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REQUMEN

Se dateraind el afaecto dal aclido scetil salictlico (ASA) en
@l cultivo in vitrgo de yemas axilares de Splanuym tuberggum v sa
evalud, Ja inhibicibn cel cre:xmlcnc;. la induccidn de procesos
mor fog&neticos, asl como @l potencial del! ASA para la

preservacidtn oe germoplasma y la tuberizacidbn in vitro de 8.

tuberosum.

Yemas axilares de papa se mantuvieron i{ncubacdas en dos
medios de cultivoe (madio B8 y £ ([CIP}) con S diferentes
concentraciones de ASA durante 35 dlas y se subcultivareon @ medio
fresco sin ASA por 35 dias. Se observy inhibicién en el
crecimiento, vy brotacidn., La respussta mds notoria en los
explantes cultivados en medio F fué la formacién de tubérculos.
Ninguna de las concentraciones probadas fue letal,

Posterigrmente para la incubacién de vemas se utilizaron dos
concentraciones oe ASA; 10°-& y 10°-5 M @n 5 madics de cultivo
diferentes (MM, PG, WH, MSm y MG). A los 35 dlas se subcultivaron
en un medio sin ASA durante otros 35 ditas. En los medios PG y MSm
s@ obtuvo 100% de explantaes brotados.

Se incubaron yemas de papa en concentraciones de ASA 10°-&,
107°-5 y 10~-4 M @mple@ando maedio C (CIP) da mantenimiente. No se
afecto la supervivencia en ningtn tratamiento. Los axplantes
tratados con ASA 10*-6 y 10°-S M mostraron clara tendencia
hacia una mayor longitud con respecto al testigo en los 7 clones
empleados. En los explantes tratados con ASA 10"-4 M la

inhibicibn del crecimiento fue similar al testigo. Las plantas



provenientes del tratamiento testigo crecieron mis vigorosas,
tanto el testigo comc las plantas incubadas con ASA se
recuperaron formanda brotes.

En el axperimento de i1nducciOn de tuberizacidn in vitrg se
uso medic T (tuterizacidn, CIP): Las plantas se incubaron curante
45 dias. E] nimero total de tublbrculos disminuyd ligeramente en
los tratamientos con ASA, con respecto al peso total de los
tubdrculos par tratamiento, este disminuyd en el tratamientc de
ASA 10"=-6 M , en el tratamientc de ASA 1Q0°-5 M el peso total o

los tubérculos fue muy Similar al testigo.



1. INTRODUCCION

La papa (§clanum tuberosum ) es una planta importante para
la alimentaci&n humana. En México, no es un alimento base, sino
mads Lbien una verdura (Cabrera, 1980}, Sin embargo en los Gltimos
ahos su incremento en el consumo nacional y su extenso cultivo la
convierten en un progucto muy importante.

Por su gran plasticidad, resistencia, alta productividad v
caracteristicas agrondmicas., se cultiva extensivamente desde Baja
California hasta Chiapas (Vazquez. 1982).

La papa es una planta modelo para estudios de Cultivo de
Tejidos, ya que la mayorla de técnicas han si1do aplicadas en esta
especie; tales como; micropropagacidn, conservacidn de
germoplasma, propagacién de tubtrcules i1n vitro etc, (Lépez, et
al 1982,

Los saliclilatos s80N compuestos fanblicos, usados
orincivalmente en la industria farmacelutica, en algunas plantas
se han encontrado en forma de ésteras del 4&cido salicllico
(Collier, 1943; Cleland y Ajami, 1974), sin embargo, su papel
fisioldgice en los vegetales no se ha esclarecido completamante.

Los saliclilatos en papa (Soclanum cardiophyllum}, participan

en la inhiticibn de la elongaciéin de talloi; inducci&n de
tuberizacibn in xitrgo, Y an procescs morfogéneticcs
(organogénesis) (Lbpez, 1987 y 19B8) .,

Con base en los efectos registrados para los salicilatos an
la papa silvestre, Solanum cardiophy}lum (Lbpaz, (987), en esta

investigaci®dn se decidid evaluar el efecto del dcido acetil



salicllice (ASA), en al crecimianto de yemat axilares de una

especie de papa comercial, Solanum tuberosum, cultivadas in
V‘ &rg.
OBJETIVOB

Cuantificar el efectoc de! ASA en el creacimiento de yemas

axilares de Sglanum tuberosum cultivadas in vitro.

Probar si &1 ASA favorece la induccion de procesocs

Probar el potencial del ASA an la preservacion de

germoplasma y tuberizaclidn in vitro en Sglanum tuberosum.




11. ANTECEDENTES

1.-GENERALIDADES DE Sglanum tubsrosum.
1.1 Origen y Dietribucidn

El origen geogrdfico de la papa astd ubicado en Ambérica
(Parsons. 1984; Maldonado, 1982; Cahas, 190!, &n Montaldo, 1984;
Hawkes, 1945 an Montaldo, 19684) aunque el sitic preciso de origen
es muy discutido, se sabs que desde América ha sido llevada a
Casi todos los paises cal mundo.

Asl Cahas (1901, en Montaldo. 1984) afirma gue la papa es
nativa de |os bosgues del Sur de Chile, en donde todavia se
encuentra en forma silvestre, va que en gstas regiones las
condiciones g8 clima y suelo estan sin mooificarse.

Hawkes en 1945 (en Montaldo, 1989) discute las teorias sqbre
el origen de la papa, y concluye gue existe un acuerdo en
proponer como lugar de origen la regién del Cuzco y Lago Titicaca
an Perdi. Ademds se sabe del dominio que tuvieron los incas sobre
la papa, tanto en su endulzamiento como en 8su conservacien
indefinida.

MAs recientemente Maldonaco (1982) y Parsons (1984) proponen
que México @6 uno de dos centros de origen de la papa v que las
Cordilleras de los Andes del Perl es el otro. Aqul en México sae
sade que la papa fue consumida principalmente por los nativos del

Altiplano mexicano.,



Solanum tuberosum se cultiva en todo el mundao, todas las

d&més especies estan restringidas a los palses andinos en donde
s@ encuentran millares ce cultivares silvestres. Hay cerca de 200
especies silvestres en Am@rica, Qque crecen daesde @1 sur de
Estados Unidos , Mexico, Ambrica Central v los palses Andinos
hacta @l sur de Chile. El géenero se encusntra desde el nivel del

mar hasta mhs de 4000 m de altitud (Montaldo, 1984).
1.2 Clasificacidn Botdnjca y Descripcibn.

Existe un gran nimerp ode especies de papa, pero en la
produccidn para consumo humame se uBan casi exclusivamente las
aspecies tuberosum v andigenum. La especle tuberosum. tiene

plantas, hojas v tublrculos mds grandes por lo Que a& Mmas

rantable (Delgado. 15B&4).

Basandoe® wn las caracCterlsticas florales. 1la papa ha sido

clasi1ficada como sigue:

Familia Solanaceas
Génaro Solanum
Seccibn Patota
Esta Sacciln se subdivide @n serias, especies y subaspacies.
Todas las @e&pacies 02 papa. tanto cultivadas como silvestres,

pertenecen a la Seccidn Petota (Huamln, 19B6).

La papa puede ser clasificada en niveles de ploidia. EIl
juego cromosomico de la papa es oe 12 cromosamas (n=12). Las

celulas somaticas de las especies cultivadas pusdan variar entre
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el nivel diplaice y pentaploide tHuam)n,l?B& y Montaldo, 1984).

Segiin los niveles de ploidia la papa se clasifica:

Familia Solanacea
Género Salanum
Subgénero Leptostemonum
Seccidbn tuberarium

Sub-seccidn Hyperbasarthum

Son Tetraploides (4n= 48) §, tubeargsum. sub especies

tubsrosum vy andigenun (Christiances, 1980; &n Montaldo 15984).

1.3 Morfologla.,

La papa es una planta anual ge tipo herbdceo, presanta
varios tipos de crecimiento (arrosetado, rastrerc, y srectc). La
papa se puede propdgar por mBtodos sexuales (semilla) y akexuales
(prancipalmente tubérculos) (Huamdn, 1[986). En la produccidn de
papa para coNsUMO  humanb se usa la propagacién por medio de
tubérculos. Las olantas procedentes de ssmilla son altamente
heterocigotas por 1o gqua nNo se amplean para propagacién clonal v
son recomendables para estudios citogérneticos, botadnicos, stc

(Lopmz, 19B8; Hurtado, (987).
RA12

La papa tjene un sistema raagicular débil, pusede ser delicado
y superficial, fibroso y profundo. Casi todas las partes de la
planta pueden formar raices, &sta condicién es aprovechada en las

técnicas de propagacién rdpida (Huamdn. 19684).



TALLD

El tallo consta de estolones y tubérculos. Las plantas
provenientes de semilla tienen un solo talloe, mientras que las
plantas provanientes de tubérculo pueden producir varios tallos.
Los tallos laterales son ramas de los tallos principales, El
tallo es genaralmante verds, aungue algunas veces pusds ser
marrdn rojizo o morado. Las vemas que se forman en el talle a la
altura s las axilas de las hojas pueden desarrollarss para
llegar a formar tallos laterales, estolones, inflorescencias, y a

veces tubbrculos aéreos (Huamdn, 1986; Parsons, 1984},

Los westolones son prolongaciones del tallo aque crecen
hori1zontalmente por debajo del suelc & partir de yamas
subterrdneas de los tallos, pueden formar tubérculos, mediante
un ninchamiento de su axtreamo terminal. Un estol&n no subtsrrdneo
forma un tallo varde con follajs normal. Los mstolones salen de
las axilas de las tojas carrosas situadas an la porcidn

subterranes del tallo akrec (Huaman, 1984; Montaldo, 1984).

Los tubérculos son tallos subterrdneos modificados vy
constituyen los principales &rganos de almacenamientc de la
planta. Un tub8rculo tisne dos extremos: el basal. O extremo
ligado al estolédn, que se llama talbn., v el axtremo opuesto, gue
€2 llama extremo apical o distal: estd provisto de vemas y OjOs.
Los o0jos se distribuyen &n la superficie del tubérculo vy estan

ubicados en las axilas de hojas escamosas |lamadas "cejas", segin



la variedad., las cejas puedén ser elevadas, superficiales o
profundas, Cada oic contiene varias yemas.

Los ojos oe!l tubbrculo de la papa corrasponden
morfolégicamente @ los nudos de los tallos; las cejas representan
las hojas y las yemas del ojo represantan lis vemas axilares. Las
yamas de los ojos pueden llegar a dasarrcllarse para formar un
nuevo sistema d¢ tallos oprincipales, tallos Jlaterales a
astolones. Generalmente, cuando el tubbrculo madura, las yemas
de los 0)os estin en un estado de reposo y por elle, no pueden
desarrollarse. Al cabo de cierto tiempo, que depende de la
variedad, las vemas cdel ojo apical son las primeras en salir del
reposd, Esta caracteristica se liama dominancia apical. Mas
tarde, las yemas de Jlos otros ojos se desarrallan para
convertirse en brotes. La forma de un tubérculo pueden ser,
redondos, oOvalados © irregulares. En un corte longitudinal el
tubérculo presenta peridermo o piel. corteza, sistema vascular,
paréngquima de reserva y tejioo medular. La piel del tubérculo es
delgada vy 8su color puede varijar entre blanca, crema, amarilla,
naranja, roja 0 moracda: en la piel se encuentran las lenticelas
que son los Organos respiratorios del tubdrculo. La corteza estd
debajo de la piel que contiene protelnas vy almidones. El sistema
vascular conecta los ojos del tubérculo entre sl y al tubsrculo
cen otras partes de la planta., El parénquima de reserva ocupa la
mayor parte del tubbrculo el cual es el organo principal de

almacenamiento de 1a planta (Rastovski, et al, 1981).
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BROTES

Los brotes crecen de lac vemas. E] color dal brote as una
caracteristica varietal importante. E} extremo basal cel ©orote
forma la parte subterrdnea del tallo. ARl sembrarse esta porcién
forma raices vy después estolonas o tallos laterales. El1 extremo
apical del brote da origen a las hojas y representa la parte cdel

tallo donde tiene Jugar el crecimientc del mismo {(Huaman, 198&).

HOJAS

Las hojas sOn compuestas, tienen un raguis central vy varios
4olioloe. En la base de cada pecioclc se @ncuentran dos hojuelas
latarales ]llamadas seudoestipulas, la forma y tamaho de estas as!
como el angulo de inmerciébn del peciolo en el tallo, son
caracterlgticas varietales distintivas {Huaman, 19863

Montaldo, 1984),

INFLDRESCENCIA

La inflorescencia es cimosa, las flores son hermafrocditas,
tatraciclicas, pentdmeras; el cdliz es gamosépaloc lobulado; la
corola es rotdces y paentalobulada. de color blanco al plUrpura can
S estémbres, cada estambre posee dos anteras de color amarillo

pdlido (Huamdn, 1986; Montaldo, 1984).



FRUTO O SEMILLA

El fruto es de tioc bava bilocular, mide aproximadamente 1.5
cm de diametro. con numarosas semillas cerca de 200 en promedio.
€1 #ruto es generaimente verdes vy esférico. Las semillas son
planas ovaladas y oegqushas (1000~1%00 eemillas par gramo)

(Delgada, 1986).

1.4 Habitat del Cultive de la Papas.

Zonas de produccidn an MAXI{cO.

L.a papa se adapta a las diversas regiones agroecolégicss del
pals (Malogonado, 3982). Lo iceal es sembrar papa &n suelos
profundos francos, fertiles, y planos, con un pH entre S vy &. 8Bin
anbargo, tambibn se produce papd en suslos arcililosos con
pendientes muy pronunciadas (Maldonade, 1982),

En cuanto al clima, el mejor as @l frio o frasco, con
liuvias suficientes o bien repartidas desde la siembra hasta la
tosacha: o con riego, si1n heladas o qua las zonas e@n donde se
siembra se presentes &pocas definidas de lluvia, Sin smbargo,
diferantgs variedaoes han 5100 aclimatadas a diversas rsgiones,
en las actualidad se® cultiva en casi tooos los climas, no
obstante s« adapta mejor a climas templaoos. Para @l desarrollo
dol tublrculo es importante que la temperatura fluctus entre lOOC
y 20°C. Mantaldo (1984), sehala que la influencia del fotoperiode
en la papa es muy marceda en el crecimiento vegetativos

inciuyvando &l crecimiwnts da ios estelonas, la tuberizacidn vy la



floracidnt agrega gue las sspecies y variecadas de papa crecen
mds en dlas largos,

Lé papa se puede cultivar a una altura desde el mival oel
mar hasta los 3500 m oe altitud (Delgadoc, 198s8). La papa se
cultiva @n cas! todos los estadce de la Replblice Mexicana, su
procuccidn se ha extendido desde Baja Califormia bhasta Chiapas
(Cabrera. 1980C). Aungque no sae tienen reportas de cossechas en
Guintana Roo (Custo, 178%5).

La superficie nacional dedicada a la produccitn de papa se®
astima en 40 mil hectireas (SARH, (981: en Cueto, 1985). De esta
superficia, SiI mil hectdreas se siembran baic candicionl; de
temporal vy |7 mil hectareas sa siembran bajo condiciones de
riego. México ha logrado su autosuficiencia en papa para consumo
humano v semilla (Cueto, 1985).

E! cultivo de papa ocupa s! cuarto lugar en 1la produccidn
mundial! despude del matz, trigo vy arroz (FAD, 1984; citado por
Abello 1985

Las "zanas tradicionales" de produccién de papa se
encuantran en los estados de Puebls, Veracruz (reqgibn del Pico de
Orizaba vy del Cofre de Perote), México (faldas del Nevado de
Toluta y partec altas de! Estado), Michoacdn (Sierra Tarasca) vy
Tlaxcala (regidn de la Malinche). En @stas y Otras zonas serranas
se produce la papa ogurante el ciclo primavera-verano (&poca dae
lluvia). Las cosechas &8 realizan @ntre Jjunio y octubra; en astas
Zonas & proguce papa de colar, variedad criclla “Lépez”. Los
productores son peguehos agricultores. El rendimiento promedio de
estas zonas esta por debajo del promedio nacional. Fuera de las

“zonas tradicionales” de produccibn referidas. la siembra de papa
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&8 ha consolidado @n @1 norte vel pats (Sinaloca, Chihuahua, Nuevo
tedtn, Baja California Norte. BSonora v Cocahuila) y en el Bajio
(Guanajuato v Micnoacadn). En estas entidades se produce alrededor
te la mitad de la cosecha anual. La produccién se divioe en los
cicios primavera-verano y otoho-invierno. Los randimientos estan
por encima de)l promedic nacional., L& produccibn es altamente
mecanizada v se basa en muchos casos en los avances tecnoldgicos
mds recientes. Se produce unicamente papa blanca, varledad
"Alpha" <(Ferroni, 1985).

La produccibn y el rendimianto en el cultivo de papa cepends
de la variedad v condiciones de la zona donde s8 cultiva siendo

de 12 a 50 ton/Ha (Delgadn, 198&).

1.3 Importancia Nutricionsl de la Papa.

La papa tiens mayor valor nutriciomal por unidad de
superficie cosechada gue otros muchos cultivos (Maldonado, 1982).

La papa contiene: Almiddn Talburt v Smith (1967) {citados
por Vazquez, 1982), seNalaron que el almiddn constituye entre 8]
65 y @l B0% del peso seco de un tubbrculo; as calbricamante al
compuesto nutricional mds {mportante de la papa y estd formado
por amilasa y amilopectina en proporcién 1:3. Frotalina: la paps
contiena todos los amincdcidos esenciales (Talburt y Smith 1947;
citados por Vazouez, 1982), principalmente un contenido alto de
ligina (Maldonado, 1982). Lipidos: diverscs autores, citados por
Vazguez 11982) manifiestan que #l contenido mecic de grasa en la
papa OsCila alrededor de 0.10% de su peso fresco. aigunos de sus

écidos grasos son, palmitico, cleico y linolelco. Tiena cuatro
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vitaminas importantes; una es el Aacido ascbrbico & vitamina C, vy
tres son del complejo B: niacins, tiamina y riboflavina. EIl
contenido de wsus azucares libres opueden variar desde pequedas
cantidades hasta un 10% de su peso Seco., Y SON sacarosa, glucosa
v fructuosa en 1a misma proporcidn. Presenta ademds lignina vy
suberina como fibra cruda (Maldonado, 1982},

La papa e da ficil degestidn y la pueden consumir desds
lactantes hasta ancianos. Es palatable v combins con todos los
platillos me@xicanos, &0 puede utilizar también an la industria de

alcoholes y forrajes (Maldonado., 1982),

2.0 CULTIVO DE TEJIO08 EN PAPA.

Por sus caracteristicas ficiolégicas y morfolbgicas 1a papa

es une planta excepciondl para estudios de cultivo de tejidos.
Steward vy Caplin, 1951, (citados por Miller vy Lipschutz,
1984 establecieron por primera vez un cultivo de callos de papa
a partir da células del parénauima, empleando 2-4-D: daspubs se
obtuvieron callos a partir de explantaes de: hojas. eeciolos,
ovarios, antaras., tallos, raices y meristemos. Se probaron varios
mecios de cultivo cambiando las concentraciones de nutrientes
inorgdnicos y oa los reguladores del crecimiento, hasta que se
encontrd que el medio de cultivo de Murashige-Skoog MS (1962),
daba mejores resultados combinaco con hormonas del crecimiento

como Acido Gibewrelico (GA, }, Acido lndol Acetico (AIA), Acido

ki
Absicico (BA) y Cinetina daba me)ores resultados (Hensnaw et al.

