 125

5.3 Etapalll induccion a tuberizacién in vitro.

La etapa de tuberizacion in vitro, iniciada a través de la siembra de explantes
(segmentos uninodales) en un medio enriquecido con sacarosa Yy BAP
(Bencilaminopurina), bajo diferentes niveles de concentracion, a tres meses registré

los siguientes resultados:

5.3.1 Alturafinal de la vitroplantas (Hfv).

El Andlisis de Varianza (ANVA), para la variable de respuesta altura final de
vitroplanta en la etapa de tuberizacion in vitro (Cuadro 17), muestra que no existen
diferencias significativas entre los niveles de concentracion de sacarosa (P>0.05), sin
embargo se establece que existen diferencias altamente significativas (P<0.01) entre
los niveles de concentracion de BAP y para la interaccion de factores de variacion

Sacarosa x BAP se encontré efectos significativos (P<0.05).

El coeficiente de variacién (CV), refleja un porcentaje de 12.65%, estando dentro de

los rangos de confiabilidad permitidos para este tipo de estudio.
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Cuadro 17. Analisis de varianza para altura final de vitroplanta (Hfv).

FUENTES DE VARIACION GL SC CM Fc Prob.
Niveles de concentracién Sacarosa 1 264.23  264.23 2.28 0.1358 NS
Niveles de concentracion BAP 3 78227.82 26075.94 22459 0.0001 **
Interaccion (sacarosa*BAP) 3 1046.49  348.83 3.00 0.0359 *
Error Experimental 72 8359.64 116.11
TOTAL 79 87898.18

CV=14.84 %

NS= No Significativo; ** = Altamente Significativo, * = significativo.

La prueba de comparacion de promedios Duncan, para la fuente de variacion niveles
de concentracion de sacarosa (Figura 20), a un nivel de significancia 5%, establece
gue el nivel de sacarosa 6%, obtuvo un promedio general de 74.45 mm de altura de
vitroplanta, a si mismo el nivel de concentracion de sacarosa al 8% presenta un
promedio general en altura de 70.81 mm, determinandose que no existen diferencias

significativas entre ambas concentraciones.

[es]
o

74,45

65 -

55

ALTURA FINAL DE VITROPLANTA (mm)

SACAROSA (%)

Figura 20. Prueba de promedios Duncan para altura final de vitroplanta (Hfv) por efecto de
niveles de concentracion de Sacarosa.
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La prueba de promedios Duncan a un nivel de significancia 5%, para la variable de
respuesta altura final de vitroplanta, por efecto de los niveles de concentracion de
BAP (Figura 21), establece diferencias significativas, determindndose cuatro
estratificaciones de altura; el medio de cultivo formulado sin regulador de crecimiento
BAP 0 mg/l, presento un promedio en altura de 115.16 mm; seguido por la
concentracion de BAP a razon de 2.5 mg/l con 85.59 mm; el tercer grupo identificado
esta determinado por nivel de concentracion de BAP 5 mg/l, que presento 58.91 mm
de altura y finalmente la concentracion de BAP a 10 mg/l, obtuvo una expansién
longitudinal de 30.84 mm, considerada la altura mas baja.

Se obtiene buen desarrollo longitudinal en explantes de la variedad Imilla Negra, en
un medio basal sin regulador de crecimiento BAP (0 mg/l), Se observé que la
aplicacion de BAP en sus concentraciones 5 a 10 mg/l limita el desarrollo
longitudinal, debido a que promueve formaciones callosas en la parte basal de las
vitroplantas, ademas que inhibe la formacion de raices. El medio de cultivo formulado
con regulador de crecimiento BAP en nivel de concentracién 2.5 mg/l, favorece el
desarrollo longitudinal de la vitroplanta, ademas se observa desarrollo radicular
optimo.
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Figura 21. Prueba de promedios Duncan para altura final de vitroplanta por efecto de niveles
de concentracion de BAP.
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En la figura 22, se observa la interaccion niveles de concentracion de sacarosa por
niveles de concentracion de BAP, donde se aprecia los tratamientos que presentaron
mejores promedios de altura de vitroplanta, estuvieron determinados por el
tratamiento 1 (6 % sacarosa x 0 mg/| BAP) con 118.34 mm; seguido por el tratamiento
5 (8% sacarosa x 0 mg/l BAP) que presento 111.98 mm, consecuentemente el
tratamiento 6 (8 % sacarosa x 2,5 mg/l BAP), fue la tercer combinacion de factores
considerado relativamente alto con 89.96 mm. Ademas del tratamiento 2 (6% sacarosa
x 2.5 mg/l BAP), que ostento una altura de 81.23 mm, Los promedios de altura de
vitroplanta méas bajos fueron dados por los tratamientos 3 (6% sacarosa x 5 mg/l BAP),
tratamiento 7 (8% sacarosa x 5 mg/l BAP), tratamiento 4 (6% sacarosa x 10 mg/BAP) y
tratamiento 8 (8% sacarosa x 10 mg/BAP), con 62.58; 55.25; 35.63 y 26.05 mm de

altura respectivamente.

De acuerdo con los resultados se puede inferir, que empleando sacarosa en niveles
de concentraciéon de 6 y 8 % en el medio de cultivo, favorece un optimo desarrollo
longitudinal (altura final de vitroplanta), la combinacién con el regulador de
crecimiento BAP en concentracion de 2.5 mg/l en el medio de cultivo, logra generar
una altura promedio entre 81.23 y 89.96 mm, considerada relativamente alto,
ademas que promueve la formacion y proliferacion de tubérculos in vitro. Sin
embargo niveles de concentracion de 5y 10 mg/l del regulador de crecimiento BAP
inducen a formaciones de masas de células desordenadas denominado callos,
afectando la parte basal del segmento nodal, limitando la elongacion y la formacion

del sistema radicular.

Al respecto indica Mejia (1998), se permite un buen desarrollo de las plantas en
presencia de una citocininas como la bencilaminopurina (BAP) en el medio de

cultivo, el cual promueve la elongacion del tallo, utilizado en bajas concentraciones.
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Figura 22. Variacion de altura final de vitroplanta por interaccion de niveles de concentracion
de Sacarosa y BAP.

5.3.2 Peso fresco de vitroplanta (Pfv).

El Analisis de Varianza (ANVA), para la variable de respuesta peso fresco de
vitroplanta (Pfv), en la etapa de induccidon a tuberizacion in vitro (Cuadro 18), no
presenta diferencias significativas (P>0.05) para los diferentes niveles de
concentracion de sacarosa, los resultados determinan que la aplicacién de sacarosa
(6 y 8%), como fuente de carbono en el medio de induccion a tuberizacién in vitro de
explantes de la variedad Imilla Negra, no afecta la obtencién de plantulas con buen

peso fresco.

