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RESUMEN 

Se estudio el efecto del 6cido acetil salicílico (ASA) en 

la conservación in ~ de 100 clones de ~ tuberosum, 

mediante los siguientes experimentos: 

Se probaron cuatro concentraciones de ASA (10"4M, 2.5 X 10· 

4M, 5 X 10"4M y 7. 5 X 10"4M) en el crecimiento de yemas. axilares 

de papa, modificando el medio de cultivo A, recomendado por el 

CIP, que es el medio para almacenamiento. se observó inhibición 

en el crecimiento, resultando mayor a concentraciones altas. En 

ASA 10"4M la inhibición del crecimiento fue semejante a la 

presentada por el testigo así. como el porcentaje de 

sobrevivencia, que para ambos casos fue de 1oot. 

Posteriormente se incubaron yemas axilares de 100 clones con 

ASA 10"4M para ser almacenadas. Después de ocho meses se sacaron 

del almacenamiento 39 clones para conocer su recuperaci6n en 

cuatro medios de cultivo (F, G, H, I), ya que dichos clones 

presentaban síntomas de senescencia y una inhibición del 

crecimiento mayor que el testigo. En 1os cuatro medios de cultivo 

los explantes mostraron un incremento en peso fresco y longitud 

superior a su testigo además de un porcentaje de sobrevivencia 

semejante al presentado por éste. Después de un afio de 

almacenamiento 43 clones fueron sacados y recuperados en medio 

F obteniéndose una sobrevivencia de 100% al salir del 

almacenamiento, las plantas tratadas con ASA mostraron mayor 



longitud, pero menor peso fresco que las plantas testigo. Por 

otro lado 18 clones restantes almacenados por un afio con ASA 

fueron subcultivados al mismo medio (ASA 10"4M), para continuar 

con su almacenamiento en el salicilato, los cuales presentaban 

hasta los dos meses de transferidos lOOt de sobrevivencia. De los 

43 clones sacados al afio de almacenamiento se eligió al azar el 

clon 575045 para ser recuperado en medio G, donde se obtuvo una 

sobrevivencia de 100\, y posteriormente se llevó a invernadero 

donde se observó que plantas tratadas presentan un crecimiento 

similar a las plantas testigo; sin embargo, la producción de 

tubárculo se vi6 afectada en plantas tratadas con ASA, ya que en 

estas plantas se obtuvo un mayor nümaro de tubérculos con menor 

peso y menor tamafio que los obtenidos por el testigo, se discuten 

las ventajas que estos resultados implican. 

xr. 



;r. XNTRODUCCXON 

En México el consumo de la papa se ha incrementado en los 

Qltimos afias, convirtiéndose en un alimento importante. La 

cosecha en la superficie nacional se estima en 70 ooo hectáreas, 

con una producci6n total de 930 000 toneladas (SARH, 1990). A 

nivel mundial el cultivo de papa alcanza el cuar.to lugar.1 después 

del maiz, trigo y arroz (FAO, 1986; citado por Aballo, 1985). 

Las colecciones de germoplasma vegetal representan una 

fuente de variación genética importante para el mejoramiento 

genético de cultivos con importancia en la alimentación, en la 

cconom1a y en la ecologla. Muchos de estos cultivos son 

conservados mediante su semilla sexual, sin embargo algunos 

producen semillas recalcitrantes, por lo que no se pueden 

conservar mediante su semilla sexual sino que su conservaci6n 

tiene que ser vegetativa lo cual representa un riesgo, ya que 

dicho material está expuesto a factores bióticos y abi6ticos. La 

papa presenta este tipo de problemas por tener semilla de tipo 

recalcitrante, pero mediante la técnica de cultivo de tejidos 

dichos problemas son solucionados por los métodos de 

almacenamiento .in Yit.r.Q que incluyen la conservaci6n a corto y 

mediano plazo as! como la conservaci6n a largo plazo o 

criopreservaci6n. (Withers, 1985). 

Actualmente se trabaja en la optimizaci6n de los métodos de 

conservación in ~, con el fin de aumentar la sobrevivencia 

durante el almacenamiento y durante la recuperación después del 
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almacenamiento. 

En algunas plantas se han encontrado los salicilatos en 

forma de ésteres (Collier, 1963), sin embargo, se desconoce 

parcialmente su modo de acción en los vegetales, varios trabajos 

han demostrado que intervienen en diferentes funciones, como la 

inhibición de procesos diversos, transpiración, actividades 

enzimáticas, producción de prote1nas relacionadas con la 

patogénesis, etc. (Saedi et al, 1984; Larqué-Saavedr"a, A., 1978; 

Kumar and Nanda, 1981 y Collige and Slusarenko, 1987). 

Basado en los estudios realizados en un clan de 1iQ..lrull!m. 

cardiophyllum (L6pez-Delgado, 1987) y en otro de ~ 

tuherosum (Mora, 1991), se plantea establecer el efecto del ácido 

acetil salic1lico en la preservaci6n in ~ a mediano plazo de 

diferentes clones de ~ tuberosum pertenecientes al banco 

de germoplasma .in~ del Programa Nacional de Papa del INIFAP. 

Hipótesis: Si el ASA mostró potencial en la preservación in 

~ de un clon de ,5.. cardiophyllum y otro de ~ tuberosum, 

entonces el ASA podr1a ser una alternativa real para la 

conservación in vitre de un mayor nGmero de clones de ~ 

tuberosum a mediano plazo, sin afectar la sobrevivencia de las 

plantas tanto en las fases del almacenamiento como en la de 

recuperación. 



rr. REVISION DE LITERATURA 

1. GENERALIDADES DE SOLl\NUM TUBEBOSUH 

1.1. Origen y distribución. 

Los documentos arqueológicos y etnológicos has~a ahora 

disponibles indican que la papa se originó en las altas mesetas 

de la cordillera de los Andes, al sur del Perü y al norte de 

Bolivia (Dodds, 1962). Particularmente a las orillas del lago 

Titicaca a casi 4000 metros de altura, existe una gran 

variabilidad genética de especies, indicando que en estos lugares 

se encuentra su centro de origen. (Espinoza, 1988). 

La domesticación de la papa fue hecha por los Incas hace 

aproximadamente e mil anos, donde adoptó el nombre de papa en el 

lenguaje Quechua del imperio Inca (Harria, 1978). 

Al ser conocida por los espafioles en el siglo XV durante la 

conquista de América, la papa es llevada a Europa, donde surgen 

nuevas variedades y se constituye en un alimento básico. 

Posteriormente tiene su aparición en Asia y Africa, actualmente 

la papa es uno de los cultivos alimenticios importantes para 

paises con alto indice demográfico como China e India (Espinoza, 

1988). 
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La papa crece en climas templados entre 7. 2 y 18. 3 °C, 

resistiendo un mínimo de 2°c. En altitudes que van desde el nivel 

del mar hasta los 4000 metros sobre el nivel del mar, dependiendo 

de la pluvosidad y oscilación de temperatura durante todo el ano. 

(Montaldo, 1984). 

La diversidad de especies de papa se extiende por todo 

América desda el sur de E.U, México, América Central, los paises 

andinos y hasta el sur de Chile (Horton, 1988). 

1.2 Clasificaci6n Bot6nica. 

La papa pertenece a la familia de las solanáceas, que 

incluye a especies de importancia económica co~o el tomate, el 

tabaco, los pimientos y las berenjenas; el género ~ 

comprende alrededor de 2000 especies en todo el mundo (Harria, 

1978). Aunque existe gran nWnero de especies de papa solo ocho 

especies se cultivan, de las cuales tlnicamente ~ tuberosum 

es cultivada por todo el mundo, las otras siete se cultivan sólo 

en paises andinos (Huaman, 1986) • 

De acuerdo con las características florales, la 

clasificaci6n de la papa es la siguiente (Huaman, 1986): 

Familia Solanaceae 

Género J;QJ.fill!ll!l 

Sección Patota 



Esta sección se subdivide en series, especies y subespecies. 

Especie tuberosum 

Subespecie l>!!lruml!I 

También se clasifica de acuerdo con los ni veles de ploidia. 

El namero cro~os6mico de la papa es de doce cromosomas (X=12). 

Las células somáticas en las especies cultivadas de papa pueden 

variar entre el nivel diploide y pentaploide. ~ tuberosum 

es tetraploide (4n=48) (Huaman, 1986). 

1.3 rmportancia. 

En la mayor1a de paises en desarrollo el consumo de papa 

aumenta considerablemente, por los ingresos crecientes y el 

cambio en los hábitos de consumo, asociados con el desarrollo 

económico y el urbanismo (Horton, 1988). 

La contribución de la papa en la alimentación humana no es 

solamente como fuente de carbohidratos sino en un mayor grado en 

prote1nas, vitaminas y minerales (Woolf, 1987). La relación 

prote1na-calor1a es más alta que en la mayoría de los cereales 

y los plAtanos. 

Por otro lado es comparable a hortalizas en cuanto al 

contenido de vitaminas, especialmente vitamina C; normalmente es 

una buena fuente de fosfato, magnesio y potasio (INTA, 1984). 



Cabe destacar que las papas rinden más energía alimenticia por 

hectárea que los cereales (Harten, 1988). 

En la industria la papa sirve de materia prima en 

transformaciones industriales a partir del almidón llamado 

también fécula; se emplea tal cual o despolimerizado en forma de 

dextrina (almidón modificado) en varias industrias alimenticias: 

como sustituto de la harina para aligerar las pastas en la 

fabricación de galletas, reposter!a, etc., como espesante y 

estabilizante en los helados, sopas, salsas, etc. Finalmente los 

aguardientes, como el vodka o el aquavit, son alcoholes de fécula 

de papa. En la industria farmacéutica la fécula sirve a menudo 

como excipiente para los comprimidos (Oucreux, 1986). 

2. EL CULTIVO DE TEJIDOS. 

El cultivo de tejidos en Células vegetales aparece 30 aftos 

después de que Carell, en 1912, lograra cultivar células animales 

in~. En 1962, Morell y Martin en Francia demuestran que los 

tejidos meristem&ticos son capaces de desarrollar plantas 

completas in~ (Petiard and Bariaud-Fontanel, 1986). 

Este descubrimiento que demuestra la potencialidad de las 

plantas para formar nuevos individuos a partir de células 

aisladas en cultivo, ofrece un gran m'lmero de aplicaciones 

pr~cticas en la propagación y fitomejoramiento de las plantas 



cultivadas. Por otra parte permite el estudio manipulable de los 

mecanismos de diferenciación celular y de los factores f 1sicos 

y qu1micos que los regulan (Cassab, 1984). 

La aplicaci6n del cultivo de tejidos en la agricultura ha 

resultado tener gran aceptación, en varios aspectos como la 

rápida propagación clonal, en la eliminación de virus y otros 

patógenos, el almacenamiento de germoplasma, y la sintesis de 

productos secundarios. (Dodds, 1987). 

2.1 El cultivo de tejidos de papa. 

La papa es un modelo en cultivo de tejidos, todas la 

técnicas conocidas para cultivar tejidos vegetales son aplicadas 

en papa con buenos resultados. Esto ha permitido aplicar 

rutinariamente alqunas técnicas, mejorando la cantidad y calidad 

en la producci6n de papa (Espinoza et al; 1986). 