1982).
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£l cultivo da meristemos de papa tiene por objeto: a)ls
srradicacion de  virus: b) la propagacion in vitro: clel
almacenamiento e intercamdbio da germoplasma. Como resultado ds
esta técnica se obtiene produccidbn de semilla certificada,
(Eepinoza, et al, 1986 v Mellor y Stace-Smith, 1977) con lo gue
aumenta la productividad y se obtienen mejores resultados
combinando esta técnica con las técnicas de termotarapia vy
aquimioteraptia (Lépez, et al. 1985},

Rlgunas técnicas de propagacidn de plantas de papa in xjtrg
requieren de una fase de callo intermedia (Roca et al, 1982),
pero se considara que no ofrece estabilidad geneética como la
propagacidén por medioc de tejidos meristemdticos. E1 callo e@s un
tejido no estable genkticamente, por lo que no se racomienda para
propagar varigdages en cultivo de tejidos de papa. En la
preservaciétn de germoplasma Ue papa ip vitro se han realizado
di ferentes trabajos, vy se han obtenido resultados satisfactorios
tanto con criopraservacitn como con nétodos o minimo
crecimiento. Bajaj (198l) regenerd plantas a partir de marictemos
de papa congelados a -175°C. por lo que ésta tacnica ofrece
preservacidn de germoplasma de papa a largo plazo.

El wmaristemo @¢ @] explante usado en la técnica de minimo
crecimientn, debiado a su estabilidad genética; el objetivo oe
&5t es reducir la velocidad de crecimiento sin qua se afecte la
viabilidad: con esto se logra disminuir las transferancias nasta
dos vecee por aho., easto S8 ha realtzade en papa disminuyendo la
temperatura oe incubacién e incrementando la osmolaridaa gel

medio de cultivo (Henshaw, 1982)., Se pueden agregar a este medio



fitohormonas que inhiban el crecimiento, como el acido abéicico
(ABA) . Lépez (19871 enmpled salicilatos para inhibir el
crecimiento y preservar ®n Banco de Germoplasma una especie

s1lvastre da papa (Selapum cargiophyllum), logranao una

recuparacidn dal 1004 dea lJos explantes después de un
almacenamjento de 120 dlas.

Ag! tooos [os tejidos de la papa se han lograco cultivar |{n
vitro casi todos con buenos resultados. Todas las técnicas de
cultivo de tejidos usadas se aplican en difaerantes paises con e}
fin de mejarar la cantidad y calicad de la procduccitn del
tubsrculo de papa. El Centro Internacional de la Papa (CIP, Lima
Parti), realiza importantes travajos de cultivo de tejjdos sn esta
especie (Espinoza et alg 1986), comoc socn: aliminacién ce
patébgenos empleando termoterapia, micropropagacitn in witrog,
consarvacién oe germoplasma, expartacién internacional de
germoplasma, tuberizacién in yvitro y transformacibn genbdtica

(Lopez et al, 1985 y Espinoza et al, 1986).

Eliminacién ce patdgencs. E] método empleado por el Cantro
Internacional de la Papa (CIP) es termoterapia seguido de cultivo
de maristemos. E] estado fitosanitario se comprueba con las

thcnicas ce Latex & Elisa.

Micropropagacién an vitro. La propagacidn del material sano es
par medio cel cultivo de meristemos. £s8tas plantas son enraizadas
in vitro para posteriormente ser usadas como plantas madre para
SU Propagacion &n campo @ invernadera, O para producir tuberculo

como “"semilla" bdsica certificada.
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Canservacitn de germoplasma. La coleccidn vy mantenimiento del
‘germoplasma son fases importantes pars los programas de
mejoramiento genético de cultivos. Los materiales genéticos de
papa son conservados mediante su propagacidn a través de
tublrculo o “semilla” asexual (LOpez, et al, 1985; 1988).

El mantenimiento de un banco de garmoplasma in vitro es wuna
alternativa para manterner material genktico de papa libre de

virus vy de otras enfermedades, con lo que se cuenta con una

fusnte permanante de materiales sanos (Lépez, et al, 1988).

Exportacitn Internacional de germgplasma. El material genético de
papa libre de virug y otras enfermedaces que se produce en varios
paises puede sar exportado. El CIP envia 3 diferentes palses
germoplasma probado saroldgicamente, para su propagacibn y empleo

como planta madre (Ezpinoza, et al, 1986).

Tuberizacidn 1n vitro. El tubrculo oe la paps es un tallo
modificado. La tuberizacidbn se inicia con un engrosamientc del
entrenudo mAs joven, e] enygrosamiento se dabe principalmante al
alargamiento de las células de la médula y a 13 oivision celular
de la parte cel apice del estolén, ademds hay un incremento en el
tamaho de las células (Rastoveki y van Es, 1981},

Davies (1984) menciona que la tuberizacidn de la papa s5e ve
afectada por una serie de factores fisico-quimicos y biolbgicos
tales como: condiciones de luz, temperatura, humedad disponible,

disponibilidad mineral, tipo de suelo., fotoperiedo, reguladores
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del crecimiento, tamaho ce la planta, niveles de nitrogeno, COzen
el suelo, etc.

Los requladores del crecimiento Jjuegan un papel muy
importante en el desarrollo v crecimienteo oel tubbdrculo. Las
gibareiinas influyen en la velocidad de crecimiento del Jdpice,
las citocininas, auxinas vy ABA determinan la actividad de la
demanda de Jlos tubdrculos controlando la division calular v al
alargamiento. La tuberizacibn an genaral es @l resultado de la
accitin integrada de varios reguladores del! crecimisnto, se cree
Qque Jlas hormonaé actlGan regulando la relacién fuente-demanda de
algunos nutrientes necesarios para la tuberizacidbn {(Melis vy
Staden; 1984).

Para la induccién de la tuberizecibn ip vitro se han
empleado diferentas reguladores oel crecimante, por aeJjemploj
cinetina 1.6 x 10"-2 mM (Palmer y Smith, 1970}, cumarina de 25 a
S0 ppm (Stallknecht, 1972}, BR 4.44 x 10~-5 (Wang v Hu, 1982}, v
ASA 107-4 y 10™~5 M (Ldoez. 1987),

La tuberizacitn involucra al menos dos procesos distintos:
La inhibicidbn del crecimients axial y un {ncramants en la
expansitn radial cel 6rgano que tuberiza (Garcia-Torres y Gomez-
Campo,. 1973).

Mingo-Castell et al. (1974) @ncontraraon que el etileno
inhibié 1a tuberizacidn en tallos oe papa cultivadas in vitrog.
§in embargo, Garcla~-Torres y Gémez-Campo (1973) obtuvieron
tubdrculos in vitrg a partir de brotes de tubbrculos cultivacos
en presencia de etefbn con 50 ppm., Catchpolae y Hillman (1969}

obtuvieron tuberizaciétn en brotes ge tubérculos de papa tratadas



con etilemo durante 14 dlas, concluyeron que ! aetileno puadse
ser importante en los mstados iniciales de la tuberizacidn. vy la
acumulacidn de almidbn puede ocurrir en una etapa posterior oel
desarrollo. Garcla-Torres y Gomez-Campo (1973) propusieron que el
@tilens es un estimulc natural de la tuberizacién, ya Qus este
proceso invalucra supresidn en el crecimiento de tallos vy
e@stolones, ademids de qua disminuye los niveles de auxinas en los
tejidos vy se@ sabe que estas promueven @l crecimiento. La

produccitn de tubérculc in vitro representa un método utilizado

para exportar germoplasma, tubérculo v “"semilla” comercial. Los

tubdrculos in vitro an cuanto a su producién tienen ventajas

como: ser d@ tamaho pequehe, ser ligeras, estar libres ce
patégencos. presentar darmancia, no requerir mucho cuidedo para su
transportes v almacenamiento. son Gtiles para sembrarse 8n campo O
invernacdero. Estas técnicas se aplican con 8&xito an mas de SO
genotipos de vapa (Espinoza, et al, 1984).

Lépez (1987) induid tubmrizacidn {n vitro aplicando ASA en
8. cardiophyl lum y obtuvo resultados comparables a los
ancontrados en le aplicaci®n de reguladores del crecimiento del
tipo ve las citocininas, v A& los reportados por el método dal CIP

(Espinoza et al, 19841,

Preservacitn de germoplasma 1n vitrs. El mantenimiento de un
banco de germoplasma jin vitro permite conservar, @n espacio
reducide, una gran cantidad de materiales con menor riesgo de
pérdidas por almacenamianto y un mayor margen de seguridad, asli,
como reducir los insumaos en relacidn al tiempo de conservacidn.

En @l ceso de papa., Raca et al., 1984, reporta que &s posible
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cong@rvar germoplasma a mediano v corto plazo. por algunas de las
siguientes formas: a) Inouccidn de estrbs ogmbtico por medic de
manitol o sacarosa. b} Control de la fuente de carbdn a niveles
sub © supra bptimos. ¢! Mantenimienta de los cultivas a
temperaturas v Jjuz reducidas. d) Emplac de i1nhibidares de
crecimiento en wl medto.

Lopez (1987} incubd yemas axllares de Sglanum cargiophyl)um
in yitro en pericdes prolongados de {20 dlas en presencia de
ABA, 8} testign moatrd un 59,9% de supervivencia, migntras gue
e} tratamiento oe ASR 10°-3 M tuvh un 52,.2%, sin embargQn. en este
Gltimo se abituvd un 95.2% de explantes brotados. Concluyd que el
ASA pueda ser Gtil en la preservacién del germpplasma da &sta vy

quizd de otras especies.

2.1 Reguladores del crecimiento y difersnciacion,

Los fitoresgquladores del crecimiento san COMPUEsSLOS
arganicos Que estimulien , inhiben o modifican cualguier proceso
fisi0ldgico en las plantas. El cracimiento d8 las plantas es un
procase  dindmico complejo gue @s contralado por log requladores
dal crecimiento vegeta)l, estos se dividen en tres grupos
principales; a) Promotores del crecimiento:s Ruxinas, citocininas
y giberelinas, b)Inhibidores del cracimiento, acido sbxsicico y &}
Etilesno.

t.as fitoharmonas producen una gran variedad de efectos en la
fisiologla dal vegetal (Bidwell,1979). €% fenbmeno comin que se
sncuintra en cads fase del desarrollo vy de la diferenciacidbn

vegetsl, 66 @l control por medio de reguladores del cracimiento.
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Su posible accibn se ha buscado en el genoma. Algunas de sus
caracteristicas son reprimir. desrraprimir, salecionar o
modificar los diversos programas del desarrallo contanidos san el
genoma de las células vegetales. Las fitohormonas se consideran
s@lectoras, activadoras o modificadoras da un programa total, en
lugar de mecanismos individuales Qque operen sobre pasos
indivicuales (Bidwell, 1979}.

Lé respuesta diferencial de una célula a un regulador del
cracimiantc va a dapander del estado de competencia de ésta, es
decir, la hormona por si sola no controla el patron de
diferenciacitn, vy todas las células no van a responder de igual
mangra a dicha hormona, hay una interaccidn entre las necesidades
de 1la cé&lula y la cantidad v tipo de la hormona presenta, S8in
ambargo, 8@ han reportado algunos cesos donde &l regulador del
crecimiento puedse controlar el patrbn de diferenciacibn
principalmaente la induccidn de raices en cultivo da callos (Smith
y Grierson, 1982).

E! control hormeonal puede lograrse por 13 operacién oce la
normona de manera especlifica o generai, o bien por el
establecimianto de gradisntas da concentracidn polarizados an los
tejicdos (Bidwell, 1979).

Wareing y Phillips (1982) mencionan gue la diferenciacidn
astd regulada por algunpos genes principales, Qque a su vez tienaen
genas subordinados v posiblementa los requladores del crecimi@nto
estén controlandc algunos de estos pasos para disparar 1la
axpresidn ganktica. Los mismos autores sehalan gque hay evidencias

de que algunos regquladores dael crecimiento se unen a proteinas
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aspecificas, o8 esta manara la especificidad de 1os reguladores
dependera de la proteina receptors al actuar sobre las células
blanca, Concluven aque la difersnciacion involucra la praduccién
de protelnas receptoras especlficas, y qua la diferenciacibn
seguird un patron predeterminado, una vez gue los reguiadores dosl
cracimientc s& unen a las orotelnas.

Lo anterior es andlogo a lo propussta por Smith vy Grierson
(1782} en cuantop a que afirman Que existe una unidtn eantre el
regulador y un receptor, vy @] patrdn de diferaenciactdbn a seguir
[1-14 las chlulas blanco va & depsnder de los raceptoras
aspgecificos para 1a m:sma hormona, de tal manera gue se forma un
complejo regulador~recentar vy dependiendc da &ste serd ia
competencia especifice de la célula.

Jeremy (1983) menciona 1a sxistencia de un comple’n formado
par la unidn de una proteina con @1 AlA, win ambarge, su funcidn
es difereanta, sugigre que &)1 formarse el conjugado AlA-proteina
(o azdcares), &l AlA guada en forma }nactxva. y aue la
sstimulacitn el crecimento se ©¢3 cuando se ncremanta la
activigad en2imhtica que degrada &! conjugads y libera al AlA,
Ne tal marmra los conjugsaes formados podrian estar contralands o
inhibiendoc el crecimiento. Este autor concluye a partir de sus

trabajos con cegmentos de tallos oe Phageclus yulgaris, que ean

lgs procesos de diferenciacidn, sl AlA y la sacarcsa determinen
que esta ocurra., v que la concentracién de! regulador esta
aestrechamente relacionada caon 8! patrén da diferancliacidbn a

sRguir,
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2.1.1 Promotores oel crecimiento.

Auxinass: La principal auxina presents &n 13 naturaleza es el
dcido indal acético (AlA), se sintetizan a partir dal triptofano.
S8u principal funcitn es el alargamiento 0 crecimientp vegetal, se
produce perincipalmante en los Apices @n desarrollo., hojas en
aexpansibn y tejidos con actividad meristematica excepto en la
ralz, su transporte es basioktalo (Salisbury, 1978).

Hay evidencias de que e] AlA puede modificar directamente la
operacidn de ciertas enzimas claves en el metabolismo energético
de la célule (Bidwell, 1979),

Se ha sugerido que el AlA tiene efaecto sobre la RNA
polimerasa, pero este pudde ser un efacta secundario mediaco por
alguna otra hormona, {(citocininas vy giberelinas) bajo el control
del AlA (Bidwell, 1979),

Un puntc que relaciona la sintesis de auxinas y su control
es que el AlA inhibe fuertemente a la enzima indol-etanol-
oxidasa. Los efectos en el transporte son @jemplo de una
verdadera accioén hormonal que opera a gran distancia vy parecen
correlacionar el desarrollo y el metabolismo en varias partes de
la planta. Sin embargo, 1la acciln primaria de la auxina se cree
que 85 la misma en los diferentes tipos de respuesta, a sabar la
esstimulacion o activacitn ods reacciones metabdlicas., vya sea
aquellas que afectan el flujo de nutrientee por causar un mayor
aporte en corrientes de transporte especificas o aquellos aque
afecten el alargamiento celular. Estos efectos podrian aoperar a
travées de un mecanismo genético o sobre alguna faceta general del

metabolismo celular tal como la actividad da 13 membrana o su
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parmeabilicad (Salisbury, 1978),

El AlA parece actuar hasta en menos de | minuto sobre la
pared cmlular, esto sugiere que ®l AlA actua directamente sobre
1a pared celular mds que sobre mecanismos genéticos o bioquimicos
que afectarlan, a su vez a las enzimas. Sin embargo, Skoog vy
colaboradores (1953, en Bidwell, 1979) fueron los primeros en
notar, que el aumento del crecimiento inducido por la auxina an
los tejidos in vitro., estaba asociade con un aumento en la
sintesis de RNA y DNA.

El mismo autor y Miller (196B) en sus trabajos con callos de
tabaco, encontraron que al adicionar auxina o citocinina por
separado al medio de cultive se 1induce mitosis, pero ellos
considerarcn la cantidad de hormonas enddbgenas, por 10 gque
propusi@ron gue es necesaria la presencia de ambas sustancias
simultineamente, para que ocurra la sintesis de DNA v la division
celular, Los mismos autores encontraran Qque con altas
concentraciones de auxina, se inducia la formacibn de ralces,
pero se reprimia la diferenciacidn de yamas.

Johri (1978) estudid indirectamente los niveles de AlA en
tejidos <formando brotes. observando cambios en algunas anzimas
-durante el cultivo. Encontrd un incremento en la actividad de
peroxidacas antes oel inicio ae la formacidn de bGrganos, vy
sugiere que puede ser 1ndicativo dé un bajo requerimiento de
auxina enddgena, modificandose de esta manera la relacidn auxina-
citocimna., de acuerdo a las necesidades odel tejido.

Jeremy (198S) sehald que un gradiente de conc@ntracidbn de

AIA controla el patrén de diferenciacidn, @s decir, que al tipo
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f=  difaerapciacibn & seculr depenge oe la cantigcag Qe auxi1nd
presents 2n 1 Medl10. Conslagrands la divasibn celuiar como
prerr2guisito Dara aue la J1+e@renciacibn se prasente.

kev (196%! opropuse cue las hormonas puepen afectsr gl
crIcimientg  poraue  estimulan fa sintesis de RNA v por lo tanto.
la sintesie G Drotelnas aue acomoaha necesariamnente al
crecimiento. La concantracién ae Auxl1na aue ocromuave el
crecimientog., estimula la sintes1s odel ANA v os les proteinas. an
TSNLO gue (46 CONCANtraliones 1nbiditorias recutcen esta sintesis.

Glazsiou et al. (1965 + notaron un aumento en la invertasa
de caha ds azncar tratada con Ala. Concluveron cue el efecto del
AlA era estabilizar el RNAm, no aumentario en centidas, as! auve
se aumentabs el fenbmeno de tramscripcion,

Armstromy, 1976 (en Salisburv.1978), h3 sugerico gue el AlA
fynciora  comp una gehal para la 1mciacién de la cadena
vojipeptidica de algunas protelnas. v ouede 3ctuar como 108
smi1n03c1 006 esenclales pbsra ls sintesis gel RNA en las pactaerias.

tay {196%9) con base en cus 1nvestigaclones sopre la
sintesis adel AlA v sobre la sintesis in vitro de RNA., sugirieren
Que l1a auxi1n3d podla acttar 0 funcionar @ nivel de requlador o
activador de la transcripcibn. Lags evigencias sugliria@ran que
codla haber mds de un sitio orimario de reaccidn: uno de estos
zeria =] resrcorsable o2 la fase i1nicial del crecimente por
alarnamianto, 0odla astar actuado de manera directa csobre la
pared celular o bien spbre la membrana plasmatics. Otro sitio
de accitin seri1a el controlar 13 continuaciOn del crecimignto y oe

1a4 sintesis protelica.
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(=)



Giperelinas: Hay mas 80 giberel inas derivadas de
isoprenoides, se® sintetizan principalmente en las tejicos aéreas
en pleno crecimiento activo (empricnes y telidos meristemdticos).

