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RESUMEN

Se estudio el efecto del &cido acetil salicilico (ASA) en
la conservacisn in vitro de 100 clones de Solanum tuberosum,

mediante los siguientes experimentos:

Se probaron cuatro concentraciones de ASA (10°*M, 2.5 X 10°
‘M, 5 X 10*M y 7.5 X 10"*M) 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 observd inhibicién
en el crecimiento, resultando mayor a concentraciones altas. En
ASA 10°°M la inhibici6n del crecimiento fue semejante a 1la
presentada por el testigo asi como el porcentaje de

sobrevivencia, gue para ambos casos fue de 100%.

Posteriormente se incubaron yemas axilares de 100 clones con
ASA 10"*M para ser almacenadas. Después de ocho meses se sacaron
del almacenamiento 39 clones para conocer su recuperacién en
cuatro medios de cultivo (F, G, H, I), ya gue dichos clones .
presentaban sintomas de senescencia y una inhibicién del
crecimiento mayor que el testigo. En los cuatro medios de cultivo
los explantes mostraron un incremento en peso fresco y longitud
superior a su testigo adem&s de un porcentaje de sobrevivencia
semejante al presentado por é&ste. Después de un afio de
almacenamiento 43 clones fueron sacados Yy recuperados en medio
F obteniéndose una sobrevivencia de 100% al salir del

almacenamiento, las plantas tratadas con ASA mostraron mayor

X



longitud, pero menor pesc fresco que las plantas testigo. Por
otro lado 18 clones restantes almacenados por un afio con ASA
fueron subcultivados al mismo medio (ASA 10°*M), para continuar
con su almacenamiento en el salicilato, los cuales presentaban
hasta los dos meses de transferidos 100% de sobrevivencia. De los
43 clones sacados al afio de almacenamiento se eligié al azar el
clon 575045 para ser recuperado en medio G, donde se obtuvo una
sobrevivencia de 100%, y posteriormente se llevé a invernadero
donde se observé que plantas tratadas presentan un crecimiento
similar a las plantas testigo; sin embargo, la produccién de
tubérculo se vié afectada en plantas tratadas con ASA, ya que en
estas plantas se obtuvo un mayor ntmero de tubérculos con menor
peso y menor tamafio que los obtenidos por el testigo, se discuten

las ventajas gue estos resultados implican.
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I. INTRODUCCION

En México el consumo de la papa se ha incrementado en los
Gltimos afios, convirtiéndose en un alimento importante. La
cosecha en la superficie nacional se estima en 70 000 hecté&reas,
con una producciédn total de 930 000 toneladas (SARH, 1390). A
nivel mundial el cultivo de papa alcanza el cuarto lugar, después

del malz, trigo y arroz (FAO, 1986; citado por Abello, 1585).

Las colecciones de germoplasma vegetal representan una
fuente de variacién genética importante para el mejoramiento
genético de cultivos con importancia en la aiimentacién, en la
economia y en la ecologfa. Muchos de estos cultivos son
conservados mediante su semilla sexual, sin embargo algunos
producen semillas recalcitrantes, por lo gue no se pueden
conservar mediante su semilla sexual sino que su conservacién
tiene que ser vegetativa lo cual representa un riesgo, ya que
dicho material ests expuesto a factores bildticos y abiéticos. 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 yitro que incluyen la conservacién a corto y
mediano plazo asi como la conservacién a largo plazo o

criopreservacién. (Withers, 1985).

Actualmente se trabaja en la optimizacién de los métodos de
conservacién in vitro, con el fin de aumentar la sobrevivencia

durante el almacenamiento y durante la recuperacién después del



almacenamiento.