El centro Internacional de la Papa (CIP, Lima Perü) lleva 

a cabo trabajos de cultivo de tejidos en papa sobre: 

Eliminaci6n de patógenos. A través de termoterapia seguido 

de cultivo de meristemos. El estado fitosanitario se comprueba 

con las técnicas de látex o ELISA. 

Micropropagaci6n .in Yitl:Q. El material limpio de virus es 

propagado por medio del cultivo de meristemos. Estas plantas son 

enraizadas .in ~ para ser usadas como plantas madre, las 
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cuales son propagadas en campo o invernadero; o bien para 

producir "semilla" básica certificada. 

La conservación del germoplasma in Y..i.tl:Q es una alternativa 

para mantener material genético de papa 1ibre de virus, con lo 

que se cuenta con material disponible libre de enfermedades. 

Exportación internacional de germoplasma. El material sano 

que se produce puede ser enviado con facilidad, para su 

propagación y empleo como planta madre (Espinoza et al; 1985). 

3. CONSERVACION DE GERMOPLASHA. 

La necesidad de conservar la diversidad gen~tica vegetal, 

como una fuente de variación genética ha dado lugar al 

establecimiento de colecciones de germoplasma, principalmente por 

parte de programas de mejoramiento genético. Dichas colecciones 

denominadas como banco de semillas, banco de genes o banco de 

germoplasma, representan, una medida satisfactoria en la 

conservación de los recursos genéticos vegetales. (XBPGR, 1982). 

Las cuales apoyan a programas nacionales de diferentes especies. 

Algunos autores como Withers (1990), hacen referencia a dos 

aspectos que se deben tomar en cuenta para establecer un banco 

de germoplasma, primero determinar que variedades, especies o 

géneros comprender6 la colección, 1os cua1es deben estar 

caracterizados, evaluados y determinados, para poder ser 

catalogados mediante una clave y facilitar el uso de dicho banco. 



En segundo lugar, se habla de la conservación adecuada del 

cultivo en cuestión. Debido a que existen semillas que permiten 

reducir su contenido de humedad y temperatura baja, entre o y 

-20ªC, no tienen problemas para ser almacenadas; este tipo de 

semillas se reconocen como ortodoxas (Roberts, 1973) , _para las 

que se han desarrollado técnicas de almacenamiento eficaces. 
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Sin embargo algunas especies producen semillas que no 

toleran la disminución en la humedad y en la temperatura, ya que 

les provoca cambios fisiológicos irreversibles, produciéndoles 

la muerte, este tipo de semillas se reconocen como 

recalcitrantes, las cuales además se· caracterizan por carecer de 

un mecanismo de dormancia natural. (Roberts, 1973): 

Algunas especies que producen semillas recalcitrantes y que 

tienen importancia econ6mica son: el cacao <Theobroma ~),el 

coco(~~), cultivos madereros como el roble(~ 

§lli2) y frutas como el mango (Mangifera ~) (Roberts & Kings, 

1982). 

Por lo tanto este tipo de especies que producen semillas 

recalcitrantes sólo se pueden conservar vegetativamente en 

colecciones de campo, es decir, en huertos o plantaciones. Al 

igual que aquellas especies que además presentan un alto grado 

de esterilidad como~ tuberosum, algunas especies de lll..J.ym 

y Ml!!!.!l (Withers, 1990). 



En e1 caso de ~ tuberosum, los materiales qenéticos 

se conservan también a través de tubérculos (semilla asexual), 

los cuales son cosechados y posteriormente almacenados en bodegas 

(LOpez, 1988). 

Resulta muy problemático y muy costoso mantener las 

colecciones en campo a través de semilla asexual, como en el caso 

de ~ tubergsurn, ya que se requiere invertir much~ tiempo, 

un gran espacio, una labor intensa y se expone el material a los 

agentes bi6ticos y abióticos (Fernández and Lu, 1987). 

Pero con el desarrollo de la tecnología in ~' se ha 

resuelto en gran medida este tipo de problemas en la conservación 

y mantenimiento de germoplasma vegetal, funcionando como una 

herr~mienta que motiva a la planeaci6n, investigaci6n y 

desarrollo de recursos alternativos para la conservación 

(Villalobos, 1987). 

3.1. Banco de Germoplasma .in~. 

Las técnicas utilizadas en los sistemas .in :.!.i.!a:2 permiten 

la conservación de 9ermoplasma bajo condiciones controladas, 1o 

cual trae como consecuencia ventajas sobre las colecciones de 

campo, como los menores costos de mano de obra, ausencia de 

infecciones, ausencia de peligros contra variaciones del medio 

ambiente (helados, granizadas, etc.), acceso oportuno a material 

para micropropaqaci6n, material libre de virus, y disponibilidad 

permanente de material para propagación y exportación en 
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ll 

cualquier época del año (Espinoza, 1985). 

Existen algunos aspectos que deben ser tomados en cuenta 

para la conservaci6n .in~, de acuerdo con Roca (1989), 1) La 

capacidad del tejido cultivado, ya que algunas especies no se 

pueden regenerar por ~edio de la técnica de cultivo de tejidos. 

Una alternativa es la embriogenesis som~tica, donde las plantas 

generadas con genotipos estables se recobran mediante la 

micropropagaci6n (Scowcroft, 1984). 2) La viabilidad del tejido 

cultivado, debe ser evaluada li1 término de la conservaci6n, 

tomando en cuenta los siguientes parámetros: contaminaci6n, 

namero de explantes verdes, nQmcro de nudos viables, elongaci6n 

de tallos, presencia o ausencia de ra1ces y aparición de callos, 

brotes, etc. 3) Estabilidad genética, se puede garantizar de 

acuerdo con varios autores (He!ishaw, 1975; Kartha, 1981, 

Espinoza, 1985; y Withers, 1980), mediante el cultivo de 

meristemo, ya que es muy estable y presenta un gran potencial 

morfogenético, además la reducción en el desarrollo de la planta 

provocada por la técnica de conservación in ~, implica una 

reducci6n en la divisi6n celular l.o cual. puede reducir la 

frecuencia de mutaciones que pueden ocurrir durante la 

duplicaci6n del DNA en fase mit6tica del ciclo celular (Henshaw, 

1982). Una ventaja adicional al cultivar tejido meristem6tico, 

es que este tejido no se encuentra vascularizado por lo que es 

poco frecuente que sea infectado por virus; lo cual hace mt"ls 

apropiado la utilizaci6n del tejido meristem6tico en la 

conservación de germoplasma. Por otro lado, se recomienda 

monitorear la estabilidad genética, mediante aspectoS 



morfol6gicos, bioquímicos y moleculares (Withers y Williams, 

1986). 4) Administraci6n de datos, el banco de germoplasma debe 

ser catalogado en aspectos de intercambio de germoplasma, 

caracterización genotípica, índice de enfermedades, 

microproPagac16n, fechas de subcultivos y propagación, y otras 

operaciones en la conservación. 

Por lo tanto los prerrequisitos que debe cumplir .un banco 

de germoplasma in ilix:2. son: que las condiciones de 

almacenamiento ofrezcan un alto nivel da sobrevivencia y 

estabilidad. 

Se conocen dos tipos de conservación de germoplasma .in ~ 

denominados como banco de genes activo y banco de genes base 

(Withers y Williams, 1985), términos reconocidos por el consejo 

Internacional para Recursos Genéticos de Plantas (IBPGR). 

3.1.1. Banco de Genes Activo. 

comprende una conservación a corto plazo (3 a 6 meses) y a 

mediano plazo (6 meses a 2 aflos) (Espinoza et al; 1985). El 

objetivo de la conservación de genes activo es establecer de 

acuerdo a las condiciones experimentales el desarrollo m1nimo 

posible en el uso de subcultivos, listo para proveer material en 

la multiplicaci6n evaluaci6n y distribuci6n (IBPGR, 1983). 

Este sistema de conservaci6n plantea la reducci6n en la 

velocidad de crecimiento, de las plantas, mediante la disminución 
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de temperatura de incubación intensidad luminosa y composici6n 

del medio de cultivo (L6pez-Delgado, 1988; Withers, 1986). La 

investigación se ha centrado en estos factores tratando de 

optimizar el medio de cultivo y las condiciones ambientales, para 

evitar el subcultivo frecuente y mantener la viabilidad del 

cultivo. 

a) Medio de cultivo Modificado. 

Es posible alladir al medio inhibidores de crecimiento 

espec1ficos, como el ácido absc1sico (ABA), se sabe que es 

inhibidor de procesos diversos, probado en~ mm redujo el 

desarrollo ln ~. (Roca; en Fernández and Lu, 1987). 
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Fern6ndez and Lu (1987) almacen6 durante un periodo 

prolongado plantas de camote, aplicando en el medio ácido N

dimetil succ!nico, obteniendo porcentajes altos de sobrevivencia 

al término del almacenamiento. 

otros compuestos como el B 995 y el phosphon-o tuvieron un 

efecto inhibitorio en el desarrollo de papa durante el 

almacenamiento, sin embargo, el efecto f~e menor comparado con 

el obtenido con manitol (Wescott, 1981). 

El manitol es catalogado como un inductor de estrés ideal 

(Brown et al¡ 1979), ya que adem&s de ser metabolizado 

lentamente, producen cambios en el potencial osm6tico de la 

célula (Thompson et al; 1986 y =am, 1984). Esto ha sido 

confirmado en otros estudios como el realizado en el crecimiento 



hidropónico de la ra1z de trigo, el cual se redujo por el estrés 

osmótico registrado en los compartimientos celulares causado por 

el manitol (Pritchard et al, 1991). 

En el almacenamiento .in rl.ti:Q el manitol ha resultado 

adecuado en colecciones de -ª..2l.an.Ym tuberosum, combinándolo con 

temperaturas de BºC y fotoperiodo de 16 horas (L6pez-oe1gado, 

1988). 

Especies de gengibre fueron conservadas con manitol 

combinado con parafina liquida a temperaturas relativamente altas 

de 24 a 29°c, logrando inhibir el desarrollo y el periodo de 

subcultivo; obteniendo una sobrevivencia del al final del 

almacenamiento. (Dekkers et al, 1991). 

Sin embargo en la conservación de ~ ~' el 

man!tol produjo un efecto indeseable sobre el grosor de las 

plantas (Jarret and Gawell, 1991). 

b) Factores Medioambientales. 

La reducción del fotoperiodo y la temperatura han resultado 

ser eficientes en la disminución del desarrollo de las planta 

sobre todo cuando en algunos casos se incluye en el medio de 

cultivo algün osm6tico o inhibidor del crecimiento. 

Jarret and Gawel, (1991), detuvieron el desarrollo de 

~ ~ en un sot al reducir la temperatura a 1S.6ºC y 

al cambiar el fotoperiodo, de 16 horas a 4 horas, el tejido se 



mostr6 clorótico pero las plantas manten1an un buen aspecto. 