El1 transporte de las qiberelinas puede ser vasipétalo o
acropétalo.

Las principales funciones de las giberelinas son: la
floracibn; el crecimiento; la division celular; la induccidn de
enzimas hidroliticas: la desrepresibn de genes espacificos que
luego provocan la sintesis de nuevas enzimas, incrementan 1a
sintesis de invertasa (pero no oa la peroxicasa) de la misma
manera aque el AlA; Las giberelinas podrian actuar a mivel de la
induccidn enzimdtica o de transcripcién del DNA. El GA3 acelera

la slntesis de RNA, de hecho el GA. aumenta la sintesis del RNA

]

en los nicleos aislados: es razonaple suponer que easto se
relaciona con su mecanismo de accibn. Las giberelinas estan
asociadas con los esteroides, éstos tienen efectos muy
especificos en la desrepresibin de genes. activandy as! enzimas
especlficas (Bidwell, 1979).

Lopez (1987) trabajando con vemas axilares de S.
cardiophyllium, sehald que "en los procesos de diferenciacidn, las
giberalinas jueyan un papel muy i1mportante'. Al parecer el GAJ an
combinacidn con el BA y el AIA, favorece qua un mayor ndmero de
celulas dotarminadas efectuen su desarrollo en brotes. Este autor
obruvd 100% de explantes con brotacidn de pove, cuando aumentd la

rconcentracitn del GA3 N pera concluyb que el GAJ no fue

indispensable para obtener brotes, aunque si elevd el porcentaje

de explantas brotados asl como el numero de brotes y el 9eso0 por
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explante.

Por otro lado, el efecto del Gﬂbcn la brotacidn pogria estar
reslacionado con una mayor disponibilidad de energla para el
desarrollo de los brotes, va que Kumar y Nanda, 198! (citados por
Lopez, 1987), ourante la induccidbn de floracibn &n Impatleng con
dcido salicllico mas GAS' observaron un aumento @n la actividag
de fosfatasa, v se sabe que estas enzimas participan en el
matabolismo dm carbohidratos v en reacciones que derivan mucha
enargla.

Miller vy Lipschits (1984) mencionaron que el Bﬁaso requiere
para la welongacibn y el desarrollo de brotes a parttir ds
meristemos praviamente inducidos O formados de callos de S.
tuberosum, vy que @n ausencia de y 5035610 se forman estructuras
como nddulos v no crecen.

El acide giberélico induce brotes en cultivoe (= ]

Chrysantemun pero ®s antagonista con la formacitn ce brotes en

Nicotiana (Jaremy, [985).

Citocinimas: Lae citocininas eon derivados de la adenina, &
forman orincipalmente en las ralces y de ah! viajan a las hojas y
talles; dentro de sus principales efectos estan: la citocinesis o
divisidn celular, la prevencitbn de la senescencia, la {nduccidn

Joh?: (1978) encontrd que @l endospermo del mubkrdago
cultivado jn vjtro desarrollo tallos con B ppm de citocinina.

Skaoog at al. (1948) afirmaron que en cultivo de calles de

tabaco, el AlA y la citocinina juntos estimulan la formacién de
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4rgancs, siendo las cantidades relativas de las oos normenas las
que determinan la clase de &rgano que se va a formar. Los
experimentos de estos autores demostraron que la variacidn en las
concentraciones raelativas de dos diferentes hormonas AIA vy
citocinina determina la produccidn de raices o de tallos en estos
cultivos. Una concentracidn mas alta de AJA estimula sl
desarrollo de ralces, vy una concentracidn mds alta de citocinina
estimula la formacitn de tallos en estacas de sauce. Ademds estos
autores encontraron gque €l callo de tabaco crece mucho mds en
pre@sencia de altas concentraciones de AIA cualquiara que sea la
concentracibn de citocinina.

La organogénesis o el tipo de 6rganc gue se forma en el
cultivo, depende no solo de Jos reguladores exdgenos y endbgencs
presentes en el medio, sino también del medic de procedencia del
tejido o callo. Si el tejido & callo se transfiere de un medio
carente de reguladores a un medio con alta concentracidbn de
auxinas v baja de citocininas, se pueden obtener raices, si la
transfarencia se hace de un medio con altos niveles de
citocininas y bajos de auxinas se pueden obtener brotes, Sin
embargo, 66tC ND &8 universal para todas las aespecies. Para que
ocurra asto deve presentarse una oe-diferenciacidn, Qque origina
un primordic meristemdtico, el cual se desarrolla de acuardo a
los estimulos dal medio, en un tipo de oOrganc. Si las condiciones
de induccibn, no son favorables al desarrollo del primordio, no
nabtrd cambios hasta que &e cambian las condiciones del medio
(Martins v Sondanl, 1984 en Lépez 19873 Jeremy, 1985).

Chailajyan, 1961 (en Bidwell, 1979}, encontrd que los tallos

de pera cultivados in vitro oueden ser llevados a formar
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primordios florasles por aplicacidbn gde cinetina.

Smith y Murashige 1979 (citagos por Smith vy Grierson, 1982)
considararon Que vya que una ralacidn alta de citocinina/auxina
promueve la regeneracidn oce yemas en ciertos cultivos de callo,
ec pesible que la iniciacidn de vemas v sUu crecimiento dependa de
una fuente de citocimina de otras partes de la planta, en la
miema forma en que los primordios de hoja, proporcicnan auxina y
citocinina al domo apical del vistago.

En cuanto a la pravencién de la senescencia, se@ sabe qus las
citocininas previenan la formacidn de enzimas hidroliticas como
nucleasa vy proteasas asl que interfieren con la desintegracitn de
los polimeros. El otro factor que i1ntarviane para prevenir la
BBN@SCONC1A @8 Que las Citocininas causan una inmovilizacidn de
los nutriantes o bien su transporte {(Bidwell, 1979).

Algunoe andlisis han revelado ogue ciertos codones (RNAL) en
muchos oOrganismog contienen, una molécula de citocinina 4@n
posicidbn adyacente al anticoodn punto por donde el RNAt se

encuadra en al cbdigo al RNAm (Bidwell, 1979).

2.1.2 Inhibidores del Crecimiento.

El Aacido abscisico (ABA) es el principal inhibidor del
crecimiento v su accibn fundamantal parece ser la 1nhibticién de
la giberelinas v estimular el letargo; estimula el aumento en la
produccibn de invertasa en la caha de az20car, este efecto parace
operar a nivel de traducci®n dal RNAt en el punto de sintesis de

la anzimas en las semillac de cebada innibe la estimulacidn de la
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sintgsis de reticulo endoplismico y de alfa-amilasa causada oo‘

giberelinas,

El efecto del ABA parece ser bastante especifico para alfa
amilasa, inhibiendo esta enzima @an tanto que la sintesis de atra
continua; esto sugiere gue inhibe especlficamente la traduccid
del RNAm para esta enzima, pero no para otras.

El mecanismo de accidn del ABA parece tener un efecto sobri
la traduccidn inhibiendo la sintesis de RNA.

El &cido abscisico puede promover brotes en papa mientras li

cinetina no (Jeremy, 1985).

2.1,3 Etileno.

El etileno tiene un amplio rango de efectos sobre l:
fistologla vegetal, El AlA es el principal estimulante para ¢
produccidn de etileno. Dentro de sus principales funciones esta:
la maduracitn de frutas y la abscisi®n de las hojas, estos
efectos parecen deberse a la estimulacidn de porocesos de slncagsi
raqueridos para el desarrollo de caracteristicas de senescencia ¢
para la formacién de la zona de abscisibn. RAs] gque sus efectos
inhibitorios pueden deberse en gran parte a un real efectc
estimulante que opera sobre efectos de degradacion (Bidwell,

1979).
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3.0 ACI00 ACETIL SALICILICO.

El Acido acetil salicllico (dcido 2- acetilo benzoica ASA)
a5 un salicilato que se obtiene por la acetilacibn del A&cide
salicllico, es conocido como aspirina, este nombre @s una
contraccion de acetilo vy del género Spirasa, muchas plantas de
este ghnero tienen salicilatos naturales. A los salicilatos se
les conoce principalmente por utilizarse desde hace mucho tiempo
en la medicina alopata, al respecto se han hecho numerosos
raportes de sus efectos en el ser humano. Sin embargo, su papel
en los vegetales no se ha esclarecido totalmente (Callier, 19&3;
Cleland y Ajami, 1974},

La molécula de RSA tiene un peso molécular de 180.15, punto
de fusidn 137 OC v un pK de 3.5 (Colljer, 1963 Merck S Co. Inc.,
1976, en Lbpez 1987).

Se han hecho estudios sobre la participacibn de los
salicilatos, (principalmente &cido salicllico y &cido acetil
salicllicol), en diferentes funciones de las plantas, como son:
inhibicidn de procesos diversos, floracién, transpiracidn,
produccitn de grano, maduracidn de frutos, formacion de raices,
actividad enzimatica, respiracJE: resistencia a patbgenos vy

organogénesis (L&pez. 1987).
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3.3 Los salicilatos en 18 1NNIDICION O8 PrOCESOS O1VErsos.

En la lantejs, concentraciones entre 1.4 x 107-4 My 3.6 x
107-4 M de Acado saliclilico (BA) inhibjeron ei crecamiento de la
planta (Chou v Patrick, 1976/, También @) SA aislado de nojas de
cacahuate inhibid la elongacilin de plantas ¢® arroz., as! como el
crecimiento de coleoptilos os avena (Kimura et al, 1%76). En
Otros trabsjos, altas concentraciones d@ ASA innibieron el
Crecimiento de ralz v coleoptilo o8 trigo (Larqué-Saavedra,
1973). Otro salicllato el salicilhidroxamato 5 mM inhibid la
elongacibn o8 ralz vy tallo de avena (Upadhyava. 1984). En
fotosintesis, el disalicilacenopropanodiamina (DSPDY, innibid e}
traneporte electrénico entre el fotosistema Il v el fotosistems
1. y bloqued la fosforilacibn en cloroplastos de espinacas
{Leasch et al, 1979), dicho efecto debid sar mediado por el
salicilaldehido (Ireland y Golawini 1979). En la misma especie,
@] salicildoxima blogued el flujo aelectrbnico en el fotosistema
I1, formando probablemante un complejo con la quineona y quelando
al hiarro (Golbeck y Wardeani 1985). Nudus (1972, en Lbpez 1987)
reportd que el &cido saliclliico es caracterizado como un
constituvyente del complejo inhibidor B,

€n otros trabajos, @l ASA v el SA inhitleron los maovimientos
escotondsticos en hojas de Casrja fasiculata a una concentracién
de 1 »x 10"~-4 M, v oromovieron lOos movimiaentos fotondsticos & S x
10~-8 M, se sugierid gue el efecto del ASA podria atribuirse a la
inhipicidn de sintesis de prostaglandinas las cuales parecen
acelerar @stos movimientos en lJas hojas (Saedi et al.. 19843 en

Lopez 1587).
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Lépez (1987) obtuvd inhibicibn en el crecimiento de yeras
axilares de papa cultivadas in vitro con ASA 10~-4, 10~-5 y 10~-6
M. E1l ASA innhibio el crecimiento de vemas axilares de §.
cardiophyllum siguienco un patrén de dosis-respuesta y siende
mayar a concentraciones altas. Las concentraciones de ASA 10°-4 y
107-5 M presentarcon valores intermediaos an los porcentajes de

inhiticién de la elongacidn y la viatilidad.

3.2 Los salicilatos en la organcgénesis in vitrg.

Lee y Skoog (196%5) probaron el SA y otros derivados del
Acido benzoico, faenilacético y fenil propanocico, en la formacibdn
de brotes de callos de tabaco. encontraron que el 8SA indujb
brotes en concentraciones de Z a 256 mM.

Saxena vy Rashid (1980) empleando salicilataos en plantas
inferiores, obtuvieron diferenciacitn de yemas en e! protonema

el musge Anoectangium thomsonii. La concentracién bptima de ASA

fub 107=6 M v del SA de 10°-5 M,

Lopez (1987) raportd que el ASA indujo procesos
morfogéneticos en Solanum gargiophyllum, ya gque explantas
praviamente incubados en ASA 10~~4 y 10°-5 M desarrgllaron brotes

en 100% de los explantes con 13 brotes en promedio.

3.3 Los salicilatos an la tuberizacibn in vitro.

Lbdpez (1987) utilizd ASA obteniendo tuberizacidn in vitrg en

En otros trabajos se han empleado medios de tuberizacidn que
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contienen auxinas y citocininas (Palmer y Smith, 1970; Catchpaole
y Hillman, 1969; Stallknecht, 1972: Palmer y Barker, 1973;
Garcla-Torraes v Gomez-Campo., 19735 Mingo-Castell et al., 19743
Wang-Hu. 19821 . El efecto del ASA en la 1nhibicién ocel
cracimiento, puede actuar como un aestimulo para la tuberizacién
(Lépez, 1987), va que &8 ha sugerido que la formacidbn o=
tubdérculos involucra suoresién del crecimiento axial y una
expansidn radial del &rgano que tuberiza (Garcla-Torraes y GOmez-

Campa, 1973; Rastoveki y VvVan Es, 1981).

3.4 Los salicilatos en la preservacidn de Germoplasma j{n

vitrg.

Lidpez (1987) incubd yemas axilares de Spolanum cardiophylium
por un perliodo de 120 dlas en medio C (del CclP) de
manteniemiento, @n condiciones de Banco de Germoplasma en los
tratamiantos se sustituyd @] manitol por ASA 10%-4 y 10"=5 M,
todos los explantes de! tratamiento he ASA 10"-4 M murieron, por
lo que esta concentracidn resultd téxica para dicha especie. EI
tratamiento con ASA 10"-3 M presentd un &0% de suparvivencia v =l
madio del CIP un 77.5%. Estas plantas se subcultivarcon en medio
de prapagacién, al té&rminc de esta etapa se observd que el
tastigo tuvo un porcentaje de supervivencia de 60% mientras Qque
los explantes que se hablan incubado en ASA 10%-5 M tuvieron un
S52.5%. Se obtuvieron brotes @n ambos tratamientos, observdndose
que el tratamiento de ASA 10~-5 M formé mads brotes par explante

{95.2%) que el testigo (33.3%).
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Lon  base en 10s e+ectos reportados para 105 Sallcilatos  en
plantas, vy dadas las caracteristicas antes mencionadas de ia papa
Solapum tuberpsum, &sta especie representa un modelo ideal para
estudios en cultivo oe tejidos, por 1o que en la presents

investigacibn se plantearon las siguientes hipdtesis:

El RS5A interviens en diferentes Procesos morfogénaticos in
¥itro en la especie Solanum cargiophylium, por lo que se podria

obterer ta misma respuesta en la especis Splanun tubsrosum.

S{ el ASA es potencialments Gtil en la preservacidn de
germoplasma in vitro, asl como en la induccidn de la tuberizacibn

in wvitro en Soclanum cardiophyllum, antonces, dichoc potencial

oodria ser gxtensivo a Solanum tuberosum.
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111. MATERIALES Y METODOS

1.0 MATERIALES.

1.1 Matarial biolbgico.

El material bildgico que se utilizd en este trabadjo fueron
yemas axilares oe la especie Sglanum tubgrosym de los clones
750489, 676087, 676002, 750658, 730783, V50759 vy 77183s,
proporcionados por @! Laboratorio de Cultive oe Tejidos del

Pragrama Nacional de Papa (INIFAP) Toluca, Edo. cde México.

1.2 Medios da cultivo.

Log reactivos utilizados para la preparacidn de los medios
g@ cultivo fueron: Sales inorginicas (Baker), raegulacores dal
crecimiento (Sigma Chemical Co)y, vitaminas (Sigma Chemical Co},
agar (Sigma Chemical Co). sacarosa (Baker), manitol (Baker),
dcido acetil salicllico ASA (Sigma Chemical Co), cloro mecuato:
clururo de 2 cloro etil trimetil amonio (CCC) (Sigma Chemical
Co). Todos los reactivos y nmateriales de cristaleria fueron
proporcionades por el Laboratorio de Cultivo de Te)idos del
Programa Nacional de Papa (INIFAP),

Log medios de cultivos empleados fuaron los propuestos por
el Centro Internacional de la Papa (CIP) (Espinoza et al, 1987)
los cuales sont B, C y F, ademds @l madio G (Espinoza 1968,
comunicacitn personal) #stos son modificaciones del medio de

Mursashige-Gkoog (MS) (1962). (tros mecios MS utilizados fueron:
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al ™MSm, mooificade por el Programa Nacional oe la Papa (Lépez2,
1982); Morel y Muller (MM) (1964), Wang y Huang (WH) (1976}, vy
medio PG es un medio MSm modificado para papita guers (B.

cardiocphyllum) {(Lbpez, 1987).

2.0 METODOSB.

2.1 Praparacidn de los madios de cultivo.

€En general Jos medios de cultivo se& prepararon de la
siguiente manera: Se mezclaron las cantidades requeridas Os sales
inorgdnicas, vitaminas, hormonas y sacarosa (las vitaminas v las
hormonas se tomaron de soluciones madres o concentracion
conocida), se® ajustd @l pH & 5.7 con HCl o KOH IN (@n el casoc de
los tratamiantos Eon ASA, la solucidn se agregd antes de madir el
pH) . desouts se agregd el agar el cual se disolvid con calor, 10
mi deal medio se vatiaron en tubos de snsaye de 23 x 120 mm, se
taparon con papel aluminio, vy se esterilizaron junto con los
materiales da siembra (cajas de petri, pinzas, bisturl, atc.) en
una autoclave horizontal a 1S Llbs ce presibn y 120 °C durante 20

minutos.,

2.2 Preparacién de la solucidbn madre de AEA,

Para todas las concentraciones de ASA utilizadas an este
trabajo e hizd una solucidn madre de 10 mg de ASA que se
disolvi® en 0.5 ml de DMSO (gimetil sulfbxicoo) y posteriormente

9 aford con aguas destilaca a 10 ml (5 x 10%-3 M),
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2.3 Condiciones da Cultivo.

Los exoerimentos .1, 1.1, 2.0, 2.1, 3.0 vy 4.1 se
mantuvieron an un cuarto dge incubacidn con un fotoperiodo ce 16

horas a una temperatura de 22°C + | y una radiacién ge 24);ﬁ2 o2

seg"l (400=700nm} .

E]l experimanto 4 se mantuvo en el banco de germoplasma in
vitro, con un fotopériodo de 16 horas a una temparatura de 7 Cs
1y v una radiacibn de 11 uM2m? seg! (400-700nm).

E!l wxperimento 5 &e@ mantuvo #n un cuarto de incubacibn en

total oscuridad a una temperatura de 22 °C ¢ {.