En algunas plantés se han encontrado los salicilatos en
forma de ésteres (Collier, 1963), sin embargo, se desconoce
parcialmente su modo de accién en los vegetales, varios trabajos
han demostrado que intervienen en diferentes funciones, como la
inhibjicién de procesos diversos, transpiracién, actividades
enzimiticas, produccién de proteinas relacionadas con 1la
patogénesis, etc. (Saedi et al, 1984; Larqué-Saavedra, A., 1978;

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

Basado en los estudios realizados en un clon de Solanum
gardiophyllum (L&pez-Delgado, 1987) Yy ~en otro de Solanum
tuberosum (Mora, 1991), se plantea establecer el efecto del scido
acetil salicilico en la preservaci6n in vitro a mediano plazo de
diferentes clones de Solanum tuberosum pertenecientes al banco
de germoplasma in vitro del Programa Nacional de Papa del INIFAP.

Hipétesis: Si el ASA mostr6 potencial en la preservaciédn in
vitro de un clon de S. cardiophvllum y otro de S, tubergsum,
entonces el ASA podria ser una alternativa real para la
conservacién jin vitro de un mayor nGmero de clones de Solanum
tuberosum a mediano plazo, sin afectar la sobrevivencia de las
plantas tanto en las fases del almacenamiento como en la de

recuperacién.



II. REVISION DE LITERATURA

1. GENERALIDADES DE SOLANUM TUREROSUM

1.1. origen y distribucién.

Los documentos arqueolégicos y etnolégicos hasta ahora
disponibles indican que la papa se originé en las altas mesetas
de la cordillera de los Andes, al sur del PerG 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 domesticacién de la papa fue hecha por los Incas hace
aproximadamente 8 mil afios, donde adopté el nombre de papa en el

lenguaje Quechua del imperio Inca (Harris, 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 basice.
Posteriormente tiene su aparicién en Asia y Africa, actualmente
la papa es uno de los cultivos alimenticios importantes para
paises con alto indice demografico como China e India (Espinoza,

1988) .



La papa crece en climas templados entre 7.2 y 18.3°C,
resistiendo un minimo 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 oscilacién de temperatura durante todo el afio.

(Montaldo, 1984).

La diversidad de especies de papa se extiende por todo
América desde el sur de E.U, México, América Central, los paises

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

1.2 Clasificacién Botanica.

La papa pertenece a la familia de las solandceas, que
incluye a especies de importancia econSmica como el tomate, el
tabaco, los pimientos y las berenjenas; el género Solanum
comprende alrededor de 2000 especies en todo el mundo (Harris,
1978) . Aunque existe gran niimero de especies de papa solo ocho
especies se cultivan, de las cuales Gnicamente Solanum tuberosum
es cultivada por todo el mundo, las otras siete se cultivan s6lo

en paises andinos (Huaman, 1986).

De acuerdo con las caracteristicas florales A 1la

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

Familia Solanaceae

. Género Solanum

Seccién Petota



Esta seccién se subdivide en series, especies y subespecies.

Especie tuberosum
Subespecie Solanum

También se clasifica de acuerdo con los niveles de ploidia.
El nimero cronosémico de la papa es de doce cromosomas (X=12).
Las células somdticas en las especies cultivadas de papa pueden
" variar entre el nivel diploide y pentaploide. Solanum tuberosum

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

1.3 Importancia.

En la mayoria de paises en desarrollo el consumo de papa
aumenta considerablemente, por los ingresos crecientes y el
cambio en los hdbitos de consumo, asociados con el desarrollo

econdmico y el urbanismo (Horton, 1988).

La contribucién de la papa en la alimentacién humana no es
solamente como fuente de carbohidratos sino en un mayor grado en
proteinas, vitaminas y minerales (Woolf, 1987). La relacién
proteina-~caloria es mis alta que en la mayoria de los cereales

Yy los pl4tanos.

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 mas energia alimenticia por

hectirea gque los cereales (Horton, 1988).

En la industria 1la papa sirve de materia prima en
transformaciones industriales a partir del almidén llamade
también fécula; se emplea tal cual o despolimerizado en forma de
dextrina (almid6n modificado) en varias industrias alimenticias:
como sustituto de la harina para aligerar las pastas en la
fabricacién de galletas, reposteria, etc., como espesante Yy
estabilizante en los helados, sopas, salsas, etc. Finalmente los
aguardientes, como el vodka o el agquavit, son alcoholes de fécula
de papa. En la industria farmacéutica la fécula sirve a menudo

como excipiente para los comprimidos (Ducreux, 1986).