En especies de Ml!§.!l, se logró un almacenamiento de 18 meses 

a una temperatura de 1BºC y con una intensidad luminosa reducida 

(3000-1000 lux). (Vuylsteke, 1989). 

Otros cultivos mantenidos con temperaturas reducidas y con 

alqO.n agente osmótico o inhibidor del crecimiento en el medio 

son: yuca, papa y batata (Dodds, 1987) • 

Por otra parte se plantea que el sistema de almacenamiento 

de banco de genes activo presenta algunas desventajas como la 

contaminación microbiana, disminución en el vigor de la planta 

y probables cambios en el genoma (Roca et al, 1989). Estas 

desventajas se eliminan mediante la conservación a largo plazo 

o banco de genes base. 

3.1.2 Banco de genes base. 

Esta técnica de conservación llamada también como 

criopreservación o conservación a largo plazo, se basa en la 

reducción total de las funciones metabólicas, incluyendo la 

divisi6n celular de los explantes, esto se realiza cuando el 

material es llevado a temperaturas de nitrógeno liquido (-1B6ºC} 

(Kartha, 1981). Básicamente la criopreservaci6n consiste en 

llevar material biol69ico de temperaturas f isiol6qicas normales 

a temperaturas ultrabajas, donde puede permanecer el tejido 

durante un periodo ilimitado y cuando dicho material es requerido 
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este puede regresar a temperatura fisiológica normal sin ningün 

dafto (Withers, 1985). 

El procedimiento para llevar a cabo esta técnica comprende: 

la elecci6n y el aislamiento del material, pretratamiento con 

sustancias crioprotectoras (DMSO, glicerina, sorbitol), 

congelamiento con nitrógeno liquido, almacenamiento 

descongelamiento y fases de recobro. se recomienda .utilizar 

tejido meristemático o embriones para criopreservaci6n. (Withers, 

1990). 

Sin embargo, para algunos cultivos la criopreservaci6n 

presenta todavía alqunos problemas. se han observado algunos 

casos donde los tejidos criopreservados, muestran después del 

descongelamiento, disturbios metabólicos y síntomas del dai\o 

f1sico en las membranas celulares, además de que su desarrollo 

inicial se muestra muy lento (Withers et al¡ 1990). 

En alqunas especies de Musa criopreservadas, se han obtenido 

resultados favorables (Villalobos y Abdelnour, 1969; vuylstoke, 

1989). 

4. PRINCIPALES BANCOS OE GERMOPLASMA IlLYllB.Q EN EL MUNDO. 

La base de datos del consejo Internacional de Recursos 

Gen6ticos Vegetales (IBPGR), registran hasta 1987, que •7 paises 

cuentan con bancos de germoplasma in ~, bajo condiciones de 
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lento desarrollo (banco de genes activo), los cuales suman 506 

especies. (IBPGR, 1987). 

El análisis de los datos muestran que 293 bancos de 

qermoplasma in ~, almacenan bajo condiciones de lento 

desarrollo utilizando diferentes técnicas: Bajo condiciones de 

temperatura reducida se almacena el 86.7%, la técnica de medio 

modificado la usan el 31.1\ y finalmente el 9.9\ usa otras 

técnicas. 

4.1 Bancos almacenados por temperatura reducida. 

En el almacenamiento por lento desarrollo, la técnica más 

usada es la que se trabaja mediante la temperatura reducida. Las 

especies que son almacenadas bajo temperaturas reducidas se 

reportan en el cuadro 2.1. 

4.2 Bancos almacenados por medio modificado. 

En esta técnica se utilizan alqunos factores limitantes del 

desarrollo en el medio de cultivo. Partiendo de los 90 bancos que 

usan esta técnica, el 31.l\ usa manitol el 21.1\ trabaja con 

bajas concentraciones de sacarosa, el 15.6\ excluye las hormonas 

y el 11.1% usa ajustadores osmóticos. Las especies almacenadas 

bajo estas condiciones se reportan en el cuadro 2.2. 
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cuadt:'O 2.1. Especies alamacenadae en el mundo, bajo condi.cionee de temperatura 
reducida. Mediante la técnica de banco de genes activo (IBPGR, 1987). 

Acer ucchen.n Eleals gulneensls Pelargurha x ronale Saussuru lappa 

Aehtrocllne et.te Feljo• sellowlara Phaseolus vulgarls Seneelo x hyb;ldus 

Allhn e~ var. aggregat\611 Festuca arundlnacea Phocnlx dactyl Hora Slnmondsla chlnensls 

"·•W· F. pratensls Physcomytrel la patena Solani.n nlgrUll 

Alf'IJI glutinosa f. A Lolh11 bybrlds Phytolacca SpP. s. phyrel• 
A.lncan11 Fragart. ananassa PICH ables s. spp. 

AMn11 spp. f. lpP. PI~ radiata s. tlberosua 
Anthurhn spp. Freesla spp. Pisucla vera Sorb.Js auc~11rl11 

Aspar.gua oflclnalls lierbera Jiwesonlt Platanua orlentalla s. domestica 

"· lpP. G, ap. P. x acertfolla Sparaxla app. 

Atf11p11 bella·donnri G. spp. Po• pratensla Stachys aleboldl 

Avlf\l ..s .. tiva Gl&dlolus spp. Populua app. sulllus sp. 

leu wlgarh Hevea bnslllcmsls P. tret!Uh Tri fol hn ervenso 

Betu\a pendula Mordeun •pP· PrLKUS arlun T. cenpestre 

l.pl•typhyll• M. wlgare P, psevdocor111eus T, glomentun 

(ver japonlca) Hyadnthus orlenta\\s <X Prtnu1: ar\Ull) T. maulense 
Betut. paj>escims Myoscylll!U5 1n.1ticus P. spp. T. pratense 

8. spp. lpo!l'llH Spp. Paetdotsuga inenzlul 1 T. repens 
lrasslcn napua Iris spp. Pt11rrldlU11 aqulllnun T. spp. 

Cestanti• app. larlll dl!Cld.M Peed s cret ka TltrlCUll aestlvun 

Chrysanthenua clnerarln1fol IU11 LollUll spp. Pyrus COl!ffUlil T. spp. 

c • .orlfolhn L • .ultlflor1.a11 P. spP. UlllUil hybrlds 

c. spp. L. pereme auercus petreea Yalcln.n •W• 
Clchorlt.n lntyb..ls L. spp. hybrlds a. rob.ir Vltls spp. 

Chinchona ledgerhna lotus cornlcuhtus Rhododendron hybr l 11 V, vtnlfera 

Cltrus •pP• Mllus domeaUce R. spp, Xanthosoma broa 111 ense 

Colocasia e11cu1enta M, put1Ha Rl~s spp. X. robustun 
Cardy\I ne frut t cosa "· spp. Robinia psel.Eoacacla x. saglttlfoliun 

Crlnlpelth pernlctou M. rotlrldlfolla Rosa hybrlda 

<Teobroma cacao) Mardragora turcomonlc1 R. spp, 

Cyclaaicn perslcUll Manlhot esculenta Rlb.15 frutlcosus 

Cynara scol~ M. •PP· •• hybrld 

C)'phOIMl'ldr• betacea Mararda ari.rdlnacle A. ldaeu& 

D1gty\la glcrnerata Moros 1pp. R. spp 
01\bergla alsaoo MI.Ita spp. 1. spp. hybrtds 

D1tura lnnoxla Mlrc:luoa 11pp. Ruta chaleponsla 
D. stramonlt.1111 Ntphrolepla exalht• Sacchar\11 spp. 
DMICus carota Nlcot\ane app. Salh. alba 
Dlanthus c:aryop-.yllus PelargurlU11 peltatUll Sanbucus austnl h 

o. hybddai 

Dlgltalla lana.ta 

Dloscorea spp. 
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cuadro 2.2 Especies almacenadas en el mundo, bajo condiciones de 
medio modificado. Mediante la t~cnica de banco de genes activo. 
(XBPGR, 1987). 

Allium cepa 
Allium fistulosum 
Alllum galanthum 
Alium spp. 
Alnus glutinosa 
Arachis hypogea 
Beta vulgaris 
Capsicum frutescens 
Chrysanthemum cinerariaef olium 
Chrysanthemum morifolium 
Chinchona ledgeriana 
Citrus spp. 
Coccus nucifera 
Colocasia esculenta 
Cyphomandra betacea 
Digitalis !anata 
Dioscorea spp. 
Claeis quineensis 
Fragaria ananassa 
Fragaria spp. 
Helianthus tuberosus 
Hyoscyamus muticus 
I:pomea batatas 
.Ipomea spp. 
Lycopersicon esculentum 
Malus spp. 
Manihot spp. 
Musa spp. 
Phoenix dactylifera 
Pistacia vera 
Populus deltioides 
Populus spp. 
Prunus spp. 
Pterldium aquilinum 
Pteres cretica 
Pyrus communis 

Quercus petraea 
Quercus robur 
Ribes spp. 
Robinia psudoacacla 
Rorippa nasturtium-aquaticum 
Rubus hybrid 
Rubus idaeus 
Rubus spp. 
Rubus spp. hybrids 
Saccharum officinarum 
Sacharum spp. 
Simmondsia chinensis 
Solanum tuberosum 
Triticum aestivum 
Vaccinium spp. 
Vitis spp. 
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4.3 Otros métodos. 

Las técnicas menos usadas para reservar germoplasma, pero 

que en algunas especies resultan eficaces, las llevan a cabo 29 

bancos; donde el 34.5\ utiliza fotoperiodo reducido, el uso de 

aceites minerales los llevan a cabo el 13.8\, con frascos 

sollados el 10.3\, inhibidores del desarrollo son usados en un 

6.9\ 1 y el uso de qu1micos s61o el 3.4\. En el cuadro 2.3 se 

reportan las especies almacenadas bajo estas condiciones. 

Resulta importante destacar que de 293 bancos almacenados 

por las tres técnicas anteriores, el 30.0\ presentó deterioro en 

los cultivos. Dicho deterioro se present6 de la siguiente forma: 

en el 4.4\ la coloración de los cultivos se torn6 negra, café o 

amarilla; se registró muerte y necrosis en el 6.et, también la 

desecaci6n del tejido se mostr6 en 1. O\ y el 1. 4\ mostraron 

vitriticaci6n. 

4.4 Métodos de caracterización. 

De los 293 bancos, en 40 se realiza algún método de 

caracterizaci6n del material, después de haber permanecido 

almacenado. En cuanto a examinaci6n citol6gica el 17.5\ analiza 

el n11.mero de cromosomas, el 7.5\ estudia la citología del cultivo 

y el s.ot trabaja sobre el an~lisis de DNA. Por otra parte el 

17.5\ 1.·ealiza exámenes fenot1picos y el 7.5\ exámenes 

morfolóqicos. Por lo que toca al análisis bioquímico el 22.5\ 
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Cuadro 2.3 Especies almacenadas en el mundo, otros métodos, 
mediante la técnica de banco de genes activo. (IBPGR, 1987). 