En cambio existen diferencias altamente significativas (P<0.01), tanto para niveles
del regulador de crecimiento BAP e interaccidon de factores de variacion (Sacarosa x
BAP). El Coeficiente de Variacion (CV) es igual a 9.73%, refleja que los datos son
confiables y el manejo del experimento ha sido relativamente bueno, por tanto se

encuentra dentro del rango permitido para este tipo de estudio.
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Cuadro 18. Analisis de varianza para peso fresco de vitroplanta (Pfv)

FUENTES DE VARIACION GL SC CM Fc Prob.
Niveles de concentracién Sacarosa 1 406.76 406.76 0.88 0.3512 NS
Niveles de concentracion BAP 3 442239.52 147413.17 319.16 0.0001 **
Interaccion (sacarosa*BAP) 3 15845.58 5281.86 11.44 0.0001 **
Error Experimental 72 33254.82 461.87
TOTAL 79 491746.68

CV=9.73%

NS= No Significativo; ** = Altamente Significativo, * = significativo.

La prueba de comparacion de promedios Duncan, para la fuente de variacion niveles
de concentracion de sacarosa (figura 23), a un nivel de significancia 5%, establece
gue el nivel de sacarosa 6%, obtuvo un promedio general de 223.08 mg de peso
fresco de plantula, asi mismo el nivel de concentracion de sacarosa al 8% presento
un promedio general de peso fresco de plantula de 218.57 mg, determinandose que
no existen diferencias significativas entre ambas concentraciones. Esto indica que
aplicando al medio de cultivo sacarosa entre 6 y 8%, se obtiene pesos de vitroplantas

casi similares.
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Figura 23. Prueba de promedios Duncan para peso fresco de plantula (Pfv) por efecto de
niveles de concentracion de Sacarosa.
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La prueba de rango multiple de Duncan, para la variable de respuesta peso fresco de
vitroplanta (Figura 24), por efecto de los niveles de concentracion del regulador de
crecimiento BAP, establece cuatro estratificaciones, el medio de cultivo sin regulador
de crecimiento BAP (0 mg/l) alcanzé un promedio de 326.98 mg de peso fresco,
seguido por el medio de cultivo de cultivo que contenia 2.5 mg/l de BAP que alcanzé
un promedio de 237.49 mg, la concentracion 5 mg/l de BAP obtuvo un promedio en
peso de 198.31 mg, finalmente el peso fresco mas bajo se dio a una concentracion

de BAP al 10 mg/l que presenté un promedio de 120.54 mg .
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Figura 24. Prueba de promedios Duncan para peso fresco de vitroplanta por efecto de
concentraciones de BAP.

La figura 25, representa la interaccion entre niveles de concentracion de sacarosa y
BAP, los tratamientos que presentan mejores promedios de peso fresco de
vitroplanta (Pfv), estan dados por el tratamiento 1 (6% sacarosa x sin BAP) con 349.5
mg VY el tratamiento 5 (8% sacarosa x sin BAP) con 304.46 mg; consecuentemente el
tratamiento 6 (8% sacarosa x 2.5 mg/l BAP) presenta 247.48 mg, seguido por el
tratamiento 2 (6% sacarosa x 2.5 mg/l BAP) que alcanz6 227.50 mg y el tratamiento
7 (8% sacarosa x 5 mg/l BAP ) con 210.05 mg de peso fresco considerados

relativamente Optimos. En contra posicién los promedio de peso fresco mas bajos
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fueron proveidos por los tratamientos 4 (6 % sacarosa x 10 mg/l BAP) que obtuvo
128.56 mg y el tratamiento 8 (8% sacarosa x 10 mg/l BAP) con 112.30 mg.

La formulaciéon del medios de basal con 6 y 8% de sacarosa y sin regulador de
crecimiento BAP, llega a proporcionar Optimo peso fresco de plantula, en
contraposicion la aplicacion de BAP en sus niveles 5y 10 mg/l al medio de induccién
a tuberizacion in vitro, presentaron menor peso fresco, debido al a formacion de
callos en la parte basal de la plantula. La concentracién éptima del regulador de
crecimiento BAP es de 2.5 mg/l, que combinado con los niveles de sacarosa al 6 y
8% se logra obtener vitroplantas con buen peso y desarrollo longitudinal, ademas
gque se observa buena formacion de raices que favorecen la absorcion de
nutrimentos del medio de cultivo, que se manifiesta en la formacion y proliferacion de

microtubérculos.
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Figura 25. Variacion de peso fresco de vitroplanta por interaccion de niveles de
concentraciéon de sacarosa y BAP.
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5.3.3 Numeros de tubérculos in vitro por frascos (Ntf).

El Analisis de Varianza (ANVA) para la variable de respuesta nimero de tubérculos
in vitro por frasco (Cuadro 19), presenta diferencias altamente significantes (P<0.01),
tanto para los factores de variacion niveles de concentracion de sacarosa, niveles del
regulador de crecimiento BAP y para la interaccidén de los factores. El coeficiente de
variacion (CV) de 9.47%, muestra que los datos han sido manejados de forma

relativa y se encuentran dentro de los rangos permitidos para este tipo de estudio.

Cuadro 19. Analisis de varianza para numero de tubérculos por frasco.

FUENTES DE VARIACION GL SC CM Fc Prob.
Niveles de concentracion Sacarosa 1 15346 1.5346 38.51 0.0001 **
Niveles de concentracion BAP 3 46.2063 15.4021 386.56 0.0001 *
Interaccion (sacarosa*BAP) 3 1.0352 0.3551 8.66 0.0001  **
Error Experimental 72 2.8688 0.0398
TOTAL 79 51.6488

CV=9.47%

NS= No Significativo; ** = Altamente Significativo, * = significativo.

La prueba de comparacion de promedios Duncan, para la fuente de variacion niveles
de concentracion de sacarosa (Figura 26), expone dos grupos estadisticos
identificados; el nivel de sacarosa 8% produce 4.75 tubérculos in vitro por frascos y
el segundo rango estadistico esta determinado por la concentracion de sacarosa 6%
gue presenta un promedio general de 3.43 tubérculos por frasco. Siendo el nivel de

concentracion 8% de sacarosa que promueve eficientemente la tuberizacion in vitro.