2. EL CULTIVO DE TEJIDOS.

El cultivo de tejidos en células vegetales aparece 30 afios
después de que Carell, en 1912, lograra éultivar células animales
in vitro. En 1362, Morell y Martin en Francia demuestran que los
tejidos meristemiticos son capaces de desarrollar plantas

completas jin vitro (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 nGmeroc de aplicaciones

pricticas en la propagacién y fitomejoramiento de las plantas



cultivadas. Por otra parte permite el estudio manipulable de los
mecanismos de diferenciacién celular y de los factores fisicos

Yy quimicos que los regulan (Cassab, 1984).

La aplicacisn del cultivo de tejidos en la agricultura ha
resultado tener gran aceptacién, en varios aspectos como 1la
ripida propagacién clonal, en la eliminacién de virus y otros
patégenos, el almacenamiento de germoplasma, y la sintesis de

productos secundarios. (Decdds, 1987).

2.1 El cultivo de tejidos de papa.

La papa es un modelo en cultivo de tejidos, todas 1la
técnicas conocidas para cultivar tejidos vegetales son aplicadas
en papa con buenos resultades. Esto ha permitide aplicar
rutinariamente alqunas técnicas, mejorando la cantidad y calidad

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

El Centro Internacional de la Papa (CIP, Lima Perfi) 1lleva

a cabo trabajos de cultivo de tejidos en papa sobre:

Eliminacién de patégenos. A través de termoterapia seguido
de cultivo de meristemos. E1 estado fitosanitario se comprueba

con las técnicas de litex o ELISA.

Micropropagacién in vitro. El material limpio de virus es
propagado por medio del cultivo de meristemos. Estas plantas son

enraizadas in vitro para ser usadas como plantas madre, las



cuales son propagadas en campo o invernadero; o bien para

producir "semilla® basica certificada.

La conservacién del germoplasma in vitro es una alternativa
para mantener material genético de papa libre de virus, con lo

que se cuenta con material disponible libre de enfermedades.

Exportacién internacional de germoplasma. El material sano
que se produce puede ser enviado con facilidad, para su

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

3. CONSERVACION DE GERMOPLASMA.

La necesidad de conservar la diversidad genética vegetal,
como una fuente de variacién genética ha dado lugar al
establecimiento de coleccicones 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
conservacién de los recursos genéticos vegetales. (IBPGR, 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 comprenderi8 la coleccién, los cuales 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 conservacién adecuada del
cultivo en cuestién. Debido a que existen semillas que permiten
reducir su contenido de humedad y temperatura baja, entre 0 y
-20°C, no tienen problemas para ser almacenadas; este tipo de
semillas se reconocen como ortodoxas (Roberts, 1973), para las

que se han desarrollado técnicas de alwmacenamiento eficaces.

S8in embargo algunas especies producen semillas que no
toleran la disminucién en la humedad y en la temperatura, ya que
les provoca cambios fisiolégicos irreversibles, produciéndoles
la nuerte, este tipo de semillas se reconocen como
recalcitrantes, las cuales ademis se caracterizan por carecer de

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

Algunas especies que producen semillas recalcitrantes y que
tienen importancia econémica son: el cacao (Theobroma cacag), el
coco (Cocos pucifera), cultivos madereros como el roble (Quercus
Spp) Yy frutas como el mango (Mangifera indica) (Roberts & Kings,
1982) .

Por lo tanto este tipo de especies que producen semillas
recalcitrantes s6lo se pueden conservar vegetativamente en
colecciones de cami)o, es decir, en huertos o plantaciones. Al
igual que aquellas especies que ademis presentan un alto grado
de esterilidad como Sglapum tuberosum, algunas especies de Alliuvm
Y Musa (withers, 1990).