Ailanthus altissima 
Allium spp. 
Alnus glutinosa 
Beta vulgaris 
Chrysanthemum morifolium 
Chinchona ledgeriana 
cyphomandra betacea 

Oelphinium malabaricum 
Oianthus caryophyllus 
Digi ta lis lana ta 
oioscorea spp. 
Elaeis guineensis 
Fraxinus americana 
Ipomoea spp. 
Physcomytrella patens 
Phytolacca decandra 
Pistacia vera 

Robinia pseudoacacia 
Rosa hybrida 
saccharum officinaruru 
Saccharum spp. 
Stachys sielboldi 
Titricum aestivum 
Vanilla walkeriae 
Vinca minar 
Vitis spp. 
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analiza las isoenzimas, el 5.0\ las proteínas y el 7.5% los 

productos secundarios. 

De acuerdo con estos métodos de caracterización, en dos 

bancos se registraron algunos cambios como: se observó que 

después del almacenamiento, las plantas ten1an un florecimiento 

temprano y por otro lado la velocidad de desarrollo inicial 

resultaba ser muy lenta, sin embargo posteriormente se 

recuperaba, volviendo a la velocidad de desarrollo normal. 

5. ACIDO ACETIL SALICILICO. 

El ácido acetil salic1lico (ASA) mejor conocido como 

aspirina, es un salicilato que se obtiene por acetilaci6n del 

ácido salic1lico, el nombre de aspirina resulta de la contracci6n 

de acetilo y del género ~, plantas de este género tienen 

salicilatos naturales. Los salicilatos son conocidos hace tiempo 

por su utilidad en la medicina humana, como analgésicos, 

antirreumáticos, antipiréticos, ur icosO.ricos y antiinflamatorios; 

además de actuar efectivamente en diversas enfermedades como 

artitris, cataratas, diabetes, y otras. (Collier, 1963 y 

Shaphiro, 1986). 

Los mecanismos de acción del ASA y de otros salicilatos no 

se han aclarado, se propone al ASA como un antagonista de las 

prostaglandinas en tejidos animales (Coolier, 1963 y Shaphiro, 

1986), pero estudios recientes muestran que el ASA acto.a a nivel 

de membrana celular, bloqueando directamente la transmisión de 
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señales químicas al asociarse con prote1nas de membrana celular. 

(Weissmann, 1991). 

La molécula de ASA tiene un peso molecular de 180.15, punto 

de fusión 137ºC y un pk de J.S (Collier, 1963¡ Merck s co.Inc., 

1976, en López-Delgado, 1987). 

Los salicilatos han sido estudiados en diferentes (unciones 

de las plantas como en la inhibición de procesos diversos, 

floración, transpiración, producción de grano, maduración de 

frutos, fo:r:mación de raices, actividad enzimática, respiración, 

resistencia a patógenos y organogenesis (López-Delgado, 1987). 

5.1 La inhibición de procesos diversos por los salicilatos. 

Los ácidos fenólicos son reguladores de la actividad de la 

enzima ácido-indolacético oxidasa, que descarboxila al AIA. 

Dentro de estos ácidos, los Acidos monofen6licos son cofactores 

mientras que los difenólicos son inhibidores de la enzima, por 

lo que ejercen un efecto sincrg1stico o antagon1stico sobre la 

actividad del AIA (Tomazwski and Thimann 1966, Robert, 1976, 

citados por Cassab, 1984). 

En la ra1z y coleoptilo de trigo, el ASA inhibió el 

crecimiento (Larque-saavedra, 1975). Por otro lado el ASA inhibi6 

los movimientos escotoná.ticos en hojas de ~ rasiculata a una 

concentración de 10"4M, y promovieron los movimientos 

fotoná.sticos a 5 X lO"'M, donde al parecer el ASA inhibió la 
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s1ntesis de prostaglandinas las cuales parecen acelerar estos 

movimientos (Saedi et al; 1984). 

En algunas especies también se ha logrado el cierre de 

estomas mediante la aplicaci6n del ácido acetil salic1lico 

(Larqué-Saavedra, 1979). 

En !otos1ntesis, el disalicildenopropanodiamina (DSPD), 

inhibió el transporte electrónico ante el fotosistema II y el 

fotosistema I:, y bloque6 la fosforilaci6n en cloroplastos de 

espinacas (Leasch et al; 1979), se propone que este efecto 

inhibitorio fue mediado por el salicilalde.hido (Ireland y Glowin; 

1979). 

White (1979) al aplicar Acido acetil salic1lico al 0.02\ a 

un ph de 6.5, Acido salic1lico al o.1t y Acido benzoico al O.lt 

ambas ajustadas un ph de 6.5, en plantas de tabaco, inhibieron 

la multiplicación del virus del mosaico del tabaco e indujeron 

la formación de nuevas prote1nas. 

En plantas de tabaco White y Burley, el salicilato de sodio 

indujo la restricción en la multiplicación de los virus ATMV y 

TRV (Roggero y Penazzio, 1988). 

Se propone que los salicilatos promueven la expresión de 

prote1nas PR (Relacionadas con la patogénesis de la planta) al 

igual que el etileno, el ácido absc1sico y la citoquininas; al 

provocar en la planta una respuesta hipersensitiva (Collinge and 

Slusarenko, 1987; Doherty et al; 1988; and Miranda et al; 1990). 
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En cultivos en suspensión de pera, el ácido salic1lico y el 

ácido acetil salic1lico inhibieron la ·biosintesis de etileno 

(Leslie and Reman; 1986 citado por Carwell et al; 1989). 

Observándose los mismos resultados de reducción de etileno al 

aplicar ASA a cultivos en suspensión de papa (Pearl et al; 1988, 

citado por Carswell et al; 1989). 
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L6pez-Delqado (1987) inhibi6 el crecimiento ~e yemas 

axilares de ~ cardiophyllum al cultivarlas in n.tr.2 en 

presencia de ASA 10"4M, 10"5M y 10"6!!. Posteriormente Mora (1991) 

obtuvo resultados semejantes al inhibir el crecimiento de yemas 

axilares de fu2l.íln!!m tuberosum al cultivarlas in ~ en 

presencia de ASA. 

Al aplicar ASA en el cultivo in .J!i.tl:.2 de ápices de ll!2m!ll!ll 

~ L., se observaron diferencias significativas en los 

tratamientos con ASA. El ASA influy6 sobre el nümero de foliolos 

que la planta desarroll6 y limit6 el crecimiento del camote in 

~. (Albarenqa, s. y Villalobos, V.M., 1988). 

De acuerdo con los efectos inhibitorios de los salicilatos 

en plantas y tomando como base los trabajos realizado con ASA en 

~ cardiophyllum, ~ tuberosum e ~ ~; en 

la presente investigación se plantea el siguiente objetivo: 



6. objetivo 

Conocer si el potencial del ASA observado en la preservación 

in~ de dos clones de papa (S. cardioDhyllum y s. tuberosum), 

es real en la preservación in ~ de un amplio n6mero de 

genotipos de ~ tuberosum. 
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rrr. MATERrALES y METODOS. 

El presente trabajo se realizó en 1as instalaciones del 

Programa Nacional de Papa del :Instituto Nacional de 

:Investigaciones Forestales y Agropecuarias (INIFAP) Toluca, Edo. 

de México. 

1. MATERrAL BIOLOGICO. 

Como material biológico se emplearon yemas axilares de 100 

clones de~ tuberosum (cuadro 3.1), dichos clones fueron 

seleccionados al azar a partir de los 325 clones que conrorman 

el banco de germoplasma .in ~ del Programa Nacional de Papa. 

2. MEDIOS DE CULTIVO. 

En la elaboración de los medios de cultivo se emplearon los 

siguientes reactivos: sales inorgánicas (Baker), reguladores del 

crecimiento (Sigma Chemical Co), vitaminas (Sigma Chemical Co), 

sacarosa (Baker) , agar (Sigma Chemical. Co), mani tol (Baker) , 

ácido acetil salicilico ASA (Sigma Chemical Co) , y dimetil 

sulf6xido DMSO (Merck) • 

El medio de cultivo A utilizado, es recomendado por el 

centro Internacional de la Papa (CIP) (Espinoza et al, 1987), el 

cual es una modificación de las sales de Murashige-Skoog (MS) 

(1962). Otros medios de cultivo empleados en este trabajo son el 
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cuadro 3.1 Clones de~ tuberosum del banco de germoplasma 

J.n tltl:S! del Programa Nacional de Papa, seleccionados para 

preservarlos en presencia de ASA. 

1) 278072.10 26) 397576.25 51) 720083 76) 800223 

2) 274080.5 27) 573032 52) 720091 77) 800224 

3) 375057.9 28) 573215 53) 720117 78) 800286 

4) 375331.1 29) 575001 54) 720118 79) 800289 

5) 375333.1 30) 575003 55) 720123 80) 800823 

6) 375335.1 31) 575010 56) 720124 81) 800827 

7) 376999.6 32) 575021 57) 720130 82) 800928 

8) 377257.1 33) 575036 58) 720133 83) 800937 

9) 377964.S 34) 575045 59) 720135 84) 800944 

10) 378017 .2 35) 575049 60) 720138 85) 800945 

11) 378711.S 36) 676011 61) 720142 86) 800946 

12) 379690.8 37) 676014 62) 750675 87) 800947 

13) 379695.14 38) 676026 63) 750708 88) 800954 

14) 380496 .2 39) 676087 64) 750783 89) sn.José 

15) 3804.96.6 40) 676171 65) 750821 90) Diamante 
16) 380506.10 41) 678009 66) 750826 91) Rz 
17) 380586 42) 678011 67) 750835 92) Rs 
18) 380576.11 43) 720025 68) 750851 93) Amigo 

19) 380576.35 44) 720031 69) 760065 94) Se bago 

20) 380700. 79 45) 720052 70) 800027 95) Alpha 

21) 380701.12 46) 720053 71) 800097 96) L.Rosset 

22) 380700.7 47) 720055 72) 800102 97) Rz R, 
23) 382032.1 48) 720057 73) 800112 98) R, Rz 
24) 382432.2 49) 720071 74) 800212 99) R, 
25) 387576 SO) 720078 75) 800222 100) R4 



F (Espinoza et al, 1988 comunicaci6n personal) y el H (L6pez, 

1987) este Qltimo utilizado por su autor en papita güera. Estos 

medios de cultivo al igual que otros medios empleados se 

describen en el cuadro 3.2. 

2.1 Preparación de medios de cultivo. 

29 

El procedimiento general para la preparación de los medios 

de cultivo es el siguiente: mezclando las soluciones concentradas 

correspondientes a las sales de Murashige-Skoog con los 

reguladores de crecimiento que correspondan, eeqdn sea el caso, 

y sacarosa en cantidades requeridas. Se Ajusta el ph a 5.7 con 

HCl o KCl rn. Finalmente se adiciona el agar y se liclla el medio. 

sirviéndose en tubos de ensayo de 23 X 120 mm y en frascos 

"Gerber" de 57 X 68 mm, e ml por tubo de ensayo y 15 ml por 

frasco, ambos tapados con tapas de plástico. La esterilización 

del medio se realiz6 en un autoclave horizontal a 121ºC, durante 

15 minutos a una presión de 103. 4 Kp ( 15 libras por pulgada 

cuadrada). 