Para @l oesarrollc de este trabajo se partid de vyamas
axilares cultivadas por aproximadamente 35 dlas (subcultivandolas
cada 30 dlas) en medio B (CIP) (Espincza et al, 1987) de
propagacibn, con asto se mantuvo una fuente permanente de

material biolbgico,

2.4 Descripcitbn de los medics Ue cultivo utilizados.

B (CIP)
Sales Murashige-Skoog (MS)3 + tiamina .40 ppm + {nos:itol 100 ppm
+ Acido giberelico (GAJ> 0.25 ppm + pantotenato de calcic 2.0 pam

+ sacarosa 3% + agar 0.8%.

C (CIP)
Sales Murashige-Skoog (MS)s + tiamina .40 ppm + ingsitol 100 ppm
+ manitol 4% + sacarosa 3% + agar 0.8%.

& Var apendice
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E {CIP)
Sales Murashige-Skoog (MS)s + tiamina .40 ppm ¢+ inositol 100 ppm
+ Gﬂ3 0.40 ppm <+ bencil amina purina (BAP) 0.50 ppm + Jdcide
naftalen-acético {(ANA) 0.01 ppm + pantotenato de calcio 2.00 oppm

+ gacarosa 2% + agar 0.6%.

G (CiP)
Sales Murashige~-SKoog (MS)® + tiamina .40 ppm + inositol {00 ppm
+ GA3 0.1 ppm ¢ glicina 2,0 ppm + &cido nigcotinico 0.5 ppm +

piridoxina HC1 0.5 ppm « sacarosa 2.5% + agar b4.

Redio PG
Sales Murasnige-Skoog (MS)s + tiamina .40 ppm + 1nositol 100 ppm
+ BAP {,0 ppm + 3dcido i1ndol-acético (lAR) 1.0 ppm + sacarasa 3% +

agar 0.7%,

Medic WH (Wang-Huang)

Elemantos mavores WHS + elementos mencres MS® + Na EDTA 0.0373
ppm + sulfato ferroso FlSo4 0.0278 pom + adenina S ppm + biotina
0.0! pom + pantotenato da calcio 10 ppm + caseina nidrolizada 1.0
ppm <+ pirigoxina HC) 1.0 ppm + tiamina 1.0 ppm + glucosa 3% =

agar 0.B%.

Medio M (Morel y Muller)

Elsmentos mavores MMe + glementos mencres MMx + GA 10 ppm

3
pantotenato de calcio 1.0 ppm ¢ acido nicotinico 1.0 ppm <
piridoxina 1.0 ppm + tiamina MCl 1.0 ppm ¢« ANA 1.0 ppm + biotina
0.01 ppm + sacarosa 2% + agar 0,b%.

tVar apendice
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Medio MSm (Modificado para jndycir tallo)
Elementos mayores MS3 + slementos manores MS3 + Na EDTA 37.28 popm
+ Fe SO, 27.8 ppm + tiamina HCl 0.5 ppm + mio-inosital 100 ppm +

IAR 0.3 ppm + cinetina 0.3 pom + sacarosa 4% + agar 0.8%.

Medio ¥ (Tuberizacidn)

Sales MSs + BAP S ppm <+ CCC 500 ppm + sacaraosa 8%.

3.0 DESCRIPCION DE LOS8 EXPERIMENTOS.

3.1 Exparimento 1.0

Efecto de difersntes concentracionss de ASA smpleando madio

B (CIP) en &) damarrollc ds yemas axilares .

Se incubaron yvemas gxilares de papa con concentraciones de
ASA {10~~4, 10°-5, 107=-6, 10~=7, 10-8 M) y el testigo,
empleando medio B (CIP) de propagacién. Cada tratamiento tuvo 40
rapaticionas. El clon utilizado en este experimento fué el
750759. La evaluacién oel! experimento se efectud 35 dlas cespubds
de incubadas las yemaes. Los pardmetros evaluados fueron: longlitud
dal tallo mas largo, peso fresco (estos datos se evaluaron
estadisticamente con un analisies de varianza y la prueba de

Duncan {prueba ode t Student modificacal), supervivencia y ralz.

8 Ver apendics.
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3.1.1 Experimento 1.1

Cultivo de plantas en medio B (CIP), previaments incubadas

con ASA,

Las plantas incubadas en &l axperimento 1.0 se subcultivaron
en medio fresco (medio B (CIP)) sin ASA y con 0.40 ppm de GA3
incluyando al testigo, se evalud a3 los IS5 dlas oe incubacidbn. Los
parametros evaluados fueron: longitud del tallo, peso fresco
(esStos datos se evaluaron con un andlisis de varianza v la prusba
de Duncan), supervivencia, ndmero de brotes axilares, nimero de

brotes de novo y raiz.

3.2 Exparimanto 2.0

Efecto oe diferentes concentraciones oe ASA empleando madio

F (CIP) en el dasarrolloc de yemas axilares.

Se incubaron vemas axilares de papa con S concentracionass
de ASA (lv~-4, 107°=5, 10~-4, 10"-7, 107-B M) vy el testigo en
medio F (CIP) de opropagacién, con 40 repeticiones por
tratamiento. El clon utilizado en este experimento fub el 750759,
La evaluacidn cdel experimento se hizd 35 dlas despubs de la
tncubacibn de las  yemas, los parsmetros evaluados fueron:
longitud del tallo, peso fresco (estos datos se evaluaron con un
analisis de varianza. vy la prueba de Duncan), supervivencia,

nimerc de brotes de povo. ndmero de tubérculos y ralz.
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3.2.1 Experimento 2.1

Cultivo o8 plantas sn madic F (CIP), previassnte incubaCas

an  ABA.

Las plantas incubadas en el experimentn 2.0 <@ subcultivaron
en medio freaco F ICIP) sin ASA incluyendoc al testigo, este
axparimentc se evalud a lae 35 dias de incubadas las plantas.

Los pardmetros evalualos fueron: pesp fresco. langitud del tallo
(estos  datoe &e evaluaron estadlsticamente con un analisis de
varianza y la prueba de Ouncan!, supervivencia, nimarp de brotes

de novo, namaro de tubbrculos v rale.

3.3 Exparimente 3.0

Efecto de diferentss medios 08 cultivo an al desarrollic de
axplantes de 8. gtubarasum previamenta incubados en ABA 107~5 vy

10°=6 M.

Se incubaron yemas axilares de papa con 2 concentraciones
giferentas des ASA (10~~5 vy 107-6 M!, empleands los medios de
cultivo MSm, WH, MM, G, v PG durante 35 dlas (fase l). Para cada
medio de cultivo se tuve un testige sin ASA, Se hicieron 20
repeticionas por tratamiento. El clon empleaco en este
exper imanto fubk el 7S0785.

Las plantas incubadas e@n ASA 103 y 10"-6 M en difarentes
medios de cultivo (fase 1) se subcultivaron sin ASA en el miemo
medio de orocedencia incluvendo al testigo (fase 1I), A los 35

dias de incubado, se evalud este exparinents., Los pardagtros
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evaluados fueron: longitud del tallo, peso fresco, nimerc de
brotes de novo (estos datos se evaludron con un andlisis de

varianza v la prueba de Duncan), supervivencia v ralz.

3.4 Experimanto 4.0

Mantenimiento de germoplasma de pape in yitrg espleando

salicilatos.

8@ incubaron vemas axilares de §. tubsrosum en Jdiferantes
concentraciones de ASA (10"-4, 107=%5 y 107=6 M) vy @l testigo. La
concentraci&én de ASA 10°-4 M se probd en los clones 750759 vy
676087 con 20 repeticiones por iratamiento durante 7 meses.

Las concentraciones d® RSA JU°~5 y 107-6 M s8 probaron en
vyemas axilares oe 7 clones de papa diferaeantes (750489, &76002,
&£76087, 750658, 750783, 750759 y 771836) con 20 repmticionas por
tratamiento durante 10 maeses.

En este experimento s@ usd el medio C (CIP) recomendado para

mantener Banco de Garmaplasma in vitro como medio testigo, en los

tratami@ntos 68 sustituy® @l manitol por ASA., Ge realizandose
observaciones mensuales. Los pardmetros evaluados fueron: peso
fresco. longitud del tallo mds largo (estos datos se@ evaluaron
con un andlisis de varianza y la prueba de Duncan} Y

supervivancia,
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3.4.1 Experimanto 4.1

Cultivo ce plantas sn medio B (CIP} previamente incubadas en

ABA 10~-4 M bafo congiciones del Banco de germoplasma in vitrg.

Las plsntas que se 1ncubaron en &l Banco de Germoplssma con
una conceEptracidn ce ASR I0-4 M v el testigo. 69 subcultivaron
en msdio B (CiF) de propagaci16n sin ABA. Este experimento se
evaluo despues ge 40 dias de ircubacion. Los parametros evaluados
fueron: lorngttuo def tallo. peso fresco. numero de brotes de novo
|€6tD6 CstO6 56 Evaluaron con un analicis de varianza v 13 prusbs

de Duncan) v supervivencias.

3.5 Experimento 8

Induetion de tubsrizacidn in vitro emplesando salicilatos.

Se incubaron vemas oe S. tuberosum del clon 750759 en un
matrsz Erlenmever ae 250 ml con 20 m]l oe medic M5 moaificado
tEspingz?, comunicacidn personsl i964! oue contiene;: Sales MS +
psntotanato g2 cslcio 2 opm + sacarcsa 3%, desoués ge 4 semanas
&€ subGuUltivaron i0s tallos icor 3 o S vemas axllares, sin raices
v o510 sema apieal).  Los tallos se suocultivaron & mecio T (TIP)
ge tuperi1zacibdn em LubcE Os ens3ve con bDuentes de papel Filwro.
por 45 dtas., Se sustituvo el CCC oor ASA 10°=5 v 1O'~60 M en los
tratamyentos, Cada tratamiento twuvo &0 reoeticliones. Los
parametros oue se avaluaraon fueron, ntmero de tuberculos Dpor
tratamiento vy peso total de los tuberculos por tratamiento v

supervivencia.



IV. REBULTADOS

Experimento 1.0

Efectn de difersntes concentraciones de AGA smpleando medio

8 (C1P) en el casarrollo o8 vemas axilares .

La superviverzia no se v10 afecrtada en nipoun  tratamiento
ercepto en la concentracidn mds alta donde disminuvo con
respecto al testigo (Cuadro 4.1). La lorgitud de los tallos fue
diferente en todos 106 tratamientos como lo indica el analisis de
varianza (fpendics Tabla A.1 Cuadre 4.1, Fi1g 1), s1n embargo en
la orueba de Duncan tt Student multiole) solo el tratamiento de
&3 10°~-4 M mostrd diferencias s10nificativas con  regpecto 3
tocos los Tratamientos, si18noo 8l que maver inhibicidn de
iongitud de t3lio presentn. {(Cuaaro 4.1, Apendice Tabla A.l.
fiaura 1), El p2so fresco fue muy nNOMEGENEO Par3d tecoos  los
ti'atamientos como lo indica el amalisis de varianza v la pruebs
de Durncan ( pryeba de t modificads), tCuadro 4.1. Apendice Tabla
A.1}. Solo hubo 1nhibici1dn del crecimiento de la ralz en el

tratamiento de 10 -4 ™ (Cuagro 4.2}



Experimento .1

Cultivo de plantas en medio B (C1P), previamente incubadas an
ABA.

El porcentaje oe supervivencia en aste experimento solo
disminuvd @n las plantas que estuvieron greviamente incubadas en
ASA 10"-4 M con respecto al testigo (cuadro 4.3)., La longitud de
los tallos siguid una ligera tendencia a i1ncrementarsa al
aumentar la concentracidén de ASA en el cual estuvieron
previamente incubadas (Cuadro 4.3, Fig 2). Sin embargo sn al
analisis dqae varianza y la prueba de Duncan estas diferancias no
fueron significativas. (Cuadro 4.3. Acendice Tabla A.}$). Con
respacto al peso fresco, este no mostrd diferencias
si1gnificativas entre los tratamientos y al testigo, como se

-observa en los analisis estadisticos (Cuadro 4.3, Apendice Tabla
A.1), No hubo 1nnibici1dn de la ral2 en ningun tratamiento excepto
an el tratamiento de 10"-4 M (Cuadro 4.2). £n este experimento se
observd desarrollo de brotes axilares en todos los tratamientos
con ASA an un 100%, en el testigo solo el 34% de los explantes
presentaron desarrollo de brotes axilares (Cuadro 4.2, Fig 3).
Hubc formacibn de brotes de nove en tedos las tratamientos, el
testigo y 1los explantes incubades en ASA 10°-4 M oresentaron
promadio muy parecido de +formaci® de brotas ,1 brote pOr
explante, mientras que 10§ Otros tratamientos presantaron 3
brotes en prom@dio por explante, En todos los tratamientos, [}
porcentaje de explantes que prasentaron brotacidn fue menor del
SV%. los explantes i1ncubados en ASA 10°-5 M presentd el mayor

porcentaje de explantes con brotes. (Cuadro 4.3, Fig 4).
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CUADRD 4.1

Supervivenc:

a.

peso fresco v

la tncubacion in vitro de

longitud cei tallo
vemas axilares de

ce
s.

tuberosum en medio B (CIP) v ASA ourante 35 dias.
Tratamiento|% de su- |X peso X long del |% de inhi-
pervivan-| frasco tallo bicién en

ASA M cia. (a * e.s.) {cm * e.s.)felongacion.
Testigo S 5653 * .0535 8.79 £ .90 0.00
ASA 10~-8 95 4792 = L0973 4,52 ¢ .92 S5.63
ASA tu -7 100 L4910 = 0447 4,10 * .81 14.40
ASA 10"=-4 95 .8528 = .1018 4.28 = .93 15.03
ABA 10°-3 10U .48689 = .1089 4.27 = .87 10.80
ABA 107-4 8v .4329 = 1059 3.6 2 .93 34.02

X Promedio.
% Porcentaje
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CUADRD 4.2

Supervivencia. namero de explantes con brotes v ralz,
de vemas axilares de S.tuberosum cultivadas in vitro

an prasencia de ASA v medio 8 durante 35 cias {(fase }).
Y subcultivadas a medio B sin ASA por 35 dias (fase

11), Los datos son de 40 repeticiones por tratamiento.

Fase 1 Fase 2
No. de Raiz No. de Raiz

Tratamiento {se/so lbrotes por se/so.jbrotes por

ASA M [} explante LN ] explante L
Testiqgo 40/38 0 3 38/40 2 3
ASA L0 -8 (40/38 0 3 35/36 6 3
ASA 1O~~7 a0s4v 5] 3 40/34 & 2
ASA (07-6 40/38 Q 3 38/34 i0 3
ASA 10™-5 40740 ¥] 3 40/34 14 2
ASA 10~-a a40/32 s} H 32/24 15 2

¥Sa/So. Numereo de explantes sembrados/numerc de explantes
supervivientes.

$'Medida convencional tomada para +ines de este trabajo donde:
O:Representa nada de raices.

l:Representa unas cuantas raices (g | 8 5 mas 0 mencs!.
Z2iRepresenta cantidad mediana de raices (mas o menos la mitad del
medio de cultivo cubierta de raices).,

SiRepresenta muchas raices. (El medio de cultive cubisrto de
raices)
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CUADRO 4.3

Supervivencia.

pesc fresco,

lonpituo del tallo, brotes

ge novo, v brotes axilares del subcultivo de explantes
de §. tuberosum a medio 8 (CIP) oor 35 oias,
oreviamente incubadas en ASA.
Tratamien|% de X oeso X long K de |% de ex=[{X ca |% de ex-
to due pro|supdr-{fresco del brotes|plantes |[brotas|plantes
cedancia.|viven-{(g * e.s) talle p/ex- |c/brotes{axila-jc/brotes
ASA M [eia. (cmee.s)iplante|de novo |res. axilares
Testigo 78 .766B2 .0247|4.8: .98 1.0 5.20 4,2 44
ASA 10™-8) 94 L6496% ,055914.5¢ .95] 3.0 | 16.50 S.6 100
ASA 10~-7{ BS .B86742 ,0635)5.2¢ 1.3] 3.0 | 17.64 B.1 100
ASA 10"-s]| BY 75132 .027635.12 1.1 2.6 29.41 5.4 100
ASA 10-%| BS .7582¢ .0177(5.2* 1.1 3.7 41.10 7.7 100
ASA 10-4] &3 .6434r ,0502(15.3* 1.0 1.0 15,862 9.2 100
X Promedio

% Porcentaje.

47




{an)
6 fe
T
W- -
s T \ [
S \
_:<f 4Tl
g ' 1 l
: A S
[l 3 |-
Z
-
=
de
2 =
1 |-
L 1 A 1 1 i
0 10'8 10 10'6 107 w"’(n)
CONCENTRACION DE ASA
FIGURA 1

Efecto ocel ASA en la elongacibn de tallos de §S. tuberosum
cultivados in yitro en medio de cultivo B (CIP) por 35 dias (fase
1), Los datos son el promedio de 40 repeticiones por tratamiento
(+ erros estangar).
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FIGURA 2

Efecto del ASA en la elongacidn de tallos de S. tuberosum
cultivagos 1n vitro en medio B (CIP) por 35 dlas (fase 1) vy
subcultivados en medio B (CIP) 8in ASA por 35 dlas (fase I11). Los
datos son el promedio de 40 repaticiones por tratamiento {; error
estandar).
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FIGURA 3

Porcentaje de explantes con brotes axilares de §. tuberosum
previamente incubados en ABA por 35 dlas (fase 1, Yy

subcultivados en ausencia de ASA en medio B (CIP) por 35 clas.