En el caso de Solanum tub sum, los materiales genéticos
se conservan también a través de tubérculos {semilla asexual),
los cuales son cosechados y posteriormente almacenados en bodegas

(LOSpez, 1988).

Resulta muy problemdtico y muy costoso mantener las
colecciones en campo a través de semilla asexual, comc en el caso
de Solapum tubergsum, ya que se requiere invertir mucho tiempo,
un gran espacio, una labor intensa y se expone el material a los

agentes bidticos y abiSticos (Ferndndez and Lu, 1987).

Pero con el desarrcllo de la tecnologia in vitxo, se ha
resuelto en gran medida este tipo de problemas en la conservacién
y mantenimiento de germoplasma vegetal, funcionando como una
herramienta que motiva a 1la planeacién, investigacién vy
desarrollo de recursos alternativos para la conservacién

(villalobos, 1987).

3.1. Banco de Germoplasma in vitro.

Las técnicas utilizadas en los sistemas in vitro permiten
la conservacién de germoplasma bajo condiciones controladas, lo
cual trae come consecuencia ventajas sobre las colecciones de
campo, comc los menores costos de mano de obra, ausencia de
infecciones, ausencia de peligros contra variaciones del medio
ambiente (heladas, granizadas, etc.), acceso oportuno a material
para micropropagacién, material libre de virus, y disponibilidad

permanente de material para propagacién y exportacién en

10



cualquier época del afio (Espinoza, 1985).

Existen algunos aspectos que deben ser tomados en cuenta
para la conservacién in yvitro, de acuerdo con Roca (1989), 1) La
capacidad del tejido cultivado, ya que algunas especies no se
pueden regenerar por medio de la técnica de cultivo de tejidos.
Una alternativa es la embriogenesis somdtica, donde las plantas
generadas con genotipos estables se recobran mediante 1la
micropropagacitn (Scowcroft, 1984). 2) La viabilidad del tejido
cultivado, debe ser evaluada al término de 1la conservacién,
tomando en cuenta los siguientes parametros: contaminacién,
nimero de explantes verdes, nGmero de nudos viables, elongacién
de tallos, presencia o ausencia de raices y aparicién de callos,
brotes, etc. 3) Estabilidad gen&tica, se puede garantizar de
acuerdo con varios autores (Hesishaw, 1975; Kartha, 1981,
Espinoza, 1985; y Withers, 1980), mediante el cultivo de
meristemo, ya gque es muy estable y presenta un gran potencial
morfogenético, ademis la reduccién en el desarrollo de la planta
provocada por la técnica de conservacién jin vitro, implica una
reduceién en la divisién celular lo cual puede reducir la
frecuencia de mutaciones que pueden ocurrir durante 1la
duplicacién del DNA en fase mitética del ciclo celular (Henshaw,
1982) . Una ventaja adicional al cultivar tejido meristemitico,
es que este tejido no se encuentra vascularizado por lo que es
poco frecuente gue sea infectade por virus; lo cual hace mas
apropiado 1la utilizacién del tejido meristemitico en 1la
conservacién de germoplasma. Por otro lado, Ee recomienda

monitorear la estabilidad genética, mediante aspectos
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morfoldgicos, bioquimicos y moleculares (Withers y Williams,
1986) . 4) Administracién de datos, el banco de germoplasma debe
ser catalogado en aspectos de intercambio de germoplasma,
caracterizacién genotipica, indice de enfermedades,
micrcproéagaélén, fechas de subcultivos y propagacién, y otras

operaciones en la conservacién.

Por lo tanto los prerrequisitos que debe cumplir un banco
de germoplasma in vitro son: que las condiciones de
almacenamiento ofrezcan un alto nivel de sobrevivencia y

estabilidad.

Se conocen dos tipos de conservacién de germoplasma in vitro
denominados como banco de genes activo y banco de genes base
(Withers y Williams, 1985), términos reconocidos por el Consejo

Internacional para Recursos Gen&ticos de Plantas (IBPGR).