2.2 Preparación de la soluc.tón de ASA. 

El ácido acetil salicilico se disolvió con dimetil sulfó><ido 

(DMSO) , se afor6 con agua destilada y se agreg6 al medio, la 

cantidad utilizada de DMSO dependió de la concentración de ASA 

requerida. Para disolver una concentración de ASA de 10·4M se 

necesitan 0.1 ml de DMSO. 



Cuadro 3.2 D.ascr1pf?16ri:de loS medioS de cultivo 

Clave 

A 

B 

c 

o 

E 

F 

G 

H 

Medios de Cultivo 

MS + Manitol 4• + Sacarosa li + Agar O.Si + Tiamina 1.186 X 10-4M + Inositol 5.54 X 10-
4

M. 

MS +ASA l0-4 +Sacarosa 3% + Agar 0.8% + Tiamina 1.186 x 10-4M + Inositol 5.54 X l0-4M. 

MS +ASA 2.5 X l0-4 +Sacarosa 31 + Agar 0.81 + Tiamina 1.186 X 10-4M + Inositol 5.54 X 
l0-4M. 

MS +ASA 5 x l0-4M + sacarosa 31 + Agar 0.81 + Tiamina 1.186 X 10-4M + Inositol 5.54 X 
10-4M. 

MS +ASA 7.5 X 10-4M + Sacarosa 31 + Agar 0.8t + Tiamina 1.186 X 10-4M + Inositol 5.54 X 
10-4M. 

-5 -4 -4 
~c:r~Zl ~:~: ~ i~arHo\~~icina 1.33 X 10 M + Ac.Nicot!nico 4.06 X 10 M + c~J3i~oi'¡¡~~ HCl 

-5 -4 -4 
MS + GA3 2.88 X 10 M + Glicina 1.33 X 10 M + Ac.Nicot!nico 4.06 X 10 M + Piridoxio,a HCl 
+ Sacarosa 2.5% + ASA 2.5 + 10-411 + Agar 0.61. C2.43 X 10--'M) 

MS + IM 5.7 X 10-
6

11 +DA 4.4 X 10-611 +Sacarosa 31 + Agar 0.7%. 

MS + GA3 1.154 X 10-4!! + IM 5. 7 X 10-6!! + BA 4.4 ,X 10-6M + BA 4.4 X l0-6M + Sacarosa 3% + 
Agar O. 7\. 

ASA - Acido acetil salicUico 
MS - Sales de Murashige-Skoog 

IAA - Acido Indolacético 
BA - Bencil aminopurina w 

o 



2.3 condiciones de cultivo. 

Para la incubación de las yemas axilares se utilizaron dos 

cuartos con un fotoperiodo de 16 horas; radiación de 24 mm.2 seq·1 

(400-700 nm) y temperatura de 16 ± lºC en uno de los cuartos, que 

para fines prácticos en este trabajo se denominó como cuarto de 

•propagación", mientras el otro cuarto presentó un fotoperiodo 

de 16 horas, radiación de 11 mm2 seg·1 (400-700 nm) y una 

temperatura de 8 ± 1 ºC al cual se denominó como cuarto de 

"almacenamiento". 

En los experimentos se utilizó siempre un esqueje por tubo 

de ensayo y ocho esquejes por frasco 11Gerber". Cada esqueje 

integrado por dos yemas axilares. 

Las plantas crecidas en invernadero permanecieron a 

temperaturas de 26 ± lºC como máximo y 14 ± lºC como m1nimo con 

fotoperiodo natural. sembradas en macetas de 16 X 14 cm en suelo 

de hoja estéril, regadas con agua corriente por periodos de 4 a 

5 días. 

En general para la evaluación de todos los experimentos, se 

tomaron los siguientes parámetros: longitud total del tallo, peso 

fresco y porcentaje de sobrevivencia, otros parámetros se indican 

en los resultados de cada experimento. 
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2.4 Preparación de testigos. 

En todos los experimentos se tom6 de una soluci6n madre de 

DHSO (1.40 X 10·• H) un volumen igu~l_ al requerido en la soluci6n 

de ASA y se agreg6 al medio de cultivo del testigo. 

J. EXPERIMENTOS. 

3.1 Experimento 1. Efecto del ASA en el desarrollo de yemas. 

Con la finalidad de conocer el efecto del ASA en el 

desarrollo in ili.J.:Q. de yemas axilares durante un periodo de 

almacenamiento de 120 d1as, se aplicaron cuatro tratamientos a 

yemas axilares de la variedad alpha, en los cuales se vari6 la 

concentraci6n de ASA (cuadro 3.2, medios B, e, D y E. como 

testigo el medio A). Tales tratamientos permanecieron bajo las 

condiciones del cuarto de almacenamiento. Previamente se 

mantuvieron en cuarto de propagación bajo observación por e días 

con el objeto de verificar la ausencia de contaminación. 

Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones con sus respectivos 

testigos. En el montaje de este experimento se utilizaron tubos 

de ensayo. 
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3.2 Experimento 2. Incubación de yemas en ASA por un periodo de 
un ario. 

Para probar el efecto del ASA en un mayor nümero de 

genotipos de ~ tuberosum y poder determinar su potencial 

real en la preservación in ~ de los clones que componen el 

banco de germoplasma del Programa Nacional de Papa del 1NIFAP, 

se incubaron en cuarto de almacenamiento yemas axilares de 100 

clones en ASA 10º4 M, es decir, en medio de cultivo B, mientras 

que para el caso del testigo se empleo medio de cultivo A. 

Cada clan tuvo cinco repeticiones con su testigo respectivo. 

Este experimento se mont6 con tubos de ensayo. 

El experimento se desarrollo en tres fases: 

Fase I 

Se sacaron paulatinamente del almacenamiento con ASA 10º4M 

39 clones, durante el periodo comprendido entre los 235 d1as y 

los 245 d1as, ya que los explantes de dichos clones presentaban 

s1ntomas de aparente senescencia, los cuales después de ser 

evaluados fueron segmentados en esquejes, posteriormente dichos 

esquejes se transfirieron a cuatro medios de cultivo (cuadro 3. 2; 

medios F, G, H, I), para conocer la recuperación de dichos clones 

en diferentes medios de cultivo. La distribución en los medios 

de cultivo, de los 39 clones, se realiz6 homoqeneamente de 
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acuerdo con la disponibilidad del material como se indica en el 

cuadro 3.3, en los siguientes porcentajes el 20.st se transfiri6 

a los cuatro medios, el 14.2t a tres medios, el 41.0\ a dos 

medios y el 25. 6% en un s6lo medio; cabe sen.alar que dicha 

distribución se llevó a cabo sin preferencia hacia algün medio 

de cultivo. 

La incubación se llevó a cabo en cuarto de prop~qaci6n y 

despu6s de 30 d!as se evaluó el experimento. Se tuvieron a 

repeticiones por clan con su testigo respectivo. En el montaje 

de este experimento se utilizaron frascos "Gerber". 

Fase II 

Después de un ano de almacenamiento en ASA 10·4M, durante 

los diez siguientes d!as, se fueron sacando 43 clones (cuadro 

3.4), después de su evaluación se transfirieron en esquejes a 

medio de cultivo F, para determinar su recuperaci6n después de 

30 d!as. 

La incubación se llevó a cabo en cuarto de propaqaci6n. 

Después de 30 días se realizó la evaluación, donde cada clon tuvo 

ocho repeticiones con su testigo respectivo. Para el montaje de 

este experimento se utilizaron frascos "Gerber". 
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cuadro 3. 3 Distribuci6n de los clones en cuatro medios de cultivo 

(F,G,H,I) I para su recuperaci6n, después de ser almacenados 

durante 240 dias con ASA l.0"4M. 

CLON Medios de Cultlvo 

F G H I 

278072.10 X X X X 
377257. l X X X X 
575036 X X X X 
676011 X X X X 
676171 X X X X 
750675 X X X X 
800097 X X X X 
800289 X X X X 
800823 X X X X 
375331.1 X X X 
387576 X X X 
573032 X X X 
678011 X X X 
800223 X X X 
380576.35 X X 
382032.l X X 
720078 X X 
720133 X X 
720135 X X 
375335.l X X 
L. Ros set X X 
380496.2 X X 
720031 X X 
750826 X X 
750835 X X 
720057 X X 
750708 X X 
380700.79 X X 
800947 X X 
379695.14 X 
380576.ll X 
676087 X 
R4 X 
800212 " 750821 X 
720052 X 
376999.6 X 
750783 X 
720071 X 

Clones 
totales 21 21 26 23 

x- Medio en el cual se subcultiv6. 
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cuadro 3.4 Clones almacenados por 360 d1as con ASA l.O"'M y 

recuperados en medio F. 

l. 274080.5 22 720130 

2 375057.9 23 1:io124 

3 377964.5 24 7:iOl.l.7 

4 ·380496. 6 25 720].l.8 

5 380506.10 26 720138 

6 380701. ].:;¡ :i7 720142 

7 382432. 2 28 750851 

8 397576.25 29 760065 

9 575001 30 800027 

l.O 575003 3l. 800102 

l.l. 575021 32 800l.l.2 

l.2 575045 33 800222 

l.3 575049 34 800224 

l.4 676014 35 800286 

l.5 676026 36 800827 

l.6 678009 37 800954 

l.7 720025 38 Sn. José 

l.8 720053 39 Rz 
l.9 720055 40 Sebago 

20 720083 4l. Diamante 

2l. 720091 42 Alpha 

43 720123 



Fase :III 

En esta fase 18 clones restantes (cuadro 3.5) fueron 

subcultivados al mismo medio (B), en presencia del salicilato con 

e1 fin de continuar su almacenamiento rutinariamente, después de 

que permanecieron por un afio en almacenamiento con ASA 10·4M, y 

en ruturos trabajos del laboratorio realizar estudios de 

caracterización de dichos materiales. 

Estos clones se conservan en cuarto de almacenamiento. Cada 

clon con cinco repeticiones. El montaje de este experimento se 

realizo con tubos de ensayo. A los dos meses se evaluó el 

porcentaje de sobrevivencia. 

3.3 Experimento 3. Cultivo de plantas en invernadero, previament'l 
incubadas en ASA. 

A partir de los clones que se encontraban almacenados 

durante un af\o con ASA 10º4M (medio B) y su testigo (medio A) , se 

eliqi6 al azar el clon 575045 el cual fue trasplantado en 

esquejes a medio G (ASA 2. s X l0º4M) y el testigo a medio F (sin 

ASA), donde se incubaron por 30 d1as en cuarto de propagación, 

posteriormente se trasplantaron a suelo y se llevaron a 

invernadero. Esto se realizó con la finalidad de conocer el 

porcentaje de sobrevivenCia en la recuperación con medio G, de 

un clon que previamente estuviera almacenado en ASA 10·4M durante 
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cuadro 3. 5 Clones almacenados por 360 dias con ASA io·'M y 

transferidos a mismo medio de cultivo (B). 

l. 375333.l 

2. 378017.2 

3. 378711.5 

4. 379690.8 

5. 380586 

6. 575010 

7. 800928 

8. 800937 

9. 800944 

10. 800945 

11. 800946 

12. R, 

13. l\Jlligo 

14. Rz R, 

15. R1 Rz 
16. R, 

17. R4 

18. 573215 
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un afio y determinar el comportamiento en invernadero as1 como la 

producción de tubérculo de dicho clon tratado con ASA tanto en 

invernadero como en fase de recuperación. 