Se ha establecido que las concentraciones 6 y 8% de sacarosa promueven la
formacion de microtubérculos, siendo el nivel 8% la mas efectiva, se puede inferir
gue la aplicacion de altas concentraciones de sacarosa inducen la microtuberizacion,
sin embargo se ha identificando en el estudio que la formacion de microtubérculo es

tardia y afecta la proliferacion en comparacién a la combinacién con el regulador de

63
Michael C. Llanco Aguirre.



crecimiento BAP en su nivel de 2.5 mg/l que favorece el tamafio, proliferacion, peso y

tiempo de formacién.

Una de las limitantes de usar un medio enriquecido Unicamente con altos niveles de
sacarosa 6 y 8% en la tuberizacion in vitro, es el prolongado tiempo que requiere
para formar tubérculos in vitro, los medio semisdlidos formulados pierden
disponibilidad de nutrimentos y se desecan a los tres meses de iniciado la etapa de

induccién a tuberizacion in vitro.
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Figura 26. Prueba de promedios Duncan para nimero de tubérculos por frasco como efecto
de niveles de sacarosa.

Al respecto Ibafiez (2000), indica que existe una relacion directamente proporcional
entre los niveles de sacarosa y el numero de formacién de microtubérculos, en el que
se aprecia que a mayor nivel de sacarosa, existe un mayor un numero de
microtubérculos formados, situacion que pude deberse al efecto estresante que

produce la sacarosa en el medio y por ende en la planta.

Morales (2006), demostr6 que la tuberizacion in vitro es altamente dependiente de la

concentracion de sacarosa y asi mismo, demostroé que en los medios con cantidades
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pequefias de sacarosa 1%, existen altos niveles de GA (inhibidor de Ila
microtuberizacion) en las puntas de los estolones donde se forman los
microtubérculos y en comparacion con cantidades altas de sacarosa 8% el efecto es
opuesto y por lo tanto la induccion de microtubérculos.

Pomar (2000), menciona que Okazawa reportd que trabajando bajo condiciones de
esterilidad habia obtenido tubérculos de papa y la formacion de éstos parecia estar
en relacion con la concentracion de sacarosa. Asi mismo, indica que no habia
obtenido tubérculos in vitro a partir de las yemas apicales, pero si de las yemas
intercalares y la formacion de los mismos tuvo relacion inversa con la distancia de la

yema apical.

Algunos autores han referido un doble papel de sacarosa en el desarrollo de
microtubérculos. Ademas de ser una fuente de carbono adecuada Yy facilmente
asimilable por las plantas in vitro y que se convierte en almidén en el desarrollo del
microtubérculo, la sacarosa, a una concentracion de 80 g/l, también proporciona una

osmolaridad favorable para el desarrollo del microtubérculo (Kurhy y Moorby, 1995).

Para la variable de respuesta niamero de tubérculos in vitro por frasco, por efecto los
niveles de concentracion de BAP, la prueba de comparacion de rango multiple
Duncan al 5% (Figura 27), establece cuatro estratificacion, el primer grupo se
compone por la concentracion 2.5 mg/l de BAP que presenta el mayor promedio de
numero de tubérculos por frasco con un promedio general de 9.25 microtubérculos,
seguida por la concentracion 5 mg/l de BAP que ostenta una media de 4.85
microtubérculos por frasco; la tercera estratificacion esta representada por el nivele
de concentracion BAP 0 mg/l que expresa 1.75 microtubérculos por frascos
respectivamente, finalmente con el nivel de concentracion 10 mg/l de BAP en el

medio de cultivo, se obtuvo 0.50 tubérculos in vitro por frasco.
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Figura 27. Prueba de promedios Duncan para nimero tubérculos por frasco como efecto del
factor niveles de concentracion de BAP.

Al respecto Pomar (2002), trabajando con tubérculos in vitro de papa explica que el
BAP (Bencilaminopurina) tiene un efecto promovedor de tuberculillos, el cual es mayor
en dias cortos que en dias largos. Si bien la tuberizacion es promovida menos efectiva
por el CCC (cloruro de clorocolina) su aplicacion refuerza los efectos del BAP

induciendo a la formacion temprana de tubérculos.

Ademas Pomar (2002), menciona que indujeron tubérculos in vitro en 22 genotipos
de papa. Obtuvieron una mayor produccion y peso en los tubérculos trabajando bajo
condiciones de dias cortos y bajas temperaturas que en dias largos y temperaturas
altas. La adicion del BAP aumentd la produccion bajo ambas condiciones. Asi
mismo, la oscuridad continua promovio la tuberizacién aunque tenian un menor

namero de ojos que aquellos producidos con luz.

Estrada et al. (1986) describen un método para la induccién de tubérculos in vitro de
papa aplicable a un amplio rango de genotipos, estos tubérculos mostraron similaridad

con los producidos en campo. Utilizaron 5 mg/l de BAP + 500 mg/l de CCC + 80 g/l de
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sacarosa en un medio MS (Murashige y Skoog) y en completa oscuridad. Indican que
la dormancia de los tubérculos in vitro cuando son almacenados a 4°C es de 60 dias si
estos han sido inducidos bajo condiciones de dias cortos, mientras que si fueron
inducidos en completa oscuridad la dormancia fue de 210 dias.

Se evalud el efecto del 6 BAP en la tuberizacion in vitro, donde se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos. Cuando se empleo6 la concentracion de 1
mg/l, se logré mayor cantidad de microtubérculos, mientras que en los tratamientos

con 3y 5 mg/l se obtuvieron menor cantidad de microtubérculos (Montoya, 2008).

El mejor tratamiento inductor de tuberizacion, fue el tratamiento que contenia 5 mg/It
de BAP + 500 mg/lt de CCC y que permanecié en oscuridad después de las cuatro

semanas de iniciacion con cinco microtubérculos promedio por frasco (Jaramillo, 2003)

La figura 28, muestra la interaccion entre niveles de concentracion de sacarosa y
BAP, para la variable de respuesta numero de tubérculos in vitro por frasco, los
tratamientos que expresaron mejores promedios son; el tratamiento 6 (8% sacarosa
x 2.5 mg/l BAP) con 10.9 tubérculos y el tratamiento 2 (6% sacarosa x 2.5 mg/| BAP)
con 7.6; consecuentemente el tratamiento 7 (8% sacarosa x 5 mg/l BAP) obtuvo 5.1,
seguido por el tratamiento 3 (6% sacarosa x 5 mg/l BAP) que alcanz6 4.6 tubérculos
in vitro. Los tratamientos que lograron menor numero de tubérculos estan
establecidos por el tratamientos 5(8% sacarosa x 0 mg/l BAP) con 2.5, seguido por el
tratamiento 1(6% sacarosa x 0 mg/l BAP) con un promedio general de 1, para los
tratamiento 4 (6% sacarosa x 10 mg/l BAP) y tratamiento 8 (8% sacarosa x 10 mg/l

BAP) se obtuvieron 0.5 tubérculos in vitro.