3.1.1. Banco de Genes Activo.

Comprende una conservacién a corto plazo (3 a 6 meses) y a
mediano plazo (6 meses a 2 afios) (Espinoza et al; 1985). El
objetivo de la conservacitn de genes activo es establecer de
acuerdo a las condiciones experimentales el desarrollo minimo
posible en el uso de subcultivos, listo para proveer material en

la multiplicaci6én evaluacién y distribucién (IBPGR, 1983).

Este sistema de conservacién plantea la reduccién en la

velocidad de crecimiento, de las plantas, mediante la disminucién
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de temperatura de incubacién intensidad luminosa y composicitn
del medio de cultivo (Lépez-Delgado, 1988; Withers, 1986). La
investigacién 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 afiadir al medio inhibidores de crecimiente
especificos, como el &cido abscisico (ABA), se sabe que es
inhibidor de procesos diversos, probado en Splanum spp redujo el
desarrollo in vitre. (Roca; en Fernindez and Lu, 1987).

Fernadndez and Lu (1987) almacené6 durante un periodo
prolongado plantas de camote, aplicando en el medio &cido N-
dimetil succinico, obteniendo porcentajes altos de sobrevivencia

al término del almacenamiento.

otros compuestos como el B 995 y el phosphon-D tuvieron un
efecto inhibitorio en el desarrollo de papa durante el
almacenamiento, sin embargo, el efecto fue menor comparado con

el obtenido con manitol (Wescott, 1981).

El manitol es catalogado como un inductor de estrés ideal
(Brdwn et al; 1979), ya que ademds de ser metabolizado
lentamente, producen cambios en el potencial osmético de 1la
célula (Thompson et al; 1986 y Cram, 1984). Esto ha sido

confirmado en otros estudios como el realizado en el crecimiento
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hidropénico de la raiz de trigo, el cual se redujo por el estrés
osmbético registrado en los compartimientos celulares causado por

el manitol (Pritchard et al, 1991).

En el almacenamiento in vitre el manitol ha resultado
adecuado en colecclones de Sglanum tuyberosum, combin&ndolo con
temperaturas de 8°C y fotoperiodo de 16 horas (L6pez-Delgado,
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).

S8in embargo en la conservacién de Ipomoea batatasg, el
manitol produjo un efecto indeseable sobre el grosor de 1las

plantas (Jarret and Gawell, 1991).
b) Factores Medioambientales.

La reduccién del fotoperiodo y la temperatura han resultado
ser eficientes en la disminucién del desarrollo de las planta
sobre todo cuando en algunos casos se incluye en el medio de

cultivo algGn osmético o inhibidor del crecimiento.

Jarret and Gawel, (1991), detuvieron el desarrollo de
Ipomoea batatas en un 50% al reducir la temperatura a 15.6°C y

al cambiar el fotopericdo, de 16 horas a 4 horas, el tejido se
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mostré clorético pero las plantas mantenian un buen aspecto.

En especies de Musa, se logrd un almacenamiento de 18 meses
a una temperatura de 18°C y con una intensidad luminosa reducida

(3000~1000 1lux). (Vuylsteke, 1989).

otros cultivos mantenidos con temperaturas reducidas y con
algin agente osmético 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
contaminacién microbiana, disminucién en el vigor de la planta
Y probables cambios en el genoma (Roca et al, 1989). Estas
desventajas se eliminan mediante la conservacién a largo plazo

© banco de genes base.

3.1.2 Banco de genes base.

Esta técnica de conservacién 1llamada también como
criopreservacién o conservacién a largo plazo, se basa en la
reduccién total de las funciones metabblicas, incluyendo 1la
divisién celular de los explantes, esto se realiza cuando el
material es llevado a temperaturas de nitrégeno liquido {~186°C)
(Kartha, 1981). B&sicamente la criopreservacién consiste en
1levar material biolégico de temperaturas fisiolégicas 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 fisiolégica normal sin ningdn

dafio (Withers, 1985).