Para este experimento se utilizaron 10 repeticiones para el 

testiqo y 10 repeticiones para el tratamiento, cada repetición 

constó de un explante por maceta.. cada ocho dias se evaluó la 

lonqitud total del tallo y el nümero de nudos para cada planta; 

la cosecha se llevó a cabo a los 90 d!as después de la siembra. 

La producción de tubérculo se evaluó tomando las medidas por 

planta del tamano del tubérculo, peso del tubérculo y nOmero del 

tubérculo. 
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J:V. RESULTADOS 

Las claves de los medios de cultivo del cuadro 3.2 son 

utilizadas en la presentación de los resultados. 

Experimento 1 

Este experimento se disefi6 para conocer el efecto del ASA 

en el crecimiento de yemas axilares de ~ tuberosum, en 

función de las dosis probadas y establecer de esta forma la dosis 

Optima para el almacenamiento de germoplasma in .Y.i..t.J:.Q; se observó 

que la inhibición en el crecimiento de las plantas fue mayor a 

medida que la concentraci6n de ASA aumentó siquiendo un patrón 

de dosis respuesta. Esto se hace evidente en la longitud del 

tallo (figura 1), donde a medida que la concentración del 

salicilato es mayor la longitud del tallo disminuye¡ sucediendo 

lo mismo con el peso fresco de las plantas (figura 2). Además, 

se present6 una reducción en el tamafio de las hojas y en el de 

las ra1ces, estas ültimas con una coloraci6n blanca, el tallo se 

curv6 y sufrió un ligero engrosamiento. Dichas modificaciones se 

observaron en todos los tratamientos con ASA. Conforme aumentaba 

la concentración de ASA se hacían más evidentes. De tal forma que 

a concentraciones de 7. 5 X 10"4M (E) el eot de las plantas 

produjo raíz, mostrándose muy reducida; dicho porcentaje fue el 

más.bajo de los tratamientos. Por otro lado, el tejido de las 

plantas tratadas con ASA mostró cierto grado de clorosis, es 

decir, presentaban una coloración amarillo-verdoso. Dicho grado 
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tuberosum (var alpha) cultivadas in vitre durant~ 
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ASA (X lo-4M) 

Efecto del ASA en el peso fresco de yemas axilares de 
Solanum tuberosum (var alpha) cultivada in vitre du
rante 120 d!as. Los resultados son el prOiñeCIIO<Je 5 
repeticiones ± error estándar. 



de clorosis aument6 en concentraciones mayores a la de io·4M (B) , 

lo cual hace pensar en cierta toxicidad del salicilato en 

concentraciones altas. Esto parece ser más evidente cuando el 

porcentaje de sobrevivencia del tejido decrece en concentraciones 

de 2.s X lOº'M (C)' 5 X 1o·'M (O) y 7.5 X lOº'M (E)¡ en 95t, y 90t 

respectivamente. (Figura 3). 

En la concentraci6n de io·4M (B) , se obtuvieron valores 

semejantes a los valores testigo, tanto en peso fresco como en 

lonqitud de tallo, pero algo muy importante es que a esta 

concentraci6n se obtuvo el 1oot de sobrevi vencia del tejido 

(figura 3), porcentaje no alcanzado por los demás tratamientos. 

Por otro lado, las plantas tratadas a dicha concentraci6n no 

mostraron las características observadas en 1os otros 

tratamientos. Por tal motivo para el experimento 2 se optó por 

trabajar con la concentraci6n de 1o·•M (B). 

Experimento 2 

Este experimento se realizó para conocer la respuesta de un 

amplio rango de clones ( 100 en total) durante un periodo de 

cu1tivo prolongado, en presencia de ASA, para establecer si el 

ASA mantiene el efecto inhibidor en el crecimiento de dichos 

clones; además determinar si al finalizar el periodo de cultivo 

podrian ser recuperados en un medio de cultivo sin ASA. oe esta 

manera se podr!a saber si el ASA es una opción real para 1a 

preservaci6n in rltJ;:2, de un banco de germoplasma de papa, y 

conocer los alcances y limitaciones de esta metodoloq!a. 
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Al término de e meses de almacenamiento en ASA 10-4M (B) , 39 

clones de los 100 almacenados, presentaron caracteristicas 

visibles de senescencia, ya que el tejido de las hojas y del 

tallo presentaba cierto grado de clorosis, además de que en 

algunos casos exist1a tejido necrótico, por lo que se encontraban 

algunas plantas muertas. De tal forma que los 39 clones fueron 

sacados del cuarto de almacenamiento presentando un porcentaje 

de sobrevivencia de 90 .. Jt para los clones tratados con ASA 

mientras que para el testigo fue de 97.9% por lo que toca a la 

ra1z, ésta se presentó en todas las plantas tratadas con el 

salicilato al igual que en el testigo, (cuadro 4.1), sólo que se 

mostr6 con poco desarrollo comparado con éste. Respecto a la 

longitud del tallo y al peso fresco, fue notoria la inhibición 

causada por el ASA, debido a que la longitud del tallo fue menor 

por 1 cent!metro con respecto al testigo y el peso fresco resultó 

casi 3 veces más pequeño que el testigo (cuadro 4.1). En los 39 

clones se observaron caracter!sticas antes vistas de hoja 

reducida, tallo curvado y engrosado y ra1z con poco desarrollo 

presentando una coloraci6n blanca. 

Fase :I 

Los 39 clones provenientes de ASA, cultivados en cuatro 

medios de cultivo mostraron globalmente un porcentaje de 

sobrevivencia por arriba del aot (cuadro 4.2); mostrando 

capacidad de recuperación en los cuatro medios de cultivo, 

observándose un incremento en las plantas, tanto en la longitud 

del tallo como en el peso fresco, superiores al incremento 
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Cuadro. 4 .1 Efecto del ASA en el crecimiento de yemas axilares de Solanum tuberosum cultivadas in 
vitro durante 240 d.tas, bajo condiciones de almacenamieñtO:Los resultados son prome= 
dio de 39 clones con 5 repeticiones por clan. 

Tratamiento % de X Peso fresco X Longitud % de plantas % de explantes No. de brotes 
(ASA) Sobrevivencia (mql del tallo con ra!z brotados por explantcs 

(cm) 

97. 9 191.4±_25.06 4.3±_0.16 100 23% l. 01±_0. 35 

10-4 
90. 3 7!.8_:4.63 3.3±_0.15 100 20. 7% l. 08+0. 27 

... 
"' 
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Figura 4. Incremento en longitud de tallo de explantes de Solanum tuberosum incubados en 
diferentes medios de cultivo por 30 dias. Previamente almacenados en ASA io-4M 
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Incremento en peso fresco de explantes de Solanum tuberosum incubados en dife
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Cuadro 4. 2 Incubación de yem~s axilares de 39 clones de Solanum tubcrosum, en diferentes medios de cul 

Procedencia 
(ASA M) 

10-4 

10-4 

10-4 

lU-4 

tivo, durante 30 días. Previamente almacenados en ASA ió-4M durante 240 días. Los datos soñ 
el promedio de e repeticiones por clon. 

Medio de % de X Incremento X Incremento 
rultivo sobrevi- en peso en longitud 
(trata- vencía fresco(mg) tallo (cm) 
miento) 

F 100 49.26 l. 54 

G 98. o 9 .10 0,4'9 

H 97 .8 13.35 o. 52 

90. 5 65 .40 o. 72 

F 99 .10 62.140 1.31 

G 95 ·º 44. 30 0.68 

H 93, l 41.55 0.89 

I 91.5 179 .14 1.28 

% de explantes % de explantes 
con raíz brotados 

100 9,0 

100 7.5 

100 12.l 

100 16.0 

100 9.5 

100 8 .3 

100 12.6 

100 16 .o 

No. de 
brotes por 
explante 

2. 5;!:0. 2 

1.5;!:0.2 

2. 3;!:0. 2 

2. 9;!:0.4 

2. 6;!:0.4 

1.5;!:0.2 

2.7+0.3 

3.5+0.59 

~ 

"' 



presentado por las plantas testigo (figuras 4 y 5). De tal forma 

que en el caso del peso fresco, el medio que favoreci6 un mayor 

incremento respecto a su testigo fue el medio I con un 486.Bt, 

que adem6s, presentó un mayor nümero de brotes y sus plantas 

·formaron callo (cuadro 4.2). En el medio Gel incremento de peso 

~resco también fue considerable con un un 31.2%. 
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Por lo que toca a longitud de tallo, los medios e~ los que 

se observó un mayor incremento fueron el medio H y el medio I en 

171% y 177% respectivamente. Por otra parte el desarrollo de las 

hojas y de la ra1z fue óptimo en los cuatro medios de cultivo, 

sin embargo, en medio de cultivo F se mostró el mejor desarrollo 

de hojas y ra1z, donde en términos generales el vigor de la 

planta fue excelente, presentando el mayor porcentaje de 

sobrevivencia (figura 6). Los valores en incremento de peso, 

porcentaje de explantes brotados y nümero de brotes por explante 

son valores intermedios respecto a los obtenidos por los otros 

medios de cultivo, sin inclinaci6n hacia algün tratamiento en 

especial. De acuerdo con ésto en la siguiente fase se utiliza el · 

medio de cultivo F en la recuperación de los clones. 

Fase II 

Al término de 365 dias, de los 100 genotipos almacenados en 

un principio, 43 genotipos fueron sacados del almacenamiento, los 

cuales mostraron tener una sobrevivencia de 97. 3% para los 

tratados con ASA y 98.9% para los testigo. 
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Medio de Cultivo 

Porcentaje de sobrevivencia de explantes de Solanum tuberosum, incubados en di 
ferentes medios de cultivo por JO d!as, previamente almacenados en ASA io-4M -
durante 240 días. Los datos son el promedio de 39 clones con 8 repeticiones por 
clon. 
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La longitud del tallo, en los clones tratados con ASA, 

resul t6 ligeramente mayor que las plantas testigo por o. 5 cm 

(figura 7 y cuadro 4.3). Mientras que para el caso del peso 

fresco fue mayor en el testigo que en el tratamiento (figura B 

y cuadro 4. 4). Por otro lado, el porcentaje de explantes brotados 

disminuyó en un 10\ en plantas tratadas con ASA respecto a las 

testigo, pero el n1lmero de brotes por planta fue similar en 

tratamiento y en testiqo (cuadro 4.3). 

Al finalizar la fase IX, la recuperación de los 43 clones, 

en medio F presentó un porcentaje de sobrevivencia de 100% tanto 

para las plantas provenientes de ASA como las testigo. Por lo que 

toca a la longitud del tallo y al peso fresco, en plantas 

provenientes de ASA, se obtuvieron valores bajos con respecto a 

las testiqo (cuadro 4.J). Lo cual implica que la recuperación se 

llevó a cabo más lentamente en los clones tratados con ASA 

previamente (Figuras 9 y 10). Los valores de lonqitud en plantas 

tratadas con ASA, se incrementaron en S0.7%, con respecto a su 

longitud reportada al final del almacenamiento, mientras que las 

testigo ·en un 147\. En cuanto al peso fresco el testigo 

incrementó en 92.S\ y las tratadas con ASA en un 70.St, con 

respecto al peso fresco reportado al final del almacenamiento. 