La aplicacién de BAP en el medio de cultivo en su concentracion 2.5 mg/l promueven
eficientemente la formacion de tubérculos in vitro en un medio enriquecido con altos
niveles de sacarosa (6 y 8%), sin embargo la aplicacion de concentraciones
superiores a 5 mg/l promueve la formacion de callos en la parte basal del explante.

La formacién de microtubérculos es promovida en yemas axilares y no asi en las
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yemas apicales, en un periodo de 3 meses, con un promedio de nimero de 1 a 3

tubérculos in vitro por planta.
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Figura 28. Variacion de namero de tubérculos in vitro en frascos por interaccion de niveles
sacarosa y BAP.

Al respecto Fuentes (s.f), las plantulas fueron capaces de producir microtubérculos en
todos los tratamientos evaluados, después de diez semanas de incubacién bajo
condiciones de tuberizacion. La cinetina no mostré un efecto significativo desarrollo
de los microtubérculos; sin embargo, la concentracion de sacarosa si tuvo un efecto
sobre el numero de microtubérculos por frasco. La mayor produccion de
microtubérculos se obtuvo en los tratamientos con 8 % de sacarosa con una

produccién promedio de 1.0 a 1.16 microtubérculos por plantula.

Jara (2004), indica que se determind que la respuesta de la microtuberizacion se
encuentra fuertemente influenciada por el genotipo el fotoperiodo y la edad de la

planta madre.
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Morales (2006), indica que la promocion de la microtuberizacién es eficaz mediante
una combinacién de citocininas, sacarosa; dias cortos y bajas temperaturas. Los
resultados sobre la adicion de cinetina al medio, mostraron un incremento en la
produccion de microtubérculos en los medios a una concentracion de 2.5 mg/l y 8%
sacarosa, después de los 60 dias, en comparacion con aquellos que no tienen esta

hormona o con combinados con esta y con concentraciones bajas de sacarosa.

5.3.4 Diametro de microtubérculos (Dti).

El Analisis de Varianza (ANVA), para la variable de respuesta diametro de tubérculo
in vitro (Cuadro 20), evidencia que no existe diferencias significativas (P>00.5), entre
los niveles de concentracion de sacarosa, sin embargo se observan diferencias
altamente significativa (P<0.01) entre los niveles de concentracion del regulador de
crecimiento BAP, en tanto para la interaccion sacarosa por BAP, se observa efectos
significativos (P<0.05).

El Coeficiente de Variacion CV es igual a 4.85%, indica que los datos son confiables
y el manejo del experimento ha sido relativamente bueno, por encontrarse dentro del

rango permitido para este tipo de estudio.

Cuadro 20. Analisis de varianza para didmetro de tubérculo in vitro.

FUENTES DE VARIACION GL SC CM Fc Prob.
Niveles de concentracion Sacarosa 1 0.0035 0.0025 1.12 0.2945 NS
Niveles de concentracion BAP 3 0.3868 0.1289 40.95 0.0001 **
Interaccion (sacarosa*BAP) 3 0.0272 0.0091 2.88 0.0419 *
Error Experimental 72 0.2267 0.0032
TOTAL 79 0.6442

CV=4.85%

NS= No Significativo; ** = Altamente Significativo, * = significativo.

La prueba de promedios Duncan a un nivel de significancia 5%, para la variable

de respuesta diametro de tubérculo in vitro (Figura 29), establece que no existen
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diferencias significativas entre los niveles de concentracion de sacarosa, el medio
de cultivo formulado con 8% de sacarosa, ostento un promedio de 3.36 mm vy el
nivel de concentracién 6% alcanzo un promedio de 3.34 mm de didmetro, siendo

practicamente similares.

Se asume que los niveles de concentracién 6 y 8% de sacarosa, aplicados al
medio de cultivo semisélido sin regulador de crecimiento, promueven la formacion
de tubérculos in vitro en explantes de la variedad Imilla Negra, sin embrago estas
son de menor tamafio, escaso peso fresco y prorrogan mayor tiempo la formacion
de microtubérculos, en comparacién de aquellos tratamientos combinados con el

regulador de crecimiento BAP.

Reyes (2008), indica al respecto que se logro determinar que el medio de cultivo MS
con 60 g/l y sin reguladores de crecimiento vegetal, se consiguio el mayor numero de
microtubérculos y con mayor volumen (diametro). Debido a esto, se estima que para la
microtuberizacion in vitro, las fitohormonas no aumentan de manera significativa el

numero de microtubérculos respecto al control.
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Figura 29. Prueba de promedio Duncan para diametro de tubérculos in vitro por efecto de
niveles de sacarosa.
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La prueba de comparacion de rango mdultiple Duncan al nivel de significancia 5%,
para la variable de respuesta diametro de tubérculo in vitro (Figura 30), por efecto de
los niveles de concentracién de BAP, establece dos estratificaciones, el primer grupo
se compone por las concentraciones 5 mg/l de BAP que presenta el mayor promedio
de diametro con 5.17 mm y seguida por la concentracion 2.5 mg/l de BAP que
ostenta una media de 5.07 mm siendo estadisticamente similares, el segundo grupo
esta dado por los niveles concentracion 0 mg/l de BAP con un promedio de 2.23 mm
y el medio formulado con 10 mg/l BAP obtuvo una media de 1.55 mm, siendo ambos

los promedios mas bajos en didmetro de tubérculos in vitro.

Brenes (2004), indica que fueron las concentraciones de 6-BAP entre 1 y 4 mg/l, las
gue mas favorecieron la produccion y el diametro de los microtubérculos. Este efecto
se vio favorecido por el fotoperiodo, ya que en general se increment6 el nimero y
peso fresco de los microtubérculos en los tratamientos sometidos a condiciones dia

corto.

Jaramillo (2003), indica que el mejor tratamiento inductor de tuberizacién, fue el que
contenia 5 mg/l de BAP + 500 mg/It de CCC y que permanecio en oscuridad después
de las cuatro semanas de iniciacion con cinco microtubérculos promedio por frasco.
Al respecto indica Rivera (2008), segun en investigaciones realizadas con Solanum
tuberosum subespecie andigena, estas produjeron microtubérculos inferiores a 0.5

cm de diametro.