El procedimiento para llevar a cabo esta técnica comprende:
la eleccién y el aislamiento del material, pretratamiento con
sustancias crioprotectoras (DMSO, glicerina, sorbitol),
congelamiento con nitrogeno liquido, almacenamiento
descongelamiento y fases de recobro. Se recomienda utilizar
tejido meristemdtico o embriones para criopreservacién. (Withers,

1990) .

Sin embargo, para algunos cultives la criopreservacién
presenta todavia algunos problemas. Se han observado algunos
casos donde los tejidos criopreservados, muestran después del
descongelamiento, disturbios metabbdlicos y sintomas del dafio
fisico en las membranas celulares, ademds de que su desarrollo

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

En algunas especies de Musa criopreservadas, se han obtenido
resultados favorables (Villalobos y Abdelnour, 1989; Vuylstoke,
1989).

4. PRINCIPALES BANCOS DE GERMOPLASMA IN VITRQ EN EL MUNDO.

La base de datos del consejo Internacional de Recursos

Genéticos Vegetales (IBPGR), registran hasta 1987, que 47 paises

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

especies. (IBPGR, 1987).

El andlisis de los datos muestran que 293 bancos de
germoplasma in vitre, 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 té&cnica mas
usada es la que se trataja 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 algunos factores limitantes del
desarrollo en el medio de cultivo. Partiendo de los 90 bancos gue
usan esta técnica, el 31.1% usa manitol el 21.1% trabaja con
bajas concentraciones de sacarosa, el 15.6% excluye las hormonas
Yy el 11.1% usa ajustadores osméticos. Las especies almacenadas

bajo estas condiciones se reportan en el cuadro 2.2.
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Cuadro 2.1. Especies alamacenadas en el mundo, bajo condiciones de temperatura

reducida. Mediante la técnica de banco de genes activo (IBPGR, 1987).

Acer saccharum
Achirocline alata

Altiun cepa var. aggregatun

A.spp.

Alnus glutinosa
Acincana

Ananas spp.
Anthurius spp.
Asparagus oficinalis
A. 5o,

Atiopa bella-donna
Avens aativa

Seta wulgeris
Betula pendula
s.plstyphylia

(ver japonica)
Betula pubescens
B. spp.

Srassicn napus
Cestanea epp.

Chrysenthemun cinerarinefol fum

€. morifolium

€. spp.

Clchorium intybus
Chinchona ledgeriana
citrus spp.
Colocasia esculenta
Cardyline fruticosa
Crinfpelifs perniciosa
(Tecbroma cacoo)
Cyclamen persicum
Cynara scolymus
Cyphomendra betacea
Dagtytis glomerata
Datbergis sissoo
Datura innoxia

D. stramonium
Daucus carota
dianthus caryophyllius
0. hyvrida
pigitatis lanata
Ofoscorea spp.

Eleais guineensis
Faljos seliowiare
Festuca arundinaces
F. pratensis

F. x Lolium bybrids
Fragaria ananassa

f. spp.

Freesia spp.

Gerbera Jamesoni{

G. sp.

G. spp.

Glediolus spp.

Heves brasitiensis
Mordeum spp.

M. vulgsra
Hyscinthus orientalis
Hyoscyamus muticus
1pomoea spp.

iris spp.

Larix decidua

Loliua spp.

L. sultiflorum

L. perenne

L. spp. hybrids
Lotus cornicutatus
Halus domestica

M. punila

M. spp.

M. rotundifolia
Mandragors turcomanica
Hanihot esculenta
M. spp.

Maranda arundinacia
Morus spp.

Musa spp.

Marcissos spp.
Nephrolepis exsltata
Nicotiana spp.
Pelargurium peltatun

pelargurium x zonate
Phaseclus vulgeris
phoenlx dactylifera
Physcomytrella patens
Phytolacca spp.
Pices ables

Plnus radists
Pistacis vers
Ptatanus orientalis
P. x acerifolia

Poa pratensis
Poputus spp.