(fase ll}. Los datos son de 40 repeticiones por tratamiento.
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FIGURR 4

Porcentaje de explantes con brotes de novo de §S. tuberosum,
previamente incubados en ASA vy medio de cultive B (CIP) por 35
adlas v subcultivados a medic B (CIP) sin ASA oor 35 dlas. Los
datos san de 40 repetitiones por tratamiento.
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Experimento 2.0

Efecto de diferenten concentracionss de ASA empleando medio

F (CIP) en @] desarrcllo os vamas axilar

[ B

L3 sSuDEervivencia ge i0s evolantes en este experimento ND se
vi&  afectads en  mangln tratemiento con rescectto 2l testigo
Cuamro 4,431, Con respecto al peso fresco el analisis
€stadlstico MmMOEtrd aue No hav diferenclads signlflcativas entrg
ins tratamientos. 510 empardo la oruebe de Duncen 1nQ1ce gue 1os
tratamientos de (07—« v Q-5 M g1 mostraren diferenti1ss
sighificativas con respectd s los otros tratamientos. en  &stos
tratamientos s8 oObservé el menor pesu fresco (Cuadro 4,4,

fpengice fapla A.2). Con respecto a la lonogituo del tallo ésta

mostrs di1verenclas altamente sianificativas entre ios
tratamientos como io 1ndican las oruebas estadisticas” (Apendice
Tabla A.2). se observd acemds oue la longitud disminuve conforme

se 3uments ls concentracibn oe ASA en el meci1o de cultive (Cuaacro
4,4', Se opservd 1mnmidIC1ON en 8l crecimiento de la ralz en todos
los tratamientos, 2 1nclusive en el testigo (Cuadra +4.3). 3e
ooservd formacidbn de tub&rculos en todos los tratamientos con
“3%, en &) testiuo no hubo formaci1én de tubérculos {cuadro 4.4),
Las plantas de togcos los tratamientds tuvieron poco cracimiento

A0emads de presentar Clorosis.

w
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Experisanto 2.1

Cultivo de plantas sn medio F (CIP) previamente tncubﬂdac an

ABA,

f

La supervivencla no &8 vibd afectada en ningln tratamiento
con respecto al testigo (Cuadro 4.6). La longitud cel tallo
mostro diferencias altamente significativas entre los
tratamientos comog lo indican las pruebas estadlisticas (Apendice
Tabla A.2)., con base al promedio obtenido de la longitud del
tallo. observamos Qnue los tratmientos incubados en ASA |0°-4 vy
10°«3 presantaron una clara tendencia a disminuir la longitud,
€Qn respecte a los otros tratamientos v @l testigo (Cuadro 4.6,
El peso fresco tamoién mostrd diferencias altamente
stanificativas entre los tratamientos, pero con base al promedio
de &stos. se oObserva Qque no siguen ningdn patrén e dosis-
raspuesta (Apendice Tabla A.2 Cuadro 4.6&). HubB completa
inhibici1bn del desarrollo de la ralz en todos los tratamientos
(Cuadro 4.5)., £1 numero de plantas brotadas fue muy bajo, (Cuadro
4.5, Fig 5). En este experimento la respuesta mds clara fue el
desarrollo de tubérculos en los explantes que sstuvieron
previamente 1ncubadas en ASA (Cuadro 4.4, Fig S}, alcanzando
hasta un ©82% de explantes con tublrculos en las. plantas

previamante incubadas en ASA 10~~4 M (Cuadro 4.4, Fig 6).
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CUADRO 4.4

Supervivencia, peso fresco, longi tud del
tallo.brotacién de novo v tubbdrculos de la incubacidn
in vitro ce vemas axtlares de S. tuberosum en mecio F
(CIP) v ASA aurante 35 aias,

Tratamienta [% de su~|X peso X long del |No. de % de
perviven] fresco talle axplan- |explantes
ASA M cia 1o % e.s) (cm ¢+ e.s) [tes con [tuberizados
tubercu-~
los.
qutiqo B3 L4695 > .0128)4.1 2 0.98 ] 0.0
ASA 10~-8 ?0 «3279 2 .0984(13.2 = 0.90 3 8.3
ASA 10~-7 85 .4087 = .0746(7.4 = 0,88 9 _ 26.0
ASA 10"=6 100 6386 ¢ .0B9017.4 = 0,89 9 22,5
ASA 10"-5 5 .2841 * .0763]2.2 * 0.949 10 26,3
ASA 10™-4 100 1795 * .026312.0  0.7%] 10 25,0

X Promeoio.
% Porcentaja.
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CUADRO 4.5

Numero de explantes con brotes, numero de olantas con
tuberculos, sopervivencla v raiz oe vemas axilares de
y medio F,(fase 1) vy subcultivadas a medio F sin ASA
(fage 1), Log datos son de 40 repeticiones por
tratamiento.

Fase 1 Fase 2
Sa/so|No. de |No. de fRaiz|se/so |[No. ce | No.de JRai:z

Tratamiento explan-|explan- explan-|explan-

] tes c/ ftes c/ | o ] tes c/ |tes c/ LI

ASA M brotes. | tuber. srotes. | tubsr.

Tastigo 40/34 [V [} 1 |34/30 S V] ]
ASA 10°-8 40/386 0 2 0 |36734 S 1o 0
ASA 10"-7 40/24 0 9 1 }134/32 [ 18 (4]
ASA 107-6 40/40 [+] 9 0 |40/34 3 24 1
ASA 10"-5 40/38 ] 10 1 |38/38 4 23 (s}
ASA  107-4 140/40 [¢] 10 ¢ }40/35 3 35

15e/50. Numero de oaxplantes sesbrades/numert o0& explantes

supervivientes,

8*Mgdida convencional tomada para fines de este trabajo dondes

U:Representa nada de raices.
l:Repressnta unas cuantas raices (de | a8 5 mas o menos).

2:Representa cantigac mediana de raices (mds o menos la mitad del

medio de cultivo cubierta de raices).

J:Representa muchas raices, (El m@dio de cultivo cubierto de

raices)
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CUADROD 4.6

Supervivencia. pesc fresca, longitud del

brotacibn v tublrculos gel subcultivo oe axplantes
S. tuberpsum a medio F (CIP) por 395 dias praviamente

1ncubados en ASA.

tallo,
de

% de X peso X long X de % de % de
Tratamien jsuper-}fresco del tallojexplaniexplan explan
ASA M viven-§(g £ 8.8} (cm za.6)|tes, tes. tes,c/
cia. c/bro-jc/bro-jtuber-
tes. tes. culos.
Testigo ea 9224 = L 406L]7.1 £ 1.3 2 16.6 0.0
ABA™"-B T4 6812 = ,0955(4.8 £ 0.9] 3 14,7 127.4
ASA"-7 94 58476 2 .0900]B.2 * 1.5] & 18.7 86.2
ABA™ -6 85 L9013 = ,120018.3 * 1.3} 2 8.8 70.5
ASA™-5 100 L4229 = .0522)13.3 * 0.8] 4 10.5 &0. 5
ASA™-4 a7 2944 = ,0228B]2.6 + 0.5) 3 8.5 82.8

X Promedio.
% FPocentaje.
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'FIGURA S

Nimero de explantes con brotes y nlmerc de explantes con
tubtrculos de 8. tubergsum previamente incubados en ASA y medic
oe cultivo F (CIP) por 35 dlas, y subcultivados sin ASA y medio F
(CIP) por 35 dias. LOS datos son d@ 40 repeticionres por tratamiento,
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FIGURA &

Parcenta je de explantes con tubdrculos de S. tubsrosum
previamente Iincubados en ASA y megio F (CIP) por 35 dlas. Los
datos son de 40 repeticiones por tratamimnto.
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Experimento 3.0

Efecto de diferentes medios oe cultivo sn @i desarrollo de
explantes de S. tubsrosum previamente incubados en ASA 10°-S5 y

107-6 M.

En @]l medio G (CIP) y PG ia supervivencia disminuyd conforme
se aumento la concentracidén de ASA en el cual estuvieron
previamente jncubados los explantes (fase I sin ASA). En el maedio
WH la supervivencia no se vib afectada con respecto al testigo.
En 21 medic MM la supervivencia disminuyd en plantas previamente
incubadas en ASA 10"=-6 M v en el medio MSm en ASA 1U"-5 M (Cuadro
4.7). La longitud oe los tallos en los tratamientos de los medios
W, © (CIP), v M5m no mostraron diferencias significativas como
s@ observa en 2! andlisis de varianza (Apendice Tabla A.3). En
los tratamientos de los medios PG v MM 81 hubo diferencias
significativas de la lonqituod, sin embargo, 1la prusba de Duncan
(t Student modificada) indichd que en el meoi1o MM, el tratamiento
previamente incubados en ASA l0"-6 ™M mostrd diferencias
significativas con respacta al testigo. En el casc del medio PG
solo el tratamiento previamente incubado en ASA 10°-5 M opresentd
dgi1ferencias con respecto al otro tratamiento v el testigo
{Apendice Tabla A.3 Cuadro 4.7 Fig. 7), la longitud entre los
tratamientos de los medios si mostrd diferencias (Cuadro 4.7 Fig.
7}'. E) peso fresco solo mostrd diferencias significativas en los
tratamientos incubagos en el medio PG, pero sole en el
tratamiento previamente incubaoo en ASA 107=s8 M mostrd
difarancias significativas con respecto al ' tratamento

previament® incubado en ASA 10™-5 M v el testigo, en todos los

S9



otros tratamientos NO hubo . diferencias significativas como lo
tndican  las oruebas estaditicas (Apendice Tabla A.3). El peso
fresco entre los medios de cultivo 6i moetrd diferencias egtri'sx
(Cuadro 4.7 Fig Bl. En los madios PG, WH, MEBEm vy G (CIP) &e
presantd orotacion de povo (Cuadgro 4.7, fig 9. En los
tratamientos Oe los medios WH v G el oromedio de brotes opor
e<plante fue muy bajo v no mostrd Jditerencias signiticativas
entre los tratamientos como 6e observa @n €l analisls de varianza
{Apendice Tabla A.3 Cuadro 4.7 Fig. 9). En el mecioc M5m el (00%
de 105 exclentes previamente incubados en AGA v el tastigo
tuvieron brotacion de neve (Cuadro 3.7). En el medic PG el 100%
ae los axplantes oreviamente 1ncubados en ASA Dpresentaron
protacion, mientras ocue en el testiao solo el 50% de explantes
presento Dbrotacion (Cuadro 4.7}, en amoos medios si1 hubo
diferengi1as significativas entre las tratamiento comp lo indican
las pruebas estasisticas (Avandice Tabla A.3), en asto; madics se
presant® el mavor promedio de brotacibn por explante. con
respecto 5 los otres medios (Cuadro 4.7 Fig 7). En €1 megio MM
solo el 10% de explantes presentaron brotacibn de novo en el
tratamiento con ASA 10"-6 M (Cuadro 4.7 Fi1g 9}, En ®i1 medio G
fClP) el porcentaje oe explantes brotados fue mavor en los
tratamientos con ASA (Cuadro 4.7}, En gl medico WH el tratamiento
de AE5A (0"-5 M pesentd menor porcentaje de brotacidn con respecto
al testigo v ASA 10-3 (Cuaoro 4.7). Con reespecto 3 la ratz. esta
solo e6e inhibic en los tratamientos v el testice del medio MM

(Cuadro 4.,8?,
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CUADRD 4.7

Supervivencia,

brotacién

del

peso fresco,
subcultivo de explantes de §. tuberogsum

longitud del

tallo v

a ociferentes madios oe cultivo oor 35 dias,

previamente incubados en ASA ourante 35 gias.

Trat. de |{mecio |4 ae X peso X long aal | % oe bro-{% ow
proceden- de |supervi-]fresco tallo tes de no-lexplan
cia con |subculivencia. i@ = @ .8) jicme e.8) vo por ex-|tes c/
ASA, M tivo.” plante. brotes
Testigo. |G CIP T0 0.9794% 0,0316]12,33% {,03] 1,6 * 0,5] 16,6
ASA 10°-b6]G CIP 65 1.2144% 0,0878J13.05* 1.06f 1.5 * 0.3} &1.0
ASA 10+-5]6 CIP 65 0.5480¢ 0.0209{13.12¢ 1.50] 1.5 £ 0.5| 4s.0
Testigo. (PG 70 3.7586% 0.8815012.152 1,758 5.5 £ 1.0} 50.0
ABA 10"-6|PG 75 4,6978% 0.9977}11.752 1.60§11.7 £ 1.51100,0
ASA 10~~5]PG 65 3.3953¢ 0.9679{ 7.80% 1.00) 8.5 £ 1.5{100,0
Testigo. (MM -] 0.5489% 0.0742] 8.33= 1.086f V.0 = 0,0 0.0
ASA 10*-b MM 50 0,7295% 0.1099116,07¢ 1,70]_2.0 = |.,0f 10,0
ASA 10°-5iMM &0 1.1706% 0.1622{11.412 1,05] 0.0 £ 0.0 0.0
Testiao. |Wh 55 0.20262 0.0384] 7.68* 0.99] 4.7 £ |,1{ 60,0
ASA 10" ~&{WH as C.6817+ 0.08485]1 7.052 1.00) 5.0 ¢t 1.0] 41.0
ASA 10~-5]uWH 160 0.3212¢ 0.0182) 9.56% 1.40{ 3.5 * 0.8} &0.0
Testiqo. JMSm 75 4.0093% ,9485}10.432 1.40] 5.50% },.3§100.0
ASA 10U*-H1M8m 8o 5.7972%  .800&6§12.46% 2.76111,562 2.0]100.0
ASA - 10™=5]MSm 70 3.3026% .4438}12.83% 2,85[10.50¢ 2.6{100.,0

% Promedio,

% Porcaenta)e.
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CUADRD 4.8

Supérvivencia, brotes v raiz v sup@rvivencia de vamnas ! ~
axilares de §. tuperosum previamente incubadas en ASA

en difersentes medios oe cultivo. Los datos son de 20
rapeticiones por tratamiento.

Mecio |se/so No de Raiz
Tratamiento |de cul % explantes| »’

tivo c/brotés
Testigo o] 20718 3 1
ASA 107-b G 20/13 e 3
ASA LU~ G 20713 & 3
Testigo PG 20/16 9 3
ASA 10"-6 PG 20/15 15 3
ASA 10"-5 PG 20/13 16 3
Testiqo MM 20/12 V] 1
ASA 10™-6 MM 20/10 1 i
AsA 10~-5 | mm  jz2o/12 | o 1
Testigo ™MS 20715 15

ASA 107-6 Ms 20718 16

ASA 10°=5 MS 20/14 14

Testigo WH 20/11 4

ASA 10"-6 WH 20/17 7

H W NN NN

ASA 10~-5 WH 20/20 12

1Se/So. Numero de explantes sembradas/numeroc de explantes
supervivientes.

¢’'Medida convencional tomada para fines de este trabajo donde:
¢:Representa nada de raices.

i:Representa unas cuantas raijces (de | a § mids o menos).
2:Representa canticad maediana de raices (mas o mendos la mitaa del
medio da cultivo cubierta de raicas).

J:Representa muchas raices. (El medio de cultivo cubierto de
raices)
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FIGURA 7

Langitud oe tallos de explantes ce §. tuberosum opreviamente

oor 353 dlas v subcultivados sin ASA en diferantes medios Oe
cultivo durante 35 dias. LOS datos son el oromedio de 20
repeticiones por tratamiento.
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FIGURA 8

Paso fresco ce explantes de S. tuberosum previamente incubados en
ASA 107-6 v 10°-5 M en diferentes medios de cultivo por 35 dlas y
subcultivados ®min ASA y diferentes medios de cultivo durante 35
dias. Los datos son @l oromedio de 20 repeticiones por
tratamientno.
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FIGURA 9

Promedio ce brotes de noyo desarrollados por explantes de 8.
tubsrosum previamente incubados con ASA en diferentes medios de
cultivo por 35 dlas, v subcultivados sin ASA en diferentes medios
de cultivoe por 35 dlas. Los datos son el promedio de 20
rapeticiones por tratamiento.



Experimento 4,0

Mantenimiento de germoplasma Jde papa {in vitro empleando

salicilatos.

Los tratamiento con ASA fueron letales oara ninguno de los
7 clonas empleados (Cuadro 4.9). Las plantas tratadas con ASA
107-3 vy 10"-6 M mostraron clara tendencia hacia una mavor
longitud v peso fresco con respacto al testigo en loe 7 clones
(Cuadro 4.9). tas diferencias entre los tratamientos con ASA v
los testigos en la longitud de los tallos fus altamente
significativa, como 1o muestran las pruebas astaglisticas
(Apendice Tabla A.5). En el caso del pese fresco solo el clon
750783 no prasentd diferencias significativas entre sus
trazamiéntosa el clan 771836 presento diferencias significativas
entre sus tratamientos, mientras gue los otros clones Bresent.ron
diferencias altamente significativas entre los tratamjentos v los
testigos (Apendice Tabla A,D Cuadro 4.9}, Los tratamientos con
ASA 10"~4 en los 2 clones empleados no mostrarcon diferencias
significativas en la elongacidn de los tallos y el peso fresco,
como los muestran las pruebas estadlsticas (Apendice Yabla A.6

Cuadro 5.0},
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Experimanto 4.1

Cultivo de plantas en medio B (CIP) previamente incubadas en

ABA 10"=4 M, bajo condiciones del Banco ce Germoplagma.

La supervivencia no se vid afectada en ningdn tratamiento de
los 2 clones empleados con respecto al testigo (Cuadro S.l). La
longitud vy el pesoc fresco en el clon 676087 no mostraron
agiferencias significativas entre el tratamiento vy @] testigo como
se observa en el andlisis de varianza (Apendice Tabla A.7). En el
clon 750759 1los valores de longitud del tallo v peso fresco
mostraron difarencias significativas entre el tratamiento vy el
testigo como lo muestra el analisis de varianza (Apandice Tapla
A.7). El nbmero de explantes con brotes., asi comoc el procentaje
de explantes con brotes fue ligaramente mayor en los
tratamientos previamente incubados en ASA que en los testigos en
los dos <clones (Cuadro S.1 y 5.2, Fig 10)., En al andlisis
astadistico se muestra que si hubo diferencias significativas en
el numero de brotes por explante entre @l tratamiento v el
testigoc de ambos clonas (Apendice Tabla A.7). No hubo inhibicidn
en la ralz en mingun tratamiento Cuadro 5.2). Las plantas
provenientes oe l1os tectigos tuvieron mayor vigor con respecto a
las plantas provenientes de ASA v ce observd una tendencia a wun

mayor nAmero de nudos axilaraes por tallo.
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CUADRO 4.9

Lonoitud del tallo. oeso
explantes de 7 clones de §.

fresco v

supervivencla
tuberasum, incubados

en ASA durante 10 meses bajo condiciones da Banco
Germoplasma in vitro.

TRATAMIENTO TESTIGO

% de X de peso X de long
Clon supervi} frasco del talle

vencia.l(o 2 e.s.) (cm t @.8)
750489 100 .1148 = ,0231 2.5 * 0,30
674087 95 1743 ¢ ,0294 13.5 & 0.75
&76002 100 2598 = ,0345 2.8 * 0.75
7250658 90 2214 * ,0221 3.5 £ 0,95
750783 95 .5470 * 0467 4.0 2 1,00
750759 100 L3097 & .0972 |3.3 £ 0.95
771836 as .2217 * .07687 2.8 * 0.98

TRATAMIENTO ASA 10~-&6 M

% de X ce peso X de long
Cton suparvi| fresco gel tallo

vencia.j(gr * e.s) (cm % e.g)
750489 95 0.6400* .1010 {12.3 = 1.689
&76087 100 0.60722 0994 15.6 = 2.00
676002 S0 1.9773x .4371 15.1 = 1.81
750658 100 1.3870* ,2168 17,1 = 2,99
750783 100 0.836%9x .1784 ([l6.5 = 1.76
750735% 95 0.7933+ ,0499 (13.8 = 2.00
771836 90 1.0731¢ ,2789 [13,7 £+ 2,50

TRATAMIENTO ASA (0-0 M

% de ; de peso ; de long
Clon supervi | fresco del tallo

vencia.](a * e.s) (cm * @.8)
750489 95 0.6416% ,0459 11.0 = 2.0
676087 95 0.,6333¢ ,0378 }12.8 = 2,5
6746002 90 1,1455% ,1468 12,4 ¢ 1.6
750658 100 0.9843% ,0513 |13.6 * 2.4
750783 8s 0.7104x .0741 15s.8 = 2.5
750759 0 0.6642% 0921 [14.3 * 2.6
771836 B8O 0.6844r ,0403 {13.8 * 3.0

X Promeoio, % Porcentaje.
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CUADRO S.0

Longitud de tallo.

pesc fresco vy suparvivencia de los

explantes de ¢ clones de S.tuberosum incubados en ASA

durante 7 meses baje condiciones de banco de
Gormoplasma in vitro,
Clon tratami- % de X peso fresco X long
enta de super—{ (g = e.s; tallo
proceden- |viven- (cm * e.B)
cia. cia.
750759 |Testigo 90 22163 t ,0576 2.0 £ .5
750759 {ASA JO"-4 95 «297B 2 ,0678 3.0 t .6
675087 (Testigo %0 2748 ¢ 0146 3.0 ¢ .5
676087 |ASA 10 ~-4] 90 «3144 ¢ L0966 3.6 ¢ .5
CUADRO S.1
Sunorvivancia, longitua oe tallo. peso +fresco vy

brotacion, da explantes ce S. tubsrosum previanente

1ncubados en RSA en condiciones de Banco de
Germoplasma gdurante 7 meses, y subcultivadas a medio

MB durante 35 dias.

trata~ clon | % oelX Peso ¥ lang T dge bro- |% de
miento super | fresco tallo tes de explan
de proce- viven| (gr t e.s) {(cm * e.s)}novo por tes
dencia. cia. explante, |brota=-
ASA M dos.
Testigo 750759] B86.8].4443 * .1071|9.6 £ 1.50010.4 £ 2.1} 93.7
ASA 10°=4|750759] B9.4)}.4610 = ,0794)6.7 = 0,50] 6.8 * 1.8]100.0
Testiqo  [676087] 94.4).694% * .1176|B.% * 1.07f 9.6 * 1.6] B82.3
ASA 10"-4(676087]100 .6889 * .1061)6.1 t 1.50) 7.6 ¢ 2.5] 94.4

% Forciento.
X Promedio.
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CUADRD 5.2

Resultados de sobrevivencia., numero oe expiantes con
brotes v raiz de 2 clones de 5. tubsrosum, Draviamente
incubadas &n ASA durante 7 meses en condicionas de
Banco de Germoplasma. vy  subcultivacas & medio B
durante 35 dias, Los datos son de 20 repeticiones por
tratamento.