Experimento 3 

Este experimento fue planteado tomando en cuenta los 

resultados obtenidos en fase I, en la recuperación con medio de 

cultivo G de clones almacenados en ASA por ocho meses, por lo que 
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ASA (M) 

Longitud de explantes de Solanum tuberosum después de 
un almacenamiento de 360 O!as en ASA I0-4M. Los resul
tados son el promedio de 43 clones con 5 repeticiones 
por clon ± error estándar. 

ASA (M) 

Peso fresco de explantes de Solanum tuberosum despu~s de 
un almacenamiento de 360 d!as en ASA I0-4M. Los resulta
dos son el promedio de 43 clones con 5 repeticiones por 
clan ±error estandar. 



Cua1ro 4. 3 Porcentaje de sobrevivencia, longitud de tallo, peso fresco, porcentaje de axplantes brota
dos, número de brotes por explante y porcentaje de explantes con ra!z en yemas axilares de 
43 clones Solanwn tuberosum cultivados in vitre durante 12 meses en ASA (1), y posteriormen 
te subcultivadas durante 30 d!as a mediOF\21. -

Tratamiento % de sobrevi vencía X Peso fresco 
(medio de (mg) 
cultivo) 

(l) A 98. 9 243.1:':_49. 7 

(2) F 100 261. 7:':_35. 7 

(1) B 97. 3 157.6_:t31. 7 

(2) F 100 222,J:t:_JS.5 

X Longitud % de explantes 
de tallo con ratz 

3.49:':_0.27 100 

S.l4:t:_0.17 100 

3.95,:t0.27 100 

4.89:':_0.21 100 

% de explantes 
brotados 

53.3 

66.6 

43.3 

so.o 

No. de 
brotes por 
explante 

2.0l:t:_0.2 

l.62:':_0.l 

2:15,:tO. 3 

l.37:':_0.1 

"' A 
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Figura 10. Peso fresco de explantes de Solanwn tuberosum, recuperados 
en medio F durante 30 d!as. Previamente almacenados duran
te 360 d1as en ASA 10-4M. Los resultados son el promedio 
de 43 clones con B repeticiones por clan ~ error estándar. 
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Sin ASA Con ASA 

Trat;imiento 

Porcentaje de sobrevivencia de explantcs de Solanum 
tuberosum (c1on 575045), en invernadero, previamen
te almacenados en ASA io-4M durante 365 días in vi
tre y subcultivadas en medio G durante 30 d!aS-iñ"" 
VITro.~os resultados son promedio de 10 repeticIOnes. 



20 

o .... 
15 .... 

"' .µ 

" "' "'-¡¡ "u 
~- 10 

"' ~ o 

"' 
5 

Figura 12. 

----"--------

16 

-.. -- .' 

32 

I 
I 

1 1 Testigo 

1-----1 ASA 

, ,,----~----,--------4-----

I 
I 

I 

,., , , 

48 

Tiempo (d1as) 

64 80 

Longitud de Solanum tuberosum (575045) bajo condiciones de invernadero du
rante 90 d!as previamente almacenadas en ASA in vitre en medio B (ASA 10-4M) 
testigo en medio A, posterionnente recuperadasen rnedio G (P-5A 2.5 X 10-4M) 
y el testigo en medio F. Cada punto es promedio de 10 repeticiones. 
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se quiso determinar si se podría obtener la respuesta de su 

recuperación antes vista con un clon (575045) almacenado con ASA 

durante 12 meses. Dicho clon presentó una sobrevivencia de 100\ 

después de la recuperaci6n, tanto para el testigo (medio F) como 

para el tratamiento (medio G). Al ver dichos porcentajes de 

sobrevivencia, los explantes fueron trasplantados en suelo y 

llevados a invernadero; para conocer su comportamiento bajo 

condiciones de invernadero y determinar la produ?ci6n de 

tubérculo. Bajo estas condiciones la sobrevivencia fue de 100\ 

para el caso de las plantas tratadas con ASA mientras que las 

plantas testigo presentaron 80\ de sobrevivencia (figura 11), por 

otra parte las plantas tratadas con ASA presentaron una velocidad 

de crecimiento ligeramente más lenta en un principie aunque 

posteriormente fue adquiriendo una velocidad de crecimiento 

normal ( f !gura 12) , cabe destacar que antes del subcul ti vo a 

suelo, los explantes tratados con ASA presentaban un menor tamano 

en longitud de tallo, poco desarrollo de ra!z y un color 

amarillo-verdoso; características ya clásicas para las plantas 

tratados con ASA. Respecto a la producci6n de tubérculo, se 

obtuvieron un mayor nQmero de tubérculo en plantas tratadas con 

ASA que en las plantas testigo (figura 13), pero tanto el tamafto 

y el peso de los tubérculos fueron mayores en las plantas testigo 

como se muestra en las figuras 14 y 15. 

se 
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Número de tub6rculos de Solanum tuberosum Celen 575045), 
obtenidos en invernadero, a partir de explantes almace
nados previamente en ASA io-~M durante 360 d!as in vitre 
y subcultivados en medio G durante 30 d!as in vitr'o-:-t:OS 
resultados son promedio de 10 repeticiones +error-están 
dar. - -
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Sin ASA Con ASA 

Tratamiento 

Diámetro de tub~rculos de Solanum tuberosum Celen 
575045), obtenidos en invernadero, a partir de explan 
tes almacenados previamente en ASA 10-4M durante 360-
d!a.s in vitre y subcultivados en medio G durante 30 
d!as In vitre. Los resultados son promedio de 10 repe 
ticio'ñes ~ error estándar. -
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Sin ASA Con ASA 

Tratamiento 

Peso de tub~rculos de Solanum tuberosum (clan 575045} 
obtenidos en invernadero-;-a-¡i'artlr de explllntes alma
cenados previamente en ASA 10-4M durante 360 dias in 
vitro y subcultivadaos en medio G durante 30 dias Tñ 
vitre. Los resultados son promedio de 10 repeticioñes 
±. error estándar. 



V. DISCUSION 

Los resultados del experimento l., muestran que el ASA inhibe 

el crecimiento de yemas axilares de ~ tuberosum siguiendo 

un patr6n de dosis respuesta, patrón semejante al encontrado en 

otros trabajos (L6pez-Delgado, 1987 y Mora 1991), de tal forma 

que en concentraciones de 5 X 10"4M (D) y 7. 5 X 10º4M (E) se 

registraron los valores de inhibición más altos del experimento, 

a tal grado que se afectó el desarrollo y sobrevivencia de los 

explantes; lo cual hace pensar que concentraciones elevadas de 

ASA resultan tóxicas para la conservación .in ~ de ~ 

~..2..filll!l· Mientras que los explantes sembrados en 10"4M (B) 

presentaron una sobrevivencia de 100\ y valores de crecimiento 

similares a los valores de explantes testigo, por lo tanto se 

escogi6 la concentración de 1o·'M (B) para aplicarla en el 

experimento 2. 

Las concentraciones de ASA usadas en el experimento 1 se 

eligieron en base a los resultados obtenidos por Mora (1991), en 

~ tuberosum, donde encontró alargamiento de tallo a 

concentraciones de ASA de 10"5M y 10·6M y 10"7M; mientras que en 

io·4M la longitud del tallo se inhibió, por lo que se decidió 

trabajar con las concentraciones ya conocidas. 

En el exper imanto 2, después de ocho meses de almacenamiento 

39 clones mostraban s1ntomas de senescencia, presentando tejido 

necr6tico, hojas y ra1ces reducidas asi corno tallo curvado y 

engrosado mientras que el testigo sin ASA mostraba explantes 

vigorosos, cabe sef\alar que las caracter1sticas antes mencionadas 
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son normales en plantas bajo preservación in ~, después de 

un periodo de almacenamiento prolongado y cuando las plantas ya 

requieren subcultivo a medio fresco, Por tal motivo se sacaron 

dichos clones del almacenamiento para conocer su respuesta a la 

recuperación en cuatro medios de cultivo (F, G, H, X) con 

reguladores del crecimiento. Cabe señalar que al salir del 

almacenamiento los 39 clones tratados con ASA presentaron mayor 

inhibición del crecimiento, mostrado por el menor peso.fresco y 

menor longitud, que las plantas testigo. Sin embargo en los 

cuatro medios de cultivo usados para la recuperación, los 

explantes tratados con ASA incrementaron los valores de peso 

fresco y longitud de tallo con respecto a su testigo, y la 

sobrevivencia fue similar entre explantes tratados con ASA y 

testigo con excepci6n del medio I que present6 los valores de 

sobrevivencia más bajo (83%) para las plantas tratadas con ASrt. 

Estos resultados demuestran que a pesar del fenotipo alterado a 

causa de la inhibición provocada por el salicilato, los explantes 

presentan una aceptable capacidad de recuperaci6n, con un buen 

porcentaje de sobrevivencia, semejante a los explantes testigo. 

En la recuper.aci6n de los 39 clones se usaron los medio H 

y el I en base a que en algunos trabajos, plantas de papa 

incubadas in yjJa:Q con ASA respondieron al ser subcultivadas en 

dichos medios positivamente al grado de desarrollar nuevos brotes 

'¡L6pez-Delgado, 1987 y Mora, 1991). El medio F por su utilización 

rutinaria en la propagación de explantes en el laboratorio de 

cultivo de tejidos del Programa Nacional de Papa se consideró en 

la recuperación, el medio G se tomó en cuenta por los resultados 

obtenidos con otros trabajos con ASA en el laboratorio. 
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Cabe sefialar que en medio F se obtuvo el mayor porcentaje 

de sobrevivencia (99.0t), mientras que valores de incremento de 

peso fresco, porcentaje de explantes brotados y longitud de tallo 

fueron intermedios a los encontrados en otros medios. El 

incremento en peso fresco registrado en medio G, de 486.St con 

respecto al testigo, ocurrido en explantes tratados con ASA, 

probablemente se debe a que desarrollaron una capacidad de 

tolerancia al compuesto, de tal forma que al recuperar~as en un 

medio que contiene una mayor concentraci6n de ASA, la respuesta 

de crecimiento fue favorable, por otra parte los reguladores del 

crecimiento favorecieron la respuesta, dicha respuesta no se di6 

en el testigo, por el contrario, éste se inhibió ya que nunca 

antes habia estado en contacto con ASA. El medio H y el I 

presentaron valores elevados de peso fresco, lo cual se explica 

por el desarrollo de callo y el nümero de brotes desarrollados 

en dichos medios en los explantes tratados con ASA. De acuerdo 

con estos resultados se eligió el medio F para recuperar a los 

próximos clones que salieran de la conservación con ASA 10-4M. 