P. tremila

Prunus srium

P. psevdocoraseus
(X Prunus er fum)

P. 3pp.

Pseudotsuga menziestl
ptecridium aquilinum
Pteris cretica
Pyrus commuanis

P. spp.

Quercus petraea

Q. robur
Rhododendron hybris
R. spp.

Ribes spp.

Rohinla pseudoacacia
Rosa hybrida

R. spp.

Rubus fruticosus

R. hybrid

R. {daeus

R. spp

R. spp. hybrids
Ruta chaleponsis
Ssccharum spp.

salix aiba

Sambucus australis

Saussures lappa
Seneclo x hybridus
Simmonds!s chinensis
Solanum nigrum

s. phyreja

S. spp.

$. tuberosum
Sorbus sucupar in
S. domestica
sparaxls spp.
Stachys sieboldi
suillus sp.
Trifollum arvensce
T. conpestre

T. glomeratun

T. massiense

1. pretense

T. repens

T. spp.

Titricum aestivum
1. spp.

Ulmus hybrids
Valcinum spp.
Vitis spp.

V. vinifera
Xanthosoma brasiiiense
X, robustum

X. ssgittifolium
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Cuadro 2.2 Especies almacenadas en el mundo, bajo condiciones de
medio modificado. Mediante la técnica de banco de genes activo.

(IBPGR, 1987).

Allium cepa

Allium fistulosum
Alljum galanthum
Alium spp.

Alnus glutinosa
Arachis hypogea

Beta vulgaris
Capsicum frutescens
Chrysanthemum cinerariaefolium
Chrysanthemum morifolium
Chinchona ledgeriana
Citrus spp.

Coccus nucifera
Colocasia esculenta
Cyphomandra betacea
Digitalis lanata
Dioscorea spp.
Claeis guineensis
Fragaria ananassa
Fragaria spp.
Helianthus tuberosus
Hyoscyamus muticus
Ipomea batatas
Ipomea spp.
Lycoperaicon esculentum
Malus spp.

Manjihot spp.

Musa spp.

Phoenix dactylifera
Pistacia vera
Populus deltioides
Populus spp.

Prunus spp.
Pteridium aquilinum
Pteres cretica

Pyrus communis

Quercus petraea
Quercus robur

Ribes spp.

Robinia psudoacacija
Rorippa nasturtium-aguaticum
Rubus hybrid

Rubus idaeus

Rubus spp.

Rubus spp. hybrids
Saccharum officinarum
Sacharum sSpp.
Simmondsia chinensis
Solanum tuberosum
Triticum aestivum
Vaccinium spp.

Vitis spp.




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 usoc de
aceites minerales los llevan a cabo el 13.8%, con frascos
sellados el 10.3%, inhibidores del desarrollo son usades en un
6.9%, y el uso de quimicos s6lo 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% present6 deterioro en
los cultivos. Dicho deterioro se presenté de la siguiente forma:
en el 4.4% la coloracién de los cultivos se torné negra, café o
amarilla; se registrd muerte y necrosis en el 6.8%, también la
desecacién del tejido se mostré en 1.0% y el 1.4% mostraron

vitrificacién.

4.4 Métodos de caracterizacién.

De los 293 bancos, en 40 se realiza algfin método de
caracterizacién del material, después de haber permanecido
almacenado. En cuanto a examinacién citol6gica el 17.5% analiza
el nimero de cromosomas, el 7.5% estudia la citologia del cultive
Yy el 5.0% trabaja sobre el andlisis de DNA. Por otra parte el
17.5% 1realiza exAmenes fenotipicos y el 7.5% exémenes

morfolégicos. Por lo que toca al andlisis bioquimico 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. i
Alnus glutinosa

Beta vulgaris
Chrysanthemum morifolium
chinchona ledgeriana
Cyphomandra betacea
Delphinium malabaricum
Dianthus caryophyllus
Digitalis