Montoya (2008), menciona que el analisis en relacibn con el tamafio de los
microtubérculos indica, con 1 mg/l de 6-BAP, el promedio de didmetro estuvo por
encima de 0,8 cm, mientras que en los tratamientos con 3 y 5 mg/l los promedios de
diametro fueron mas bajos respectivamente. La respuesta a la tuberizacion in vitro
con el empleo de 6-BAP mostr6 que en la medida en que se disminuye la

concentracion, aumenta el nimero de microtubérculos.
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Figura 30. Prueba de promedios Duncan para diametro de tubérculos in vitro por efecto de
niveles sacarosa.

La figura 31, se observa el comportamiento de la interaccién entre niveles de
concentracion de sacarosa y BAP, para la variable de respuesta diametro de
tubérculos in vitro, los tratamientos que expresaron mejores promedios son; el
tratamiento 3 (6% sacarosa x 5 mg/l BAP) y el tratamiento 6 (8% sacarosa x 2.5 mg/l
BAP) con 5.7 mm de diametro para ambos tratamientos; consecuentemente el
tratamiento 7 (8% sacarosa x 5 mg/l BAP) obtuvo 4.6 mm, seguido por el tratamiento
2 (6% sacarosa x 2.5 mg/l BAP) que alcanz6 4.4 mm de didmetro. Los tratamientos
gue obtuvieron menor diametro de tubérculos in vitro estan establecidos por el
tratamientos 1 (6% sacarosa x 0 mg/l BAP) con 2.6 mm, seguido por el tratamiento 4
(8% sacarosa x 0 mg/l BAP) con un promedio general de 1.9 mm, el tratamiento 5
(6% sacarosa x 10 mg/l BAP) y tratamiento 8 (8% sacarosa x 10 mg/l BAP)

obtuvieron 0. 1.8 y 1.2 tubérculos in vitro.

La interaccién niveles de sacarosa por niveles de concentracion del regulador de
crecimiento BAP, establece que los medios de cultivo, enriquecido con altas
concentraciones sacarosa de 6 y 8%, mas la adiciébn de BAP a una concentracion de

72
Michael C. Llanco Aguirre.



2,5 mg/l favorece la obtencion de tubérculos con mayor didmetro, asimismo se
determino que medios de cultivos formulados con 5 mg/l de BAP, también lograron
buenos promedios de diametro, sin embargo se ha establecido que concentraciones
superiores a la indicada producen la formacion de callos

Al respecto indica Montoya (2008), en estudios se encontré6 que la adicién de
sacarosa al 8% produjo mayor cantidad de microtubérculos, y cuando se adicioné 6-
bencil-amino-purina (6-BAP, 1,0 mg/l) mejoré la produccién y el diametro de los

microtubérculos.

Al respeto Jaramillo (2003), indica que encontro trabajando con vitroplantas de
accesiones andigenas, estas tuvieron mayor produccidon de microtubérculos
inferiores a 0.5 cm , en un medio MS (100%), sacarosa (8%), 5 mg/l BAP, 500 mg/I
CCC.
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Figura 31. Variacion del diametro de tubérculos in vitro por interaccion de niveles de
sacarosa y BAP.

73
Michael C. Llanco Aguirre.



5.3.5 Peso fresco del tubérculo in vitro (Pft).

El Andlisis de Varianza (ANVA), para la variable de respuesta peso fresco de
microtubérculo (Cuadro 21), indica un coeficiente de variacion de 26.26 %. Ademas
se observa los efectos altamente significativos (P<0.01), entre los factor de variacion
niveles de concentracion del regulador de crecimiento BAP, por el contrario para el
factor niveles de concentracion de sacarosa e interaccion se observa que no existen

diferencias significativas (P>0.05).

Cuadro 21. Andlisis de varianza para peso fresco de microtubérculo in vitro.

FUENTES DE VARIACION GL SC CM Fc Prob.
Niveles de concentracién Sacarosa 1 0.1066  0.1066 0.02 0.8832 NS
Niveles de concentracion BAP 3 759.81  253.27 51.63 0.0001 **
Interaccion (sacarosa*BAP) 3 22.693 7.5639 1.54 0.2110 NS
Error Experimental 72 353.20 4.9056
TOTAL 79 1135.8

CV=26.26%

NS= No Significativo; ** = Altamente Significativo, * = significativo
La prueba de rango multiple Duncan al nivel de significancia 5% (Figura 32), muestra
gue no existe diferencias significativas entre las fuentes de variacion niveles de
concentracion de sacarosa, los medios de cultivo enriquecido con altos niveles de
sacarosa (6-8%), presentaron un peso promedio por tubérculo in vitro de 87,14 y

81,56 mg respectivamente.

Los resultados obtenidos en la investigacion concuerdan y se aproximan a los
rangos propuestos por Dodds et al. (1992), quien sefala que para considerar a los
tubérculos in vitro en un programa de multiplicaciéon de semilla el tamafo del
tubérculo debe fluctuar entre valores de 3 a 4 mm y el peso mayores de 45 a 50 mg

respectivamente.
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Figura 32. Prueba de promedio Duncan para peso fresco de tubérculos in vitro por efecto de
niveles de sacarosa.

La prueba de promedio Duncan al nivel de significancia 5% (Figura 33), para peso
fresco de tubérculo in vitro por efecto de los niveles de concentracion de BAP,
establece cuatro grupos, el medio de cultivo formulado con 2.5 mg/l de BAP alcanzo
un peso fresco de 141.20 mg siendo el promedio mas alto; mientras que la
concentracion al 5 mg/l de BAP obtuvo un 113.64 mg; seguido por el promedio de
57.77 mg a una concentracion de 0 mg/l BAP y finalmente se observa un peso fresco
de tubérculo in vitro de 24.77 mg a niveles de concentracién de 10 mg/l de BAP,

siendo el promedio mas bajo.

Los datos obtenidos concuerdan con los expuestos por Jara (2004,) quien indica que
la induccion de microtubérculos en medios solidos adicionados con 5,0 mg/l de BAP,
utilizando dos ciclos de luz, entregé microtubérculos con un calibre entre 1.8 a 3.7
mmy 11 - 28 mg de peso. Se determin6 que la respuesta de la microtuberizaciéon se
encuentra fuertemente influenciada por el genotipo, el fotoperiodo y la edad de la

planta madre.
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Figura 33. Prueba de promedios Duncan para peso fresco de tubérculos in vitro por efecto
de niveles de BAP.