Tratamiantolclon (se/sc JNo de Raarz
de explantes
procedsncia. ] c/trotes .’
Testigo 75075%) 18716 | §=] 2
ASA 10"-4 75075%9]19/17 i7 2
Testigo 676087]118/17 1a 2
ASA 10"-4 M]1676087]18/18 L7 2

*Se/So. Numero da explantes sembrados/numgro de explantes
suparvivientes.

$'Madida convencional tomada para fines de este trabajo donde:
UsRepresenta nada de raices.

1:Reoresenta unas cuantas raices (de | a 5 més o menos),
2iRepresenta cantidad mediana de raices (mds o menps la mitad del
madio de cultivo cubierta de raices).

3iRepresenta muchas raices, (El medio de cultivo cubierto de
raices)
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CONCENTRACTON DE ASA
FIGURA 10

Porcentaje de explantes con brotes de novo de S. tuberosum
cultivados in vitro en medio C (CIP) y ASA 107-4 M bajo
condiciones de banco de germoplasma durante 7 neses
(Fase 1) y subcultivados a media B (CIP) sin ABA durante 35 dlas
(fase 11}, LOs resultados son de 20 repeticion@s por tratamiento.
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Experimanto 5

Induccitn de tuberizacidn {n vitrg espleando -nllcila%o..

La supervivencia no se vid afectada @n ningan tratamiento
con respacto al testigo (Cuadro S5.3). Raspecto al pesc fresco
total de los tubfrculos por tratamiento dste disminuyd casi a la
mitad en el tratamiento de ASA L0~-6 M con respecto al testigo
(Cuadro 5.3, Fig 11). Todos los explantes de los tratamientos con
ASA y el testigo presentaron tubérculos (Cuadro 5.3).

El numero total de tubérculos disminuyd ligeramente en los

tratamientos con ASA, siendo menor en el tratamiento 107-46 M

(Cuadro 5.3, Fig 127,
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CUADRG 5,3

%

Supervivencia, peso fresco y tub&rculos la induccion
de tuberizacion in vitro en vemas axilares de S,
tuberosum empleando ASA.

Trata- % de Peso No. total (% de exp.

miento. supervi=]| total de de tuber- |tuberizados

vencia tubsrculosjculos.

testigo 0 46,8845 31 {100

ASA 10™=6 95 3.5483 26 100

ASA 10"=5| 100 5.0881 30 100

Poreciento.
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FIGURA 1)

Feso total oe tubérculos oe explantes de 8. tuberosum incubados
en ASA vy medio T {(tuberizaci16n CIP} ourante 4¢3 dlas., tLos
datos son de 40 repeticiones por tratamiento.
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FIGURA 12

Numero total de tubdrculos por tratamiento de explantes de S.

tuberosum incubados en ASA en medio T (tuberizacidn CIP) durante

45 dlas . Los datos son de 40 repeticiones por tratamiento.
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V.0ISCUBION

El oapel de los salicilatos en la Ffisiologla éc los
vegetales no se ha esclarecido totalmente., pero se Sabe aue
participar en diversos procesos fisicl&gicos.

En esta investigacion se confirmaron las hipotesis
propuestas para este trabajo.

Este trobajo eE la continuacién de lo oropuesto por Lopez

(1987) en papita glera (Solanum cardiophyllum) empleande ASA

(acido acetil salicllico) para Sglanum tuberasum,

El experimento |,0 se h:zo con el objeto de conocer &i el
ASA tenta alotn etecto en el desarrollo de vemas axilares de S,
tuberosum (fase 1l). La longitud de los tallos fue le dnica
variable aue presentd giferencias sianificativas con respecto a
las otras variables evaluadas (Cuadro 4.}, Apendice Tabls A.l Fig
11, E]l exparimento [.] se hizo con el objetivo ge c;servar la
respuesta de los esplantes previamente i1ncubadas an ABA por 35
dias, al se9r subcultivadas a medio B (CIP) &1n ASA (fase [1), sin
Bmbargo, Aaundue no  hubo diferencias significativas entre los
tratamientos de longitud cdel tallo vy peso fresco (como 1o muestra
el analisis estadistico) (Apendice Tabla A.1), &8 Observd
formacién de brotes axilares en el 100% de los explantes
previamente l1ncubados en AGA, mientras gue en el testiqgo solo el
44% presento di1chos Drotes icuadro 4.3), Hubo brotacibn de novo
obteniendose 41.1% de explantes brotados con un promedio meximo

de 3.7 brotes, en explantes previamenta i1ncubados en ABA 107-% i

fCuadro 4,3). Lepez (1987) reporta oue abtuvd l00% oe explantes
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brotacos con un promedio de I3 brotes. en exlantes previamante
incubados en ASA 107-5 M, el medio de cultivo empleaco en ese

caso fue papité gUera MS modicado para §. Cc@ que

contenia 1AA v BAP como balances hormonales., mientrds que el
empleado en este @xperimento solo contenta GQS « Cabe mencionar
Que aungque los porcenta)es de brotacibn y promadio no fusron los
mismos. 6i Be obtuvo braotacidn v en ambos Casos el porcentaie v
promedio mas alto fue sn los tratamientos previaments incubados
en ABA 10°-5 M, Be observd una ligera tendencia a aumentar el
promedic Je brotes axilares 31 incrementarse la concentacion os
ABA (Cuadro 4.3), siendo esta la respuscts mds importante BN estl
fas@ del experimento v no la formacion de brotes de novo, Los
experimentos 2.0 v 2.1 se hiciaearon con 1Dé mismos objetivos que
el experimento {.0 v |.]l. en este caso empoleando otro medio de
propagacitn (medio de cultivo F de} GIP), En el experimento 2,V
ifase | con ABA). La lonuitud del tallo opresent® oiferancias
eignificativas entre los tratamientaos con respecto al testigco,
€l@ntc mengr en los explantes opreviamentes incubados en las
concentraciones mds altes de ASA (Apendice Table A.2. Cuadro
4.4). Este éfecta ®6 similar & lo reportado en otras G6peCiss,
en papita guera (Lepez, 1987}, en trigo (Largue-Gaavedra, 1973).
lenteja (Chou vy Patrick, 1976 v avena tkimura et al, 1[976). En
el experimento 2.1 (fase Il s=sin ASA) hubo diferencias
significativas entre log tratamientos en longitud de los tallo vy
peso fresco como lo muestra el analisis de varianza v la prueba
de Duncan (Apendice Tabla A.2) siendo menor en los explantes
praeviamente incubados en ASA 10"-4 v {U"-0 M, \Cuadro 4.67 Hubo

valores muv ba)os de explantes con brotacien de novo v Promedio
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de brotes por e@xplantes en todos los tratamiantos (Cuadro 4.6).

La respuvasta mds clars en este experimento fues cue en Imbes
fas®s hubo tuberizacion, an los explantes aque astu;icFon
incubados en ABA (fase 1) v en los explantes previamente
1ncubados en RS5A (fase 1) (Cuadro 4.6 F1g S v & )1 esta
resoueste nNo €8 comin bajo las condiciones v el medic cde cultivo
utilizados en este experimento. la tuberizacion in vitro se
obtiene aproximadamente sn 3 meses de incubdcibn (ver descripcibn
de ©xperimentos &n materiales v me@todos). eN e6te expwrimento
(fage 1 v I1) se obtuvo tuberizacién en 35 dlac en al medio de
propagacion rutinario,

Con los resultados obtenidcs @n 8&ste exparimento. se ObLsServo
que el efecto del ASA no desaparece al subcultivarse las olantas
a un medio sin ABA. westo coincide con lo propuesto por LOpEzZ vy
Carrillo (Turrialba; en prensa’ qQue cbeervaron un efecto del ASA
remanente ceme)ante a lo observado en la actividad Foé?atasa an
§. cardigphylium , estos autores sugleren gue ol salicilate
innibid la actividao fosfatasa mediante 1a i1nduccien ode wun
comple)o 1nhibider al cual es suceptible d@ ser active, aun
cuando la olanta va no esta en presencia del compuasto. De la
misma manera pudo actuar favoreciendo la tuberizecion, por otro
lado la tuperi1zacion se pudo favorecer por la Bencil amino
purina, \BAFP) gue 86 una hormona aue estimula la tumerizacion in
vitro {(Espinoza et al, 1984) aungue la concentracitn de BAP e&
manor en <@l medio F oue en el medio T, el BAP tambien pude
interactuar con @l ASA para favorecer la tuberizacitn en forma

s1n@rglstica.
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Con base en los resultados de estos exparimentos donde Se
usaron oy ferentes medios oe cultivo con las mismas
concentracionas de ABA., & decidid orobar las :ancantra:ioﬂoshec
10--6 v 107-5 M de ASA en los experimantos subsecusntes. En los
experimentos J.l v 2.1 &e obtuvo organocoenesis de brotes, el
objetivo en el experimento J fue optimizar esta respuesta. Se
probaron diferentes medios oe cultivo buscando gue la interaccién
hormonal en la fase Il favoreciera la brotacion., Oe los
experi1mentos anteriores 66 OoObservo gue el clon empleado €e
comporte en forma distinta dependiendo del medio de cultivo en el
gue se incube. Por ejemplo, en el experimento 3 fase [ en el
medio MM hubo +prmacien de callos en los tratamientos incubados
con ASA v en ol medio WH., las raices presentaran una apari&ancia
diferente a todos 105 OLtros tratamientos, MUY Qruesads ¥y COrtas,
tada oplanta tenta de & a 3 raices. En el experimentd 2.0 v 2.1
las plantas presentaron clorosis v fueron menos vigerosas que
las plantas del! exparimento 1.0 v 1.1,

R En este experimento se observé formacidn de brotes de novo
en los medios PG, MSm. WH v G (CIP) (Cuadro 4.7 Fig 9). perc
s0lo los explantes incubados @1 los madios PG v MM tuvieren
diferencias eignificativas entre los tratamientos v el testigo,
\Apendice Tabla A.4. Cuadro 4.5 Fio 9). En los tratamentos de
los medios MSm v PG previamente i1ncubados an ASA 10"-5 M hubo un
1O0Y% de explantes brotadoc: el oromedio de brotes por explante
(11.75 oparas el medio PG v 1.4 opara el medio Hem) fue muy
similar entre dichos medios. obteniendose valores cercanos a los
reportados parse B. cardiophvllum (Lorez. 1787},

Conslderando los meeios de cultivo empleandos an los

7 ESTR TESS B3 pror
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experimantos L.0. 2.0 v 3.0, 8 obgerva que la i1nduccien para la
formacion de brotes va a depender del Mmedio de Cultivo en @l que
SE& 1ncubaron las vemas axilares. Posiblemente tambien @l ;st?as
causado por el ASA (en la fase 1) pudo desencadenar una induccitn
) de brotacidn. i3 cual se manifesto dependiendo de e] balance

normonal gue se encontro en la fase ] (sin ABA),

De acuerdo a las caracteristicas morfolbgicas de los brotes
desarrallados en los medios MEm v PG &8 podrian utilizar dentro
de un esguema de produccion de semilla de papa. Ge recomiends en

Bste traba)o emplear el madio M5m o PG para @l clon 750759.

El medio MSm v PG favorece la produccién de explantes para
micropropagacidn. siemora de microesquejes en camas de
invernadero para la produci1én de tubéculos o plantas madraes para

thcnicas de multiplicacion acelerads.

Con base &n lo obeervado @n lpos experimentos 1.0, 1.1, 2.0,
2.0 y 3.0 s@ confirmaron las hipbtesis respecto & la inhibicibn
del crecimiento ® induccion de procesos morfogeneticos.

En este trabajo se pone de manitiesto que el ASA ge alguna
forma esta afectando 13 fisiologia de la planta, aun cuando esta
va no 66 encuentra en presencia del comouasto.

Con bae® en 1os resultados mencionados, loe efectos del ASA
en la 1nhibicion del crecimientc laxperimentos 1.0, 2.0 v 3.0) v
formacién de brotes de novo (experimento 3.0). se podrian
explicar con la hipbtesis de cue el ASA puada-intarvanir en la
actividag enzimatica (Lee v Skooa., 196%: Johri, 1978). Cuando

hav 1nhibici1&n del crecimiento ouede haber enzimas que degradan
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O 1nactivan 3 las auxinas endbogenas.

Lee v Skooag (1965) encontraron oue el ABA indujo brotes en
callos de tabaco. Concluyen que los derivados hxdrcxibaﬁzoitus
contribuveron a !a formacion de brotes en presencia de AlA vy
cinetina. esto coincide con los observado en el experimento 3.0
en @l cual hubo formacion ce brotes en el medio PG vy MEm, estos
megios contentan 86t06 balances hormonales en diferentes
concentraciones. Los derivacos +enblicos aceleran la destruccion
del AlA, vy esto favorece la acumulacidn de citocininas con o
cual pudo haber favorecido la brotacian.

El medio F y MM contenian ANA (ecido naftalen aceticol). el
medio F en muy baja concentracitn v @l medio MM muy alta, sin
embarga, los eaxplantes incubados en e} medio MM no presentaron
brotscion v los explantes i1ncubados en el medio F presentaron
valares muy bajos de brotacio. por lo Que cuiza esta hormaona no
es aprovechada por este clon para @l desarrollo de brotes.

La organogbnesis cuede se&r i1nducida no 6olo por JUXINAE v
citocininas. El A&cido abscisico (ABA) oromueve brotes en papa
(Johri, 1978):; el ABA es5 un inhibidor natural del crescimiento v
el ASA tambi&n 8s un 1nhibidor ol crecimiento (Lbpez. 1987
Larqué-Saavedra., (98], et al), por io tanto, el AEA podria estar
actuanoo como @l ABA segitn lo prupuAsto POr e@stos autores.

Los aminodcidos tambien inaucen diferenciacion celular, pero
los empleados en los medios de cultivo G v WH no mostraron
ninguna respuEBtd 3 la brotacien.

Smith v Griarson (1982) concluven que la morfoglnesis en

cultivo de te)idos vegetales depende de un delicado balance entre
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fitohormonas pe8rc nNo G€ CONOCE U mecanismo de accion., Los
resul tados de 10§ experimentos 1.0, l.l, 2.0, 2,1 v 3.0 muestran
gue la respuesta de las plantas 3 la OrgancQenesis va a dapnng.r
de la interaccibn de otros reguladores como el &cido giberelico
ademas del AIR v BAF.

El1 ABA tombién podria actuar favoreciendo la produccién de
etileno en |a6 etapas iniclales del cultive, este gas a Su vezr,
tambi&n tiende a bajar los niveles de auxinas endbgenas
favoreciendo la acumulacibn de citocinimnas y la brotacién
(Lieberman, 1979: van Rartriljk, 1984: Perez~-Bermudez et al, 1985;
reportados por LoOpez., (987 Huxtar et al. 1981).

Garcia v Laraué~Eaavedra (1%81) proponen aue @l ASA favorece
la produccion ge etileno. ellos encontraron maduracion de frutos

com 1o cual s& vO apovada esta teorta.

El experimento 4 se@ Pi1zo con el objetivo de oprobar la
potencialidad del ASA en la preservacitn de germoplasma in vitro

de 8. tubarcsum. La longitud tuvo diferenciass altamente
significativas entre [os tratamentos 10~-5S vy 10°-6 M vy los
testigos (Apendice Tabla A.9 Cuadre 4.9%) por lo qQue éstas
conCceEntraciones no 68 consigerarcn utiles para mantener
germoplasma de papa 1n vitra. En los tratamentos con ASA 107-4
M. la supervivencia no se vio afectada, no sa observaron
diferencias sigmficativas on la 1mhibicion de la longitud del
tallo entre @l ios tratamientos v @l testigo de los doe clonas
empleados, (Apendice A.6 Guagro S.07. Ge observaron diferencias

morfologicas antre los tratamientos vy el testigo muy

contrastantes. LOS testiqgos fueron plantas pequenas muy vigorosas
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con  nudos axilares v hojas muv juntas, las plantas ce los los
tratamientos con ASA presantaron plantas pequehas con pocas yemas
v holas daelgadas v cloroticas. Las plantas grovenientes de quco
de Germoolasma al i1ncubarse &n medio de propagacion faorman brotes
de novo ‘dependiendo del clon!, en aste exparimento los explantes
tratados con ASA presentaron drotacién. en dicha brotaciédn hubo
diferencias sBignificativas entre los tratamentos v el testigo
(Apendice Tabla A,7) (Cuadro 5.1}, El porcenteje de explantes
brotados fue superior en ios explantes previamentes incubados en
ABA con respecto al testigo, sin embargo ol promedic de brotes
por explente fue superior en los testigos de ambos clones (Cuadro
S5.1),. Cabe mencionar que las plantas provenientes de los testigos
dge ambos ClonNet €O recuperaron mMés VigoroGas Que las plantas
praviamente 1ncubadas en ASA, Con esto se comoruedba la hipotesis
de gue el ASA es potencialmente util para preservar germoplasma
In vaitro de 8. tuberosum. 0D hav Qque® conélderar- que cada
genotipo tiens diferante respuesta 3l mantenimiento @n banco 1n
vitro., ve gue se he visto que de los 300 genotipos del banco de
germopjiasma 1n vitro con gue cuenta el Frograma de papad algunos
requieren subcultiva aproximadamente 4 los 6 meses, Mmientras
otros pueden subcultivarse hasta los dos dhos. En  futuros
trrabajos se podrta orobar el potencial del ARSA en el
mant@enimiento o Qermoplasms 1n Vitro. SN un namero mayor de
genotipoe, oel Bance in vitrp de el Programa de papa. Sin
ambargo. o6 importante destacar. Que Se DbeEErvo una respuesta oe
alargamiento de 106 tallos ®n 8l exoerimento 2.0, 2.1 en las
concentraciones de ASA [0"-4 v 10"-7 M v en @] experimento 4.0 en

las concentraciones de ASA 10°-5 vy 10"-6, v s& observe tambien
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gue en el experimento 2.0 v Z.l al aumentar la concentracien de
ASA 10°-3 v l0°-4 la lonaottud de los tallos se inhibe
s1Qni1ficativamente con respecto 3 los tratamentos LO7=7 vy ’IO”—&
H, lo mismo pasoc en e] experimento 4 donde al aumentar la
concentracidn de ABA a JU~~-4 M (a lonaitug se inhiti®
significativemente con respecto & los tratamientos va empleados
(Cuagro 4.4, S.0 vy S.!). Por estas razon la respussta de los
explantes de S. tuberosum al ABA va a depender de la interaccion
con @l medio de cultivo directamente mds que de la concentracion
en la que se incuben los explantes. Por lo aue es importante
buscar la 1nteracién entre ¢} medio de cultivo v la concentracion

ge ASA mds optima para fines de concervacidn de germoplasma 1n

Con vrespecto 4 lo planteado en la hipotesis de que @) RBAR
podia 1nducir o favorecer la tuberizacibn in vitro, los
resultados del experimento S apovan dicha higotesis, va que en
loe explantes intubados en ASA &8 abtuvo tubarizacion en el l00%
de los explantes tratados.