El incremento observado tanto en peso como en longitud en 

explantes recuperados en los cuatro medios de cultivo, 

previamente almacenados en ASA, resulta semejante a lo observado 

por López-Delgado y carrillo (Ciencia Agronómica, en revisión) 

sobre la inhibición de la actividad fosfatasa provocada por el 

ASA en ~ cardiophyllum, donde en presencia de ASA la 

actividad de la enzima fosfatasa disminuye con respecto al 

testigo, pero cuando las plantas tratadas con ASA pasan a un 

medio sin ASA, la actividad de la enzima fosfatasa aumenta tres 

veces la actividad normal. 
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Después de un afio de conservación 43 clones se sacaron del 

almacenamiento por presentar las mismas alteraciones fenot1picas 

de los clones sacados anteriormente. Los 43 clones al salir del 

almacenamiento presentaron un elevado porcentaje de 

sobrevivencia, 98.9\ para los testigo y 97.3\ para los tratados 

con ASA. Cabe sef'\.alar que estos clones tratados con el salicilato 

mostraron mayor longitud y menor peso que las plantas testigo; 

sin embargo, la recuperación realizada en medio F presentó el 

100\ de sobrevivencia en testigo y en tratamiento con ASA. Lo 

cual reafirma los resultados anteriores con los 39 clones, donde 

plantas con el fenotipo alterado por el ASA muestran capacidad 

de recuperación. 

Por otro lado, los explantes de 18 clones trasplantados al 

mismo medio de cultivo ASA 10-4M (B), provenientes de una 

conservación de un ano, presentaron después de dos meses del 

subcultivo a medio fresco 1oot de sobrevivencia por lo cual se 

continuará en el laboratorio con su conservación rutinaria en 

este medio (B) a fin de continuar con otros estudios encaminados 

a trabajos de caracterización de estos materiales, para conocer 

si se mantiene la estabilidad genética y fenot1pica (color de 

piel del tubérculo, forma y tamano de tubérculo, calidad 

culinaria, etc.). 

De acuerdo con los resultados obtenidos en la recuperación, 

de los clones subcultivados a los ocho meses en medio G, se 

plante6 conocer si la misma respuesta se podr1a obtener después 

de un ano en almacenamiento con ASA, para lo cual se eligió al 

azar el clon 575045 tratado con ASA durante un af\o, se transfirió 
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a medio G (ASA 2;5 X 10·4M) donde se obtuvo una sobrevivencia del 

100% al igual que las plantas testigo (transferidas a medio F, 

sin ASA). Sin embargo, las plantas tratadas con ASA, tanto en 

almacenamiento como en recuperación presentaron clorosis y raiz 

reducida, dichas plantas posteriormente fueron sembradas en suelo 

y llevadas a invernadero, donde el ASA favoreció la alta 

sobrevivencia en invernadero ya que presentaron el 100% de 

sobrevivencia mientras que las plantas testigo (nunca antes en 

ASA) tuvieron ea\ de sobrevivencia, tal vez el estres provocado 

por el aalicilato favoreci6 la rápida adaptación de las plantas 

al medio ambiente de invernadero probablemente evitando la 

transpiración excesiva de la planta; ya que en las plantas 

testigo los primeros d1as en invernadero mostraron cierto grado 

de deshidratación, incluso ca1da de hojas, cabe sef'ialar que 

algunos trabajos han demostrado que los salicilatos tienen efecto 

antitranspirante sobre algunas plantas (Larqué-saavedra, 1978), 

y que en plantas previamente expuesta a ASA, muestran mayor 

actividad enzimática al salir del salicilato (L6pez-Delgado y 

carrillo en revisión); quizá alguna proteína esté involucrada 

como lo mencionan algunos trabajos como el de Roggero y Pennazio 

(1988), donde se seftala la síntesis de proteínas relacionadas con 

la patog~nesis (PR) sintetizadas a consecuencia del salicilato. 

Por otra parte el ASA afectó la producción de tubérculo ya 

que las plantas tratadas con ASA (almacenamiento (B) y 

recuperación (G) produjeron tubérculos de menor peso y tamafio, 

pero en mayor námero que los producidos por las plantas testigo 

(almacenamiento (A) y recuperación (F)). Lo cual resulta 

interesante y·· ~epresenta una ventaja ideal bajo un esquema de 

66 



producción de semilla, debido a que el mismo número de plantas 

propagadas, que las testigo, nos dá una mayor producción de 

tubérculo semilla y sumando la mayor sobrevivencia en invernadero 

que las testigo resulta una gran ventaja, sobre todo si provienen 

de una recuperación después de un almacenamiento en el banco ae 
germoplasma .in vitre, ya que al salir un clon del banco in Y.Ül:.Q 

es deseable su rápida propagación y producción de tubérculo 

semilla. 
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Es importante señalar que el experimento 3 en un principio 

se planteó para conocer, si la respuesta obtenida en medio G (ASA 

10·4M) en la recuperación de fase I se pod1a obtener en fase II 

en el clan 575045 (elegido al azar) conservado con ASA durante 

un ano, pero al observar que a pesar de obtener el l.00\ de 

sobrevivencia en medio G, los explantes de dicho clan mostraron 

cierto grado de clorosis, es decir, el tejido mostraba una 

coloración amarillo-verdoso; por otro lado la ra1z era reducida, 

entonces se decidió trasplantar estas plantas a suelo para 

conocer su comportamiento en invernadero y posteriormente la 

producción de tubérculo, para compararlo con los explantes que 

nunca estuvieron en ASA. 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el ASA 

presenta ventajas importantes debido a que por un lado los clones 

almacenados con ASA se comenzaron a subcultivar a los ocho meses, 

lo cual es aceptable si pensamos que los clones con los que 

cuenta el banco de germoplasma .in Y.fu2 del Programa Nacional de 

Papa algunos requieren subcultivo aproximadamente a los seis 

meses, y la sobrevivencia observada en invernadero fue superior 



a las plantas que nunca estuvieron en contacto con el ASA, al 

igual que la producción de tubérculo, importante para la 

producci6n de tubérculo semilla; además de disminuir los costos 

del mantenimiento del banco de germ.oplasma. 

En base a los resultados seftalados, los efectos del ASA en 

la inhibici6n del crecimiento .in ~ y en la producción de 

tubérculo, así como en la sobrevivencia en invernader~, que se 

obtuvieron en los experimentos r, II y III; se podr1an explicar 

en base a que el ASA podría estar actuando a nivel molecular al 

afectar determinadas actividades enzimáticas, como lo mencionado 

con la actividad fosfatasa y la aparición de las protelnas 

relacionadas a la patogénesis, el ASA pudo haber inhibido, el 

crecimiento, favoreciendo ia producción de enzimas que degradan 

o inactivan a las auxinas endógenas, esta inhibición del 

crecimiento estuvo en función de la concentración de ASA presente 

por lo que siguió un patrón de dosis-respuesta en todos los 

parámetros evaluados en el experimento I (cuadro 4.1). Esto se 

apoya en que algunos autores consideran que los compuestos 

fenólicos, incrementan la actividad de enzimas que degradan o 

inactivan la actividad del AIA (6cido indolacético) (Cassab et 

al; 1988). 

Es posible que el ASA esté actuando a varios niveles en la 

planta por lo que se requiere llevar a cabo trabajos enfocados 

a varios aspectos. En la presente investigación se confirma que 

el ASA es una alternativa para la conservación de germoplasma J.n 
n.:t.l:2 de ~ tuberosum, pero todavía queda por conocer varios 

aspectos como: 
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Llevar a cabo análisis de protelnas para conocer si existen 

cambios en actividades enzimáticas. 

Análisis a nivel DNA, con el fin de averiguar si se produce 

variación por efecto del tratamiento. 

Llevar a cabo investigación con los materiales tratados con 

ASA, sobre posible resistencia a patógenos. 

Conocer el comportamiento y producción de tubérculo al 

sembrar los tubérculos (semilla) producidos en el experimento J. 

De esta manera se podría definir los alcances y limitaciones 

del uso del ASA en el mantenimiento de germoplasma in ~ de 

~ tuberosum. 
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VI. CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos lo más relevante de 

la investigación fue: 

El ASA es una alternativa real en la preservación a mediano 

plazo de germoplasma in :l1Jj;¡,:Q de §.2.l¡¡ru¡m tyberosum. 

EL ASA inhibió el crecimiento de yemas axilares de ~ 

tuberosum alterando el desarrollo de los explantes, sin afectar 

la sobrevivencia en la etapa de recuperación y la capacidad de 

micropropagaci6n. 

El ASA favoreció la sobrevivencia en invernadero y modif ic6 

la producción de tubérculos al aumentar el número y disminuir su 

peso y tamano. 
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VIII. APENDICE 

Elementos mayores y menores de1 medio básico (Murashige-Skoog 
1962). 

Para dos litros de agua destilada 

cac12 .2H20 

H3 ao3 

KnS04 • 6H O 
(Mn so4 . k2o) 

KI 

cu so, . sn,o 

cocl2 • 6H2o 

33 gr 

38 gr 

a.a gr 

3.4 gr 

0.124 gr 

0.446 gr 
0.338 gr 

0.122 gr 

o.0166 gr 

o.oos gr 

o.ooos gr • 

o.ooos gr • 

* Preparar previamente una solución concentrada de la siguiente 
manera: pesar 5 mg de cada una de estas dos sales y disolverlos 
en 10 ml de agua destilada y tomar 1 ml = o.ooos gr. 
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ESTA 
SAi..iR 

TESfS 
RE lA "" nmr fNiLJUTECh 

Soluciones madre para preparar los medios de cultivo, utilizados 
en el Programa Nacional de Papa (recomendado por el CIP) • 

H!L..fil),,....1!120 

3.7 gr de Mg so4 se disuelven en 100 ml de agua destilada. 
Para preparar un litro de medio de cultivo se necesitan 10 ml de 
esta solución. 

-Na EOTA 
-Fe So4• 7H20 

o.745 gr 
o.557 gr 

El Feso, • 7H2o se disuelve en 20 cm1 de agua destilada; el 
Nai EDTA se disuelve en 20 cm1 de agua destilada a medida que se 
ca ienta. Se mezclan el Fe so4 • 7H2o y el Na2 EDTA, se deja 
enfriar y se agrega agua hasta completar 100 ml. 

40 mg de tiamina- Hcl se disuelven en 100 ml de agua 
destilada. Para preparar un litro de medio de cultivo se necesita 
1 ml de esta solución. 

Inositol 

1 gr de inositol se disuelve en 100 ml de agua destilada. 
Para preparar un litro de medio de cultivo se necesitan 10 ml de 
esta solución. 

Acido Giberélico (GA,) 

10 mg de ácido giberélico se disuelve en KOH o alcohol (unas 
qotas) y se afora a 100 ml de agua destilada. 

Acido Indolacético (AIA) 

10 mq de AIA se disuelven con unas gotas de KOH y se afora 
en 100 ml de agua destilada. 
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~ 

10 mg en 100 ml de agua destilada. 

Acido Nicotinico 

50 mg en 100 ml de agua destilada. 

Piridoxina 

SO mg en 100 ml de agua destilada. 
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