Al respecto Bremes (2004), en investigaciones realizadas el peso fresco
microtubérculos se evalué doce semanas después de inocular los segmentos nodales
en el medio que contenia 6-BAP y sacarosa al 8%. Se observo un efecto positivo del
6-BAP sobre el niumero y peso de los microtubérculos en todos los tratamientos. Sin
embargo, fueron las concentraciones de 6-BAP entre 1 y 4 mg/l las que mas
favorecieron la produccion y el crecimiento de los microtubérculos. Este efecto se vio
favorecido por el fotoperiodo, ya que en general se incrementd el nimero y peso

fresco de los microtubérculos en los tratamientos sometidos a condiciones dia corto.

5.3.6 Numero de raices (Nr).

El cuadro 22, de analisis de varianza para numero de raices en la etapa de induccion
de tuberizacién in vitro, muestra efectos altamente significativos (P<0.01) entre los
niveles de concentracion del regulador de crecimiento BAP, ademas se establece

gue existe diferencia significativa (P<0.05) entre los niveles de sacarosa; para la
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interaccion de factores de estudio se observa que no existe diferencias significativas

(P>0.05).

El coeficiente de variacion de 26.32%, es relativamente alto, sin embrago se

encuentra dentro del pardmetro permitido para este tipo de

demostrando que los datos son confiables.

investigacion,

Cuadro 22. Analisis de varianza para numero de raices por vitroplanta.

FUENTES DE VARIACION GL SC CM Fc Prob.
Niveles de concentraciéon Sacarosa 1 7.2000 7.2000 4.76 0.0325 *
Niveles de concentracion BAP 3 240.45 80.150 52.94 0.0001 **
Interaccion (sacarosa*BAP) 3 0.9000 0.3000 0.20 0.8973 NS
Error Experimental 72 109.00 1.5138
TOTAL 79 357.55

CV=26.32%

NS= No Significativo; ** = Altamente Significativo, * = significativo

La prueba de Duncan a un nivel de significancia 5% (Figura 34), muestra que

existen diferencias en los nimeros de raices formados, con los dos niveles de

concentracion de sacarosa (6 y 8%), el medio de cultivo que contenia 6% de

sacarosa obtuvo un promedio general de 4.97 raices por vitroplanta, mientras tanto la

concentracion 8% de sacarosa expreso un promedio de 4.37 raices por vitroplanta.

La sacarosa en sus niveles 6 y 8% aplicados al medio basal, sin regulador de

crecimiento, favorece la abundante formacion de raices, ademas se observa que la

aplicacion al medio de cultivo del regulador de crecimiento BAP, limita el desarrollo

de raices promoviendo formaciones callosas en la parte basal.

Michael C. Llanco Aguirre.
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Figura 34. Prueba de promedio Duncan para nimero de raices por efecto de niveles de
sacarosa.

En la figura 35, segun la prueba de Duncan (5%), se observa tres grupos
estadisticamente diferentes, para la variable de estudio numero de raices por
vitroplanta; donde en nivel de concentracion del regulador de crecimiento BAP 0 mg/I
obtuvo un promedio general de 6.65 raices por cada vitroplanta, seguida por los
niveles del regulador de crecimiento BAP 2.5 y 5 mg/l, que presentaron promedios
generales de 5.3 y 4.85 raices por vitroplantas respectivamente, por ultimo el medio
de cultivo formulado con BAP 10 mg/l, presento 1.8 raices por vitroplanta

considerado el mas bajo.

Para la variable de respuesta numero de raices por vitroplanta, existen diferencias
considerables, segun la formulacion de medios de cultivo con regulador de
crecimiento BAP en sus diferentes niveles de concentracion. La tuberizacion in vitro
fue favorecida por la formacion de raices, en medios de cultivos formulados con 2.5y
5 mg/l de BAP. La ausencia de raices no favorecen el proceso tuberizacién in vitro,
esto se debe a la aplicacion del regulador crecimiento BAP al medio de cultivo semi
solido, en concentraciones superiores a 5 mg/l, que promueve la formacién de callos

en la parte basal de la vitroplanta.
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Figura 35. Prueba de promedios Duncan para numero de raices por efecto de niveles de
BAP.

Al respecto menciona Borda (2000),la formacién de raices varié dependiendo del
medio de induccién; Cumarina, Daminozide y Kinetina indujeron el desarrollo de
raices en los segmentos nodales mientras que BAP/CCC no produjeron este efecto;
asimismo se pudo observar una ligera formacion callosa en la porcion basal de éstos
segmentos nodales, el inductor BAP/CCC no produjo raices y formaron una ligera
masa callosa en la parte distal del segmento nodal, se observd en este trabajo con
BAP/CCC que a pesar de ser también una citoquininas inhibié el desarrollo de las

raices en medio sdlido.

5.3.7 Grado de formacion de callos (Gfc).

Para la variable de respuesta grado de formacion de callos, existen diferencias
considerables, segun la aplicacion de la concentracion de regulador de crecimiento
BAP.

La figura 36 muestra 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
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sacarosa x sin BAP), no presentaron formacién de callos, 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/l BAP) muestra un rango
de formacion e callos de 2 considerada moderada, los tratamientos afectados
severamente por la formacién de masas de células desorganizadas fueron; T4 (6 %
sacarosa x 10 mg/l BAP) y T8 (8% sacarosa x 10 mg/l BAP), encontrandose dentro
del rango 3 abundante formacion de callos.
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0

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
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Figura 36. Grado de formacion de callo de los diferentes tratamientos.

Se puede inferir que mientras se acrecienten los niveles de concentracion de BAP,
superior a 5 mg/l, en el medio de cultivo semi solido se promueve la formacion de

callos en la parte basal de las vitroplanta.

Al respecto se menciona; 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 relacién es intermedia se

desarrollan tejidos de callos no diferenciados (Gémez, 1999).
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5.4 Etapa IV Cosecha de microtubérculos in vitro.

A tres meses los microtubérculos fueron cosechados bajo condiciones asépticas
retirando cada microtubérculo correspondiente a cada unidad experimental, para ello
se elimino completamente el estolon con cortes de bisturi, los tubérculos in vitro se

colocaron en placas petri con papel absorbente y sellados con plastifilm.

Las placas petri contenidas con microtubérculos fueron transferidos a refrigeracion a
7 °C, sin embargo este procedimiento no fue optimo debido a que los microtubérculos
sufrieron deshidratacion, por tanto se opto por mantenerlos a condiciones de
ambiente pero en completa oscuridad. Los microtubérculos que sufrieron mayor

deshidratacion fueron los que tuvieron menor desarrollo, tanto en peso, diametro.
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6. CONCLUSIONES.

Como resultado de la presente investigacion, basado en la evaluacion de diferentes
niveles de concentracién de sacarosa y BAP, en el proceso de tuberizacion in vitro,
de acuerdo a resultados obtenidos y objetivos propuestos, se emite las siguientes

conclusiones:

La variedad Imilla Negra expresa su totipotencia en un medio basico MS (sin
reguladores de crecimiento), obteniendo un favorable desarrollo longitudinal, tanto
para las etapas de establecimiento y micropropagacion in vitro.

Existe un desarrollo longitudinal rapido de las vitroplantas de papa variedad Imilla
Negra, durante las primeras dos semanas, debido a la disponibilidad de nutrimentos
en el medio de cultivo semisdlido, entre la tercera y cuarta semana la expansion

longitudinal reduce considerablemente.

Las Vitroplantas de la variedad Imilla Negra (Solanum tuberosum ssp andigena),
tiene gran capacidad producir tubérculos in vitro, en medios de cultivo MS
enriquecido con altos niveles de sacarosa (6 y 8%), sin embrago estas se desarrollan

en mayor tiempo y escaso tamafio.

El medio de cultivo MS formulado con el regulador de crecimiento BAP (2.5 mg/l)
promueven la tuberizacién in vitro, pero niveles de concentracién del regulador de
crecimiento BAP (5 y 10 mg/l), producen la formacion de callos en la parte basal de

la vitroplanta, afectado la formacion del sistema radicular.

La combinacién de 8 % de sacarosa y 2,5 mg/l BAP (Tratamiento 6), resulto el mejor
inductor de tuberizacion para vitroplantas de la variedad Imilla Negra (Solanum
tuberosum ssp andigena), obteniendo un promedio de 10,90 tubérculos in vitro por

frasco con 5.7 mm de diametro.
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El medio semisdlido presenta limitaciones en la formulacion de medios de induccion
a tuberizacion in vitro, debido a la evaporacion, desecacion y disponibilidad de los

nutrimentos.

La combinacion de fotoperiodos favorece la microtuberizacién in vitro, debido a que
la variedad Imilla Negra pertenece a Solanum tuberosum ssp andigena y esta es
favorecida por dias cortos.

La formacion de tubérculos in vitro, es promovida en las yemas axilares de la

vitroplantas y no asi en las yemas apicales.

El almacenamiento de tubérculos in vitro en placas petri y refrigeracion, provoco la
deshidratacion, por tanto se deben almacenar en condiciones de oscuridad y

temperatura ambiente.
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7. RECOMENDACIONES

En base a la combinacién 6ptima de sacarosa y BAP (8% x 2, 5 mg/l BAP), se debe
realizar pruebas de tuberizacion in vitro, con otras variedades de papas cultivadas

nativas y silvestres.

Realizar estudios de induccion a tuberizacion in vitro en diferentes tipos de medios
de cultivo (semisélido, liquido, semisdlido-liquido), ademas se debe probar otros

sistemas tales cultivos en agitacion, birreactores o sistemas de inmersion temporal.

Realizar estudios sobre la influencia del fotoperiodos y temperaturas, sobre la

tuberizacion in vitro.

Probar reguladores de crecimiento como citocininas (Kinetina) y otros inhibidores de

acido giberélico como el CCC en la tuberizacion in vitro.

El corte de puntas o meristemos apicales de la vitroplantas puede ser considerado

como sistema mecanico, para induccion de tuberizacion in vitro.
Realizar estudios del medio de cultivo suplementado Unicamente con sacarosa
superiores al 3% en combinacion de fotoperiodos de dias cortos o escaso y bajas

temperaturas.

Realizar pruebas de viabilidad de los microtubérculos in vitro, tanto en laboratorio y

campo.

Realizar estudios sobre el almacenamiento y conservacion de tubérculos in vitro, con

la finalidad de mantenerlos viables.

Establecer el tiempo que los tubérculos in vitro se mantienen viables para su uso.
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ANEXO N° 1. Componentes de las soluciones stock para medio MS al 100%.

Soluciéon A Macronutrientes para 10 | de medio.

Reactivos Férmula Concentracion | Férmula Concentracion
Nitrato de NH4NO; 16500 mg

amonio

Nitrato de KNO; 19000 mg

potasio

Fosfato KH,PO, 1700 mg

monopotasico

Sulfato de MgSO,*7H,0 3700 mg MgSO, 1807 mg
magnesio

Solucién B Micronutrientes para 10 | de medio.

Reactivos Férmula Concentracién | Férmula Concentraciéon
Yoduro de Kl 8,3 ml

Potasio

Acido borico H3BO3 62 mg

Sulfato de MnSO4*4H,0 223 mg MnSO4*H,0 169 mg
Manganeso

Sulfato de Zinc ZnS0,*1H,0 86 mg

Molibdato de | Na,MoO,*2H,0 2,5ml

Sodio

Sulfato de CuSO0,*5H,0 0,25 ml

cobre

Cloruro de CoCl,*2H,0 0,25 ml

Cobalto

Solucién C - Cloruro de Calcio para 10 | de Medio.

Reactivos Formula Concentracion | Férmula Concentracién
Cloruro de CaCl,*2H,0 440 CacCl, 332,2
calcio

Solucién D — Quelatos de hierro para 10 | de Medio

Reactivos Formula Concentracion | Féormula Concentracién
Sulfato ferroso FeSO,*7H,0O 278 mg
EDTA Disédico | Na,EDTA*2H,0 372,6 mg

Solucién E - Vitaminas y Aminoéacidos para 10 | de Medio

Reactivos Formula Concentracion

Tiamina —HCI C12H17C|N405HCI 1ml
Piridoxina — HCI CsH11NO3s*HCI 5mil
Acido Nicotinico CeHsNO, 5 ml
Myo-inositol CsH1206 1000 ml
Glicina C,HsNO, 20 ml




ANEXO N° 2. Preparacion de soluciones stock para el medio Murashige y Skoog
(1962) para cultivo de tejidos.

La preparacion de soluciones stock y medios de cultivo son fundamentales para el

cultivo de tejidos vegetales por lo que este trabajo debe realizarse con precision.

Preparacién de soluciones stock para el Medio Murashige y Skoog 10 |. Todos los
reactivos descritos en el anexo 1, son empleados en la preparacién de soluciones

stock para litros de medio de cultivo.

Metodologia para la preparacion de cada solucién Stock.

Solucion A: Macronutrientes

Se debe pesar en una balanza de precisidon uno a uno todos reactivos de la lista
mencionada. Luego en un vaso de precipitado se debe colocar 50 ml de agua
destilada previamente esterilizada. En el vaso de precipitado se debe afiadir uno a
uno los reactivos esperando a que se disuelva por completo en el agua cada

uno de ellos antes de agregar el siguiente reactivo.

Solucion B: Micronutrientes

Los reactivos yoduro de potasio, molibdato de sodio, sulfato de cobre y cloruro de
cobalto deben prepararse en soluciones uno a uno de forma separada. Por
ejemplo se pueden pesar 50 mg de cada reactivo y diluirlo en 50 ml de agua

destilada previamente esterilizada.

El acido borico, Sulfato de manganeso y Sulfato de zinc deben ser pesados y
diluidos uno a uno en 50 ml de agua destilada previamente esterilizada, a esta
solucion agregar alicuotas de los 4 reactivos previamente diluidos segun la
proporciones que se indica para 10 | de Medio de Cultivo. Una vez afiadidos los 7
reactivos a la solucion, esta debe completarse a 100 ml con agua destilada
previamente esterilizada. Rotular el frasco previamente autoclavado con la Procién
deusoEj. 100 m — 101



Solucion C: Cloruro de Calcio
Se debe pesar y diluir en 10 ml de agua destilada esterilizada. Rotular el frasco

previamente autoclavado con y la porcién de uso Ej. 100 ml —10 .

Solucién D: Quelatos de hierro

Pesar Sulfato ferroso y EDTA disodico. Luego en vaso de precipitado se debe
colocar 50 ml de agua destilada previamente esterilizada. Anadir cada uno de los
reactivos separadamente esperando a que se disuelva por completo en el agua.
La solucién debe complementas a 10 ml con agua destilada. Rotular el frasco
ambar previamente autoclavado con la porcion de uso Ej. 100 ml —10 .

Solucién E: Vitaminas y Aminoacidos

Los reactivos tiamina, piridoxina, acido nicotinico y glicina deben prepararse en
soluciones uno a uno de forma separada. Por Ej. Se puede pesar 50 mg de cada
reactivo y diluir en 50 ml de agua destilada estéril. De esta forma se extraera
alicuotas de cada solucion para prepara la solucién stock de vitaminas y
aminoacidos completando a 10 ml con agua destilada previamente esterilizada.
Rotular el frasco ambar previamente autoclavado con la porcion de uso Ej. 100mi—
10 I. la soluciones preparadas por separado deben ser debidamente rotuladas y

conservadas bajo refrigeracion en frasco ambar.



ANEXO N° 3. Preparacion del medio de introduccion condiciones in vitro.

o gk w N PE

Sales MS (Murashige y Skoog, 1962) en 600 ml.

agregar 3 de sacarosa (azucar comercial) agitar.

enrazar el volumen a 1000 ml con agua destilada.

Medir el pH y ajustar a 5.7( elevar con KOH 1N, bajar con HCL 1N)

Agregar 3.5 de agar.

Disolver el agente gelificante en caliente (horno microondas: 100% intensidad,
12 minutos), agitar hasta que el agente gelificante se disuelva, evitando que

hierva.

7. Distribuir 3 ml en cada tubo de ensayo de 14x100 mm.

Esterilizar por autoclave a 121 °C y 15 libras de presion, por un lapso de 15
minutos.

Retirar la bolsa contenida de medio de cultivo y conservar en refrigeracion.



ANEXO N° 4. Preparacion del regulador de crecimiento bencilaminopurina (bap).

Solucién concentrada de BAP:

1. Pesar 50 mg de BAP y disolver bien con algunas gotas de NaOH 1N.
2. Anadir 50 ml de agua destilada.
3. Guardar en un frasco ambar debidamente rotulado y conservar en

refrigeracion.

BAP puede ser autoclavado junto con el medio de cultivo, sin embargo, es posible
gue pierda actividad.

USO: Un ml de la solucion concentrada contiene un mg reactivo.



ANEXO N° 5. Medios de tuberizaciéon in vitro.

METODO PROPUESTO POR EL CIP

1. Disolver un sobre de medio MS (Murashige y Skoog, 1962) en 600 ml de
agua destilada.

Agregar 80 g de sucrosa, 5 ml de BAP y 500 mg de CCC. Agitar.

Llevar el volumen a 1000 ml con agua destilada.

Medir pH y ajustar a 5.6 (elevar con KOH 1N, bajar con CHI 1N)

Repartir en botellas.

Autoclavar a 121 °C y 15 libras de presion, durante 20 minutos.

N o 0k~ DN

Retirar las botellas de la autoclave y conservar a 4°C hasta el momento de

la induccion.

*Uso opcional de acuerdo al genotipo.



ANEXO N° 6. Desinfeccion superficial de explantes de brotes para la variedad imilla

negra.

Compuesto quimico

Concentracioén

tiempo

Etanol (alcohol)

70%

Inmersién rapida

NaOCI (hipoclorito de sodio)

2%

9-10 minutos

Lavar los explantes de brotes con agua corriente, con la finalidad de eliminar

restos de materia organica.

Seccionar los brotes en tamafos de 6 cm.

Introducir los brotes en etanol al 70%, simple inmersion.

Sumergir los explantes en NaOCI al 2% por un tiempo de 9-10 minutos.

Realizar tres enjuagues sucesivos, preferiblemente en agitacion con el propdsito

de eliminar restos de los compuestos quimicos.

Retirar los explantes a una placa petri y seccionar los segmentos uninodales.




ANEXO N° 7. Frasco de cultivo con medio de induccién a tuberizacion in vitro.

ANEXO N° 8. Desarrollo de vitroplantas.




ANEXO N° 9. Numero de tubérculos in vitro por frascos.

ANEXO N° 10. Formacién de callos en la parte basal de las vitroplantas.




ANEXO N° 11. Desecacion del medio de cultivo semi-solido a tres meses en la
etapa de induccion a tuberizacion in vitro.

ANEXO N° 12. Formacion de microtubérculo.

et




ANEXO N° 13. Escaso desarrollo longitudinal y formacién de callos, efecto de BAP
a un nive2l de concentracion de 10mg/I.

ANEXO N° 14. Efecto de aplicaciéon de BAP superiores a 5 mg/l, en medios de
cultivo.




ANEXO N° 15. Escasa formacién de raices por las vitroplantas.

ANEXO N° 16. Microtubérculos in vitro cosechados.




ANEXO N° 17. Preparacion de medios de cultivo.

ANEXO N° 18. Irradiacion de materiales e instrumental con rayos ultra violeta (uv).