De egta manera se confirma oue el ASA presenta un potencial

para i3 tuberizacion in vitro de 5. tuberosum en el clon 7350739,

s1n embargo, 8] peso total de tubsrcuics sor tratamiento con ABA
10"-6 se vio disminuido hasta un 51% cen respecto al] testigo.

Los resultados de este exper:imento son comparables a los
obtenidos para tuberizacion in vitro en 8. cardiophvllum
empleando ASA en o) medio T del CIP (Lepez, 1987) v en 5.
£uboro=um, empleando el medio del CIP (Espincza et al.. 1964}

utilizado 8qu1 como testiqo.
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Como va se ha mencionadc el ASA pudo favorecer la produccibn

ge etileno cue a su vez también Darticica en la 1nduccitn de 12

I
tubarizacibn. Catchpole vy Hillman (1969}, considersan gue ~a!
eti1leno opuede €Eer 1mportante en los estados 1niciales de la
tuberizacibn., ademéds Garcle-Torres v Gom&z-Campo (1973) proponen
al etileno, comp un estimulo natural para la tuberizacidn., 5in
ambargo., la tuberizacion no s0lo se ve afectada por el ABA, s1no
que hav una 1nteraccion entre @] ASA v el medio te cultivo va que
en el experimento 2.0 (con ABA) v 2.1 (ein ASA! se@ obtuvo
tuberizacitn en los explantes incubados en RASA v w] los axplantes
previamente 1nctubados en ASA,

Los sigulentes resultados apoyan Ja hipotesis ve un efecto
del ASA aun cuando la planta va no esta en presencia dej
compueEto!?
l.~ Las plantas del experimentoc 2.! &e trensiitieron a
invernaderc v se observo que los tratamientos gque hablan side
inzubados  an ASA presentaron Gran cantidad de estoiones aereos.
los cuales ariginaron tub&rculos abreos ademis de los
subterraneons 1dates no oublicados en este trabajol.

.- Low plantas del experimento 3.0 al ser cultivadas en
1Nvernagero tuvieron un rendimiento menor de hata un S50% en todos
las tratsmientos gue habian s100 1ncubados en ASA con respecto a
los testigos (datoes mo publicados en aste trabajyal.

3.~ Se obtuvo tuberizacion in vitro en medio de Dpropagacien F
empleando ASA en la primera fasa en 35 dlas, también se obtuvo
tuberizacion en estos explantes al subcultivarse en sucenciz del

compuesto (fase 2} (Cuadre 4.8 v 4.5).
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vl. CONCLUBIONEB. '

Con base en los resultados obtenidos. las conclusionss

principales de este trabajo fueron:

11 El ABA 1nhibio el crecimiento de vemas axilares de Solanum
tuperosum cultivadas in vitro. Dicha inhibicion no si1guio en la

mavoria de los tratasmientos un Catron de dosis respuesta.

2:; El ABA favorecit en combinacion con el medio de cultivo
empleado los procesps aue conducen a la organcogénesis en esta

aspecie.

34 El AGA es potencialmente atil en 18 preservacién de

qermoplasma 1n vitro, as} como en la oroduccidn de tubérculos in
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VI1l. APENDICE

Elamantos menoras M8

H _BO, tacido borico)
3 3

e 504. H2 0 {sulfato de manvanesoc [1)

Zn 802 «7Hy O isulfato de Zinc)
k1l (yoduro de potaslo)

qu N004 . ,_Hz O (molibdato de sodio)

CUSD4 -5Hz O tsulfato da cobre il)

Ca261 .eHz O (cloruro da cobalte II)

Elamantos mavores M8

gSoluci1on Madre:

NH4 NU3 (mitratoc de amon:io’

hNO3 tnl1trato dge potasio!l

EaClz .ZHz 0 tcloruro ge calcio)
MgSD4 -7H2 0 tsulfato ve magnesio)

KHZ F’D2 {fos+¥ato MONOBAGICO dEe POLasio!}

Elemantos mayores WH

Ca (NO, ), . “Hz Q

Meso, .7H, O

HH, WO

4 3

95

6.2 ma/l
1.7 g/1
1.0 g/l
83.0 mg/1
25,9 mq/)
2.5 mg/l

2.5 mg/}l

16.5 g/1
19.0 g1
4.4 g/1
3.7 gs1

1.7 g/1



Elementos mavores MM

CaND ' L AH 5

Ca 32 o 0 5 arsl

KNUJ 1,25 g/l

M930  .7H_ O 1.25 arl

4 2

KH PO 1.25 g/l
2 4

kG 10 qrl

(NH ) 30 10 qsl
4 2 4

F5013 .eHg [u] 100ma/ 1
Zn 504 .aHz 5} . 1oumg/ §
H3 803 100mg/ 1
mn 504 .qu ] 1¢mg/1
Gu 80, .5H,0 3mgsl
Al CI 3 Imasl
Nl(:l2 .sz 0 mg/l
ni ) imags1

Elemantos mavores y manores del Medio Basico (M-8).

Fara 2 litros de agus destilada.

-NH4 NO3 33 g
~kNGqy %8 a
-GaClz .ZHZ 0 9.8 aq
-KH, 904 3.4 g
-HJ 803 «124 a
—r‘lnSU4 .sz o «446 g
ll'lnt504 .Hz g .338 g «°
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“in30, J7H, O ; 172 @

4 2
(1080, H, O ' Nz a v
-v1 : .Ulek g P
-Naz r‘loO4 .2H2 s} 005 g
~GCu 504 OH 20 .QU0S g ¢
~-Co Clz .cHz 0 Q005 g ¢

t5e recomianda preparar una soluc16n madre concentrada de estas

sustancias.

¥'Fusde usarse en luagar del orimero.

8slucionas Madre isportantes para preparar los madias de cultivo,

utilizados en el Programa Nacional de papa tracomendacos par al
[} 21

Fiarro

(100 ml de solucien concentrada)

Na EDTA .74% a

Fe S0 .7 H O© ] a

4 2

El! Fierro ce disuelve en Z0 ml de aoua destilada. el EDTA
disuelve an 20 ml ge agua destilads a medida cue B2 calienta,.
mezclan las dos sustancias, s€ dejs enfriar v se afora a 100 mi
de agués destilaoca.
Fara preparar un litro de medio de cultivo se reouieren 5 ml de

esta solucion,

Tiamina HCL
U mg de tiamins-HCl se disuelven en LU0 m)] de agua destilada.
Para preparar un litro de medio de cultivo &8 necesitan 11U ml

esta solucien.

L X4

Se

de



lnositol,

1 g de 1nositol se ocisuelve eon [V ml de agua gestilala.

Fars preparar un litro de mpaio de cultivo de necesitan [0 ml .de

esta solucien,

rgs0 , .7H, O

3.7 o da ﬁqSD4 .7H2>0 €6

disuelven en 100 m]l de agua destilada.

Para oreparar un litro de medico de cultivo &e necesitan !0 ml de

esta solucien.
Algunas recomendaciones

crecimienta.

Acido Giberelico

l1.-El 8cido qiberélico se
(810 hervir),

2.~ Ze pueds disolver

gradualmmsnte hasta aforar

Bencil-amino-purina

pars gisolver algunos reguladores del

disuelve con agua tridestilade caliente

en un poco de etanel v ee diluve

a la cantidad doweada.

6e disuelve en | m! de HCl IN, calentar ligeramente v anadir el

agua tridestilada hasta aforar a la cantidad deseada.
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RESULTADOS ESTADISTICOS DE LOS DATOS OBTENIDOS DE LOS EXPERIMENTOS.

bonge:G.L. Gracos de Libertaa. ..
§.C. Suma oe cuadrados. -
C.M. Varianza o cuadrade medio,
L.S. valor limite 0@ sigmficancia,
C.v. Coeficiente de variavalidad.
Fexp. F obtenida do los resultados.
Fe, F abtenida de tavlas.
Foi F obtemaa ce tablas,

Tabla R.d
Analisls de varianza da los datos de peso fresco v longitud del
tallo de la incubacion in vitrg ¢e vemas axilares de 5. tuberoum

en Madio B (CIP) v ASA durante 35 dias (fase I), v subcultivadas
a magaio B (CIP) sin ASA par 35 dgias. (fase l]).

Feso fresco {(fase [)

Causa G.L. S.C C.M. Faxp. Fog
tratamiento S 204500.00 40900 0.92 2.29
arvor 105 44144.94

totail 110

C.v.481.79% Fexn. & Fq, no hay diferencia significativa.

Pruaba de Duncan (¢t Student multiole)

Tratamanto diferencia de promadios L.S

tes - ASA 1U-4 132.0 272,76 no significativo
tes - ASA 10"-S ?6.4 320,00 no significativo
tes - ABA 10U -6 12.5 415.00 no significativo
tes - RBR [07-7 74.3 357,80 no significativo
tes - ASA 10-& 8o.1 293,10 no significativo

Longitud dei tallo (fase I)

Causa G.l. 5.C C.M, Fexg. For Fou
tratamiento S 25.51 5.10 4.63 2,29 3.17
error 105 116,39 110

 total 110 141.%0

C.v. 25.09% Fexp. 2> F, F, Odifersncia altamente signficativa
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Continuacidbn de la Tablas A.l

Frueba de Duncan

Tratamiento diferencia de promedio L.S -
tes - ASA 10"-8 .27 +68 no significativo,
tes - ABA 107~-pH <51 .72 no significativo.
tes — ASA 10 -5 .52 .73 no significativo.

tes - ASA 10°

7 .69 .76 no significativo.

tes -~ ASA 10"~4 1.63 .83 mignificativo.
ASA 10" -8 - ASA |O'-4d 1.36 .79 sigmficativo.
ASA lU~-6 -~ ABA 107~4 1.12 .77 significativo,
ASA J0"-5 - ABA LU -4 1.1l .73 sagnificativo.
ASA 10"-7 - ASA lG"-4 .94 .73 significativo.

feso fresco (fase [I)

Causa G.L. s.C C.m. Fexp. Fas
tratamiento S 5684481 116896.20 4539 .29
error 2 23689355 257492.99

total q7 242768835

C,v.68.7%% Faxp. < Fgq no nay diferencia significativa.

FPrueba oe Duncan

Tratamiento di ferencia ge promedios L.S

tes -~ ASA 10 -4 123.4 236,04 no significative
tes - ASA 10-5 8.6 387.47 no significativo
tes - ASA 10" =8 15.7 300.28 no significative
tes - ASA LU~-7 100.6 193.04 no significativo
tes - REA 1U™-8 117.6 289.77 no significativo

tongitud cel tallo (fase I[I}

Causa G.L. 8.C C.M. Faxp. Foe
tratamiento S 3.98 079 0358 2.37
error 71 200,43 2.202

total 7 204.41

C.V.29.09% F< F,, no hav diferencias significativas.

Pruaba de Duncan.

Tratamiento diferencia de promedios L.S.

ASA 1U™-4 - ASA LU -8 .87 1.14 ne significativo
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Tabla A.2

Amalisis de varlianza de los datos de peso fresco v longitud del
tallo de 1a incubacion in vitro de vemas axilares de S. tuberosum
en medio F (CIP) y ASA durante 35 Cias (fase I} y lub:ultxvpdal ?
mecio F (CIP) por 35 dias (tase [I;.

Peso fresco (fase [)

Causa G.L. S.C c.m. Fexp Fos Fot
tratamiento S 1684891 .4 3346978.28 0.72 .24 3.17
errovr Los 48771045.0 464486. 14

total 110 S0455936.5

C.v. 18S% Fexo < Fpy, No hay difarencia significativa

Prueba de Duncan

Tratamianto difaerencia de promedios L.S

ASA 107-&4 - tes. 169.1 299.9 no sigmificativo
ASA 1U'=6 = ASA lU"=7 229.9 Jl1.6 no significative
ASA 10"-6 ~ ABA 10~-8 310.7 322.1 no s:ignificative
ABA 10"-6 - ABA 10-5 353.7 324.8 significativo
ASA 107-& - ABA 107-4 a59.1 340.46 significativo
788 ~ ASA |0™-4 2%0.5 334.2 no significativo

Longitud del tallo (fase I}

Causa Gabso S.C’ C.M. Fexp Fos - For
tratamisnto S $59.72 111.9a8 23.561 2.29 3.17
arror 99 457.94 4,74

Total 104 1029.66

C.V.29.04 %4 F > ﬁs Fou si hav Qiferencia significataiva.
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Continuacidn de la Tabla A.2

Fruebe oe Duncan.

Tratamiento diferencia de promedios L.S -
ABA 107-6 - ASA 107 -7 v ] +84 np significativo
ASA 10"-=6 - tes 3.35 .88 si1gnificativo
ASA lu=-6 - ASA 10-B 4,25 90 significativo
ASA 10"-6 ~ ASA [0*~5 5.17 .21 significativo
ASA 10"-& - ABA lU-4 5.4 .92 significativo
ASA 10°-7 - tes. 3.3 .B7 significativo
ABA 1O~7 - ASA 1V -8 4,2 <90 mignificativg
ABA 10"-7 ~ ASA 1U"-5 S.12 .92 significativo
ASA 1U"=-7 - ASA 10" =-4 S.35 .91 significativo
Tes -~ ABA 10O~ -8 .9 «B6 significativo
tes - RBA |0°-5 t.8 .89 significative
tes - ASA 107-4 2.0 .92 s1amificative
ASA 10"-B - ASA 10™-5 0.9 .82 mignificativo
ABA  lO-B - ABR 107-4 1.1 .88 significativo
ASA 10U"-5% - ABA lO"-4 0.2 .82 Significativo
Peso fresco (fase [1)

Causa G.L. §.C C.M. Fexp Fas Fos
tratamiento =] 8058728.4 16117945.7 4%.36 2.29 3.17
error 1ou 3716634, 6 37166.3

total 105 11775363

C.v. 30.84 % F » Fy v Fey altamente significativo

Prueba de Duncan

Tratamianto diferencia de promedios L.S

ASA LU -6 - Tes 137.9 134.4 significative
ASA JU"-6 - AGA 10"-9 379.1 135.1 significativo
ASA  107-6 - ASA 107-7 Si2.7 144.0 significativo
ASA  10*~6 - ASA 10°-5 &837.4 l41.0 significativo
ASA jU~~& - ASA 107-4 766.0 1406.4 mignificativo
tes - ASA l0°-8 Z40.8 132.7 significativa
t@s = A3A 1O~-7 374.4 143.8 si1gnificativo
tes - ASA 10-5 49%9.5 142.8 significative
tes - ASA l0U"-4 &28.1 142.9 significativo
ABA  1U™-B - ABA 10-7 133.6 130.5 significativo
ASA  1U-B - ASA 10-0 258,3 131.5 significativoe
ASA  1U-B -~ ASA Lu-4 386.9 132.7 significativo
ASA 10"-7 - ASA 10~-5 124.7 128.8 no significa.
ASA 10" -7 - ABA 10 -4 2533 132.7 s1gnificativo
ASA  10"-5 - AGA 10~-4 128.6 120.0 si1igmficativo
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Continuacion de i3 Tabla A.2

tonagitud del talloc ( fase [I)

Causa G.t. 5.C c.m Fexp. Fou Fay
Tratamiento S 559.72 559.72 111.94 23.61 2.29 3.17
error 9 469,94 4b,.94 4,74

total 104 1029.66

C.¥. 39.38% F » Ry F, diferencia altamente significativa

Prugba de Duncan

Tratamianto diferencia de oromedios L.§8

ASA 10~~6 ~ ASA 107-7 .12 1.4 no significativo
ASA  10"-6 - tes 1.22 {.6 no significative
ASA 10"-b - ASA 10"-B 3.52 1.5 significative
A3A 10"-6 - ASA L0*=5 4,9 1.5 significativo
ASA 107 -6 - RSA 107-4 5.7 L6 significativo
ASA  lU"-7 - tes i.1 1.5 no significativo
ASA 1U=7 - ASA J0"-B 3.4 1.5 si1gnificative
ASAR  JU™-7 - ABA 10U"-5 4.8 1.3 significativo
ASA  1U=7 ~ ASA 10"-4 5.6 1.6 significativo
tee - ABA 10'"-8 2.3 1.5 si1gnificativo
tas - ASA 10— 3.7 1.5 significativo
tes -— ABA (-4 4,5 1.6 significativo
ABA 1U"-B - ASA 10"-5 1.4 1.4 significativo
ASA 10"-B - ASA 1u~-4 2.2 1.4 significativo
ASA  10~-3 - ASA 107-4 0.73.7 1.3 significativeo

Tabla A.3
Analisis 08 varianza oe los datos de pesoc fresco v longitud dal
tallo oe 1la incubacion in vitro de vemas axilares des 8.

tuberocsum en diferentes medios e cultivo durante 35 dias,

previamente i1ncubados en ASA por 35 dias.

Feso fraesco explantes 1nNcubacos en madio WH

Causa G.L. 5.C C.M. Fexp Foe Fos
tratamiento 2 1636887.6 818443.8 2.451 3.15 4.98
error S L7029355 333908.92

total 53 1864662437

€.V, 143% F ( Fo, NO hav diferencia significativa.

103



Contimuacion de la Tabla A.3

Frueba de Duncan

Tratamiento diferencia ce oromedios L.5 -
ASA 10U -& - ASA 10-5 320.5 416.85 no significativo
ASA  10°-6 - tes 439.1 $15.0 no significativo

tongitud del tallo exwplantes incubados @n medio WH

Causa G.L. S.C c.M. Fexn, Feos Feu
tratamiento 2 76.9¢ 38.48 2.5 3.18 4.98
error Si 782.75 15.34

total 33 859.71

C.V. 47.1B% F < Fo, no hay diferencia significativa,

Prueba de Duncan

w

Tratamianto diferencia de promedios L.
3

ASH  107-% - tes 1.18
ASA  10™-5 - AGA I07-6 2.51

no significativo
.8 no significativo

[SN2]

Paso fresco ce exnlantes i1ncubados en Medto PG

Causa G.L. 5.C c.M, Fexp. Fer Fo,
tratamiento 2 16369656 S1849228 4,53 3,32  5.39
error 38 39994554  1142701.5

total 37 50364410

C.V. 26.99% F > Fg si havy oi1farencia significativa,

Pruaba g8 Quncan

Tratamiento diferenci1d de promedios L.§

ASA  Ju-& - tes 939.2 831.8 significative
ASA JU"-& = ASA 107-5 1302.5 982.9 significativo
ASA 10-6 - ASA 10°-8B 363.3 §7%7.2 significativa

Longituo vel tallo de exolantes 1ncubados en medic PG

Causa G.L. s.C c.m, Faxo. Foe Fer
tratamiento 2 130.01 65.00 5.868 3.32 5.39
error 35 407.19 1163

total 37 537.2

C.v. 31.34 F J F $1 hav diferencia significativa.
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Continuacitn o8 la Tabla A.3

Pruaba de Duncan

Tratamiento qiferencia de promedios t.S -
tes - ASA 10"-%5 .4 2.4 no significative
tes - tes 4.35 2.9 significativo
ASA 107-6 = &SR 10"-5 3.95 2.9 significativo
FPaso fresco de explantes Lhcubados #n medio G

Causa G.L. s.C C.HM. Fexo. Fog Fas
tratamiento 2 2694895.9 18447448 1.66 4.08 7.31
erraor 40 34679455 866986.38

total 43

C.¥. 104.4 F « FOS no hav diferencia significativa.

Prusba de Duncan

Tratamiento 1 ferencia de promedios L.8

ASA 10U"-4 ~ tes 1019.0 681.5 significativo
ASA 107-6 - ABA L0"-5 1430.4 772.6 significativo
ASA  107-& - ABA 10"-8 431.4 681.5 no sigmficativo

Longitud del tallo de exolantes incubados en medio G

Causa G.L. s.C c.m, Fexp. F F
tratamiento 2 3.12 i.56 119 3.23 S.18
ervor 41 537.58 13,03

total 43 540.70

CeVe 27,1 %4 F ¢ Fog no hay diferencia significativa,

Frueba oe Ouncan

Tratam:ento di farencia de oromadios L.S
ASA  10"-5 ~ ASA 10~-b .07 2.8 no significative
ASA 10"-5 - tes .79 2.7 no significativo

Peso fresco de explantes incubados en medio MSm

Causa G.L. s.C C.mM. Fexp. Fos Fou
tratamiento 2 3761048 1889524 1.147 3,23 S.18
arror 43 704441488 1638701.1

total 45 74225194

C.v. 35.1% F < Fps nO nay difaerencia significativa.
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Continuacitn de la Tabla A.3

Prueba ce Duncan

Tratamiento diferencia oe promedios Lt.Ss ‘ -
tes - 107-4 I86.1 926.2 no significativo
tes = 107=s 706.4 989.8 no sigm ficativo

Ltongitud del tallo de explantes i1ngcubados en medio MSm

Causa G.t. 5.C C.M, Fexp., Fe

€S ac
tratamiento 2 50.53 25.26 1.8 3.23 5.18
arror 43 600.96 13.97
total 45 651.49

C.v. J1.34% F ¢ Fg, no hay diferencida significativa.

Prueba de Duncan

Tratamiento di1fersncia de promedios L.S
ASA 10"-5 - ASA 107-6 0.37 2.68 mo significativo
ASA |U"=5 - tes 2.4 2.87 no significativo

Peso fresco de explantes i1ncubados en medio MM

Causa G.L. S.C C.M. Fexp. Fes Fot
tratamiento 2 1912699 956349.5 1,53 2:56 3.75
arror 2 17491026 624679.5

total 30 19403725

C.v. 91.7 F ( Fgy ng hay diferencla significativa.

Prueba de Duncan

Tratamiento diferencia de promedlos L.S

ASA lU~=5 - ASA 10"-§ 441.1 765.3 no significativo
ASA  10-5 - tes 80,7 6%2.2 no significativo
ASA JU~6 -~ tes 99.5 765.3 significativa

tongitud del tallo de exolantes 1ncubacos en medgio MM

Causa G.L. 5.C C.M, Fexp. Fus Fe,
tratamiento 2 265.08 132.5 3.53 2.56 3.75
error 28 1049. 34 37.87

total A V] 1314.42

C.V. 54.3 F > Fog ®i hay diferencia significativa,
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Contimuacion de ls Tabla R.3

Prueba de Duncan

Tratamiento diferencia oe madias L.S o
ASA (u-3 - ASA 10"-6 .37 2.68 no significativa
ASA 10°-5 - tes 2.4 2.87 no significativa
Tabla A. &

AnNallsis de varlanza de los datos de pnromedio de brotes de NoOvo
ROr exolante de la 1ncupacitn in vilro de vemas axilares de S.
tubercsum an diferentes madios 0@ cultivo, previamente incubadoc

Meoio oe procedencia WH

Causa G.L. 8.C c.n, Fexp. Fes Fou
tratamjento 2 13,18 6.59 2.9 3.35 5.49
error 27 61,52 2.27

total 29 764.70

C.V. 36.7 4 F <« Fg, no nay diferencla significativa.

Pruata de Duncan

Tratamiento diferencila de medias L.8 -

ASA LU-& -~ ASA [0"-5 .S 1.84 no sigrificativa
ABA U -~b - tes 1.5 1.57 no sianificativa
Medio de procedencia G

Causa G.L. s.cC c.m. Fexp. Fog
tratamiento 2 «24 12 . 28 S5.99

error 14 6. 00 .42

total 16 &.24

C.V. 42.63 F < Fe,y, nO hay diferencia significativa.

Prueba ge Duncan

Tratamiento di1ferencia de promadios L.S

tes - ASA 107-6 o1 .82 no significativa
tes - ASA 10735 ol .83 no significativa
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Conmtinuacion de 1s Tabls 4,8

tedio do orocedencia PG

Causa G.L. s.C c.M. Fexo, Fog ! 73
tratamiento 2 374,1 187.05 23 3.32 S.39
error 31 251.9 B.,12

total 33 626.0

C.V. 36.5 F > Fge S1 nav diferencia sianificativa.

Pueba de Duncan

Tratamiento aiferencis ce meolas L.S

ASA 10 -6 - ASA 10°-5 3 .65 s19ni1ficativa
ASA 107-6 - tes ] 3.04 si1gnificativa
ASA 10°-5 - tes 3 2.695 s1gnificativa
Medio de porcedencia MSm

Causa G.L. s.C c.M. Fexp. Fee, Fey

tratamiento 2 369.98 184.99 22.3 3.23 S.18
error 44 364,25 27

total a6 738.23

C.V. 31.8 F > F¢q 61 nay diferencia significativa.

Pruebta de Duncan,

Tratamiento diferencia de medias L.S.

ASA 107-& - ASA 107-5 1 2.07 No significa.
ASA 107-6 - tes & 2.14 sigmficativa
ASA 10°~5 - taes S 2.07 significativa

Tabla A.S
Anajisis OB varianza de longitud de)} tallo v pesoc fresco de 7
ciones de S, tuberosum cultivados 1N wvitra con AGA en

condiciones de Danco de germoplasma durante 10 meses.

Peso frasco clon 750658

Causa G.L. sS.C c.nM. Faxp. Fexy Fedt
treatamianto 2 714171% 35708%57.5 20.4 3.35 S5.4%
arror 27 4810280 178158.52

total 29 11951995

C.v. 49.7 F > Fp, Fo, diferenc:a altamente significativa.

108



Continuacion oe la Tanle 4.5

Pusba de Duncan

Tratamiento difarencia des medias L.5 -
ASA 1U"-& -~ tes 1166.2 398.9 significativa
ASA 10" -5 - tas 563.0 398.0 significativa

Peso frasco clon 771836

Causa G.L. s.C c.m. Fexo. F
tratamiento 2 3074659 1537329.5 3,48 3.42
srror 23 10152805 441826.3

total 23 13227464

C.v.103.18% F > F &1 nay diferencia s:gnificativa.

Prusba de Duncan

Tratamiaento uiferancia oo medias L.85

ASA 19"~ ~ ABA 10~ 388.71 8505.7 significatavo
ASA 1Q°-& - tes 851.3 8%1.3 significativo
ASA 10"+-3 <~ tes 462. 6 462.6 No significativo

Peso frasco clon 6746002

Causa G.L. 5.C C.M. Fexp. fec, Fea
tratamiento 2 B867538B9.3 4337694.7 9.63 3.39 5.83
ervor 26 11701636.0 450055, 2

total 28 20376825.0

C.v. 6B.B% F» R, F, difergncia altament® significativa.

Prusta de Duncan

Tratamiento diferencia de metas L.S

ABA 107-6& ~ ABA 107-5 432.1 6£32.5 no saonificativo
ASA 107-6 - tes 1317.9 665, 1 significativo
ASa 10°-% - tes 885.7 617.3 significativo

Paso fresco clon 750889

Causa G.L. sS.C c.M, Fexp. Fes R
tratamiento 2 1962977 ¥81488.5 96,08 3.34 5.4%5
wrror 28 490308 L7514

total 0 734.23

C.v. 29.1 F > Fy, F

oy diferencia altamente significativa.
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Contiauacion da 13 Takla A5

Prueba de Duncan

_Tratamiento

o ferencia ce medias

L.S

s

ASA 107=5 -~ ASA 107=& i.6 121.3 na significative

ASA 105 - tes 526.8 123.9 significativo

Aga 107 -6 - ASA 10O~ S28.2 1te.2 significativo

Feso fresco clon 676087

Causa G.L. s.C c.M. Feaxp. Qg Fe

tratamigento 2 1329551.3 &6487785.6 7.77 3.35 S5.49
error 27 2307804.% 854748.25

total 29 3637356.3

C.v. a.1% F > Feq R, oiferencia altamente significativa,

Prueba de Duncan.

Tratamiantd diferencia oe medias L.S.

RSA 10 ~S ~ ASA 106 26 269.0 no siagnificativa
ASH 1O -5 -~ tas 458.9 282.5 signi1ficativa
ASA 1U"=5 - ASBA 10™-5 432.9 269,09 significativa
Peso fresco clon 730783

Causa G.L. 5.0 C.M. Fexp. F _
tratamiento 2 312460.81 156230.41 2.05 3,42

ervor 23 174517%. L 75877.35

total 25 2057&3%9.%

C.V. 2B.7%4 F < Fpy

no nhavy diferencia significativa.

Prueba de Duncan.

Jratamiento diferencia oe medias L.S.

ASA 11U~ - ASA 1075 126.5 20,0 no significativa
ASA lu™-6 - tes 28%.% 298.% no sianificativa
Paso fresco clon 750759

Causa G.L. 5.C C.H. Fexp. Feo Fey

tratamiento 2 117526G.2 S587630.1 5.60 3.37 5.53
errvor 26 2725821 .4 104839, 28

total 28 I301081.4

C.V. 54.0% F > Ry

F.,diferencia altamanta significativa.




Conti{nuacion ds 1s Tabla A.8

Pruaoa ve Duncan.

Tracamiento gifarencia ce madias L.8 .

ASA 1O -5 - ASA 10"-5 129.1 297.9 no significativa
ASA J0°-5 ~ tes 483.9 321.0 si1gmificariva
ASA 10™~2 - tes 354.8 30S.3 significativa
Longitua a9l tallo 7350seS8

Cauna G.L. 8.C c.M. Fexp. [ Ry
tratamiento 2 594.5%7 4587.2 73.11 3.3% $.45
error 28 190.4 6.8

total 30 1184.97

C.V. 22.6% F » F,

F.

o difarencia Jltamente

significativa.

Pueba de Duncan.

Tratamiento difarencia de medias L.S

ASA 0 -6 - ASA 10"-5 3.4 2.3 significativa
ABA [y~ =~ tas 13,4 2.5 significativa
ASA 10°-5 - tes 1Q.1 2.3 si1gmificativa
Longituo odel tallo clon 771836

Causa G.t. g.C C.M, Fexp. E F
tratami@nto 2 703.37 351.68 13.08 3.42 S5.86
arror 23 518,38 26,688

total 25 1321.7S5

C.V. S1.94 F > Ry

fo, Oiferencila altamente significativa.

Pruebas de Duncan.

Tratamiento giferencia ae medias L.S

ASA 107~-5 = ASA 107=s .2 3.2 no gignificativa
ASA 10°~5 ~ tes 1.0 5.4 significativa
ASA 1U" -5 - tes 10.8 %.0 significativa
tongrtud del talla clon 676002

Causa G.L. 5.C c.n, Faxn. F F
tratamiento 2 811,47 40%,7 30.37 3.37 $.53
srraor 26 350.26 13.46

total 28 1161.73

C.v. 36.7% F 5 Fyy

F&\

diferentia altamente significativa.
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Continuacion de ls

Prueba de Duncan.

Tabla A.S

Tratamiento difersncia de medias L.B -
ASR 10-6 - ASA 10"=5 2.74 3.45 no significativa
ASA U -6 - tes 12.36 3.6 significativa
ASA 10~5 - ASA LU -6 G.6 3.3 significativa
Longituo de! tallo clon 750489

Causa G.l. s.C c.M. Fexp. Fen F‘__‘
tratamiento 2 606 .82 303.41 26.87 3.33 S.42
error 29 327.51 11.29

total 31 934.33

C.v, I9.2% F 7 Ry

Feu

diferencia altamente

signiticativa,

Frueba de Duncan.

Tratamienta diferencia de medias L.§

ASA 107~6 ~ ASA 10™-5 1.31 2.99 no significativa
ASA lo"~-6 - tes S.71 3.52 significativa
ASA [U"-5 ~ tes 8.4 2.99 significativa
Longitug deal! tallo clon 676087

Causa G.L. S.C c.m. Fexp. Fos Fe

tratamiento 2 800,34 400.17 30.4 3.35 5,49
error 27 355.36 13.186

total 29 1155.7

C.v. 38.6% F » Fgo, Fg diferancia altamente significativa.

FPrueba oe Duncan.

Tratamianto ci1ferenci1a de medias L.S

ASA 1U-6 - ASA 10-5 2.8 3.3 no significataiva
ASA Jur=6 - tes 12.14 3.4 significativa
ASA 107-35 - tes Fe3 3.3 significativa
Longitud gel tallo «lon 750783

Causa G.L. s.C c.m. Fexp. Fog Foy

tratamiento 2 744,51 372.2 31.04 3.44 5.72
ervor nded 263,05 11.9

total 24 1007,.36

C.v. 27.1%4 F > Fe¢o,  Fyo diforencia altamente significativa.
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Continuacion da le

Frueba ge Duncan,

Tabla A.S

Tratamiento oifarencia de medias oM3 -
ASA 10°-3 - ASA 107-¢& 2.6 3.3 no si1gnificativa
ASA [0™-5 - tes 13.0 3.6 significativa
ASA 10"-& - tes 10.4 3.6 significativa
Longitud ael tallo clon 750759

Causa G.L. s.C C.M. Fexp. Fes Fey
tratamiento 2 720.76 360.38 43.5 3.37 S.53
error 26 219,02 g.27

total 46 935,76

C.V. 16.27%4 F 5 Fy, Fe diferencia altamente significativa.
Prueba de Duncan.

Tratamiento diferencia de medias L.S

ASA 10°-5 - ASA
ASA {0"-5 - tes
ASA LU -6 - tes

10~

-6 .
11.0
10.5

w

& no significativa
7 significativa
& significativa

Tabla A.6
Analisis

de varianza de longitud v peso fresco de 2 clones de S.

ttberosum cultivados in vitro con ASA 10°-4 M en condiciones ade
banco de germoplasma durante 7 meses.

Faso ¥resco clon 750739

Causa G.L. s.C C.M, Fexp, FOS FO)
trratamiento 1 S58743.49 S59743.47 4.1 4.17

errvor 34 4735648.47 13989. 60

total 35S 534391.598

Cov. 45.6 % F < Fyy no hay diferencia significativa,

Peso fresco clon 676087

Causa G.L. s.Cc C.M. Faxp. Fes Fe
tratamiento 1 4149.64 414%.64 2324 4,17 7.56
error 32 409641 48 12801,29

total 33 413791.1

C.v., 39.4 4 F < Fpg no hay diferencia significativa.




Continuacion de isa Tabla A6

tongituc ce! talio clon 759759

Causa G.t. 5.C c.M. Faxp. Fog, LS
tratamiento 1 146.79 146.7% 3.3 4,17 7.56
errar 34 1474.%0 43.37

total 35 218.41

C.Vv. 3.8 % F > F Fey no hav difaearancia significativa.

LonqQitud del tallo clon 676087

Causa G.L. s.C c.M. Feaxp. Fog Fou
tratamiento i 3.22 3.22 3.7 4.17 7.56
error 32 27.78 .868

total 33 3100

C.v, 2B.0 % F < Fgq no hay diferencia significativa.

Tabla A.7

Analisis 0e varianza de DesO +resco, longitud del talle, v
orotacidbn age 2 clones <& §.tuberosum. previamente incubados an

ASA (0"-4 M en condiciones de bance de germoplasma durante 7
meéses v subcultivaaos a Medio B (CIP) por 35 dias.

Peso fresco clon 750759

Causa G.bL. s.C C.M. Fexp. FOS
tratamiento 1 4576.8 457¢6.8 4.76 4,17
arror 31 297648.94 960,28

total 32 34345.74

C.VW, 28.3 %W F « F S hay ciferencia significativa,

Paso fresco clon 76087

Causa G.L. s.C c.M. FexD. Fog Fou
tratamisnto 1 4358.99 4358, 99 2.7 4,17 7.56
erroe 32 S0989. 46 §593.42

total 32 55348.45

C.V. 38.9 % F < Fgq no hav diferencia significativa.
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Continuaci1on de l3 Tsola 4.7

Longituo oel tallo clon 750759

Causa G.L. sS.C c.M. Fexp. Fogy o
tratamiento 1 3.22 Z.22 5.6 4,17 7.56
arror 3 17.78 573

total 33 21.0

Cove 33.3 % F < Fg s1 hay diferancia s:gnificativa.

Longitud ael tallo clon 676087

Causa G.L. s.C C.M. Fexp. Feo Fea
tratamiento 1 4,63 8.63 R PR TV] 4,17 ?.56
errov 32 47.96 1.49

total 33 52.59

C.v. 28.9 % F < Fry no hay dJdiferencie significativa,

Brotes promedio clon 730739

Causs G.L. S.C c.m. Fexp. Foe Feu
tratamiento 1 26,406 26.4806 6.9 4,17 7.56
error 30 114.79 3.8

total 31 141,25

C.Vv, 43.8B % F < Fpe 51 hay diferencia 5aqnif1catxva._

Brotas promecic clon 6746087

Causa G.L. s.C c.M. Fexp. Fae Fal
tratamiento 1 13.18 13.18 4.49 4.17 7.58
errar 29 85,06 2493

total 30 58.24

C.v., 34.5 % F « Fogq

&1 hay diferencia significativa.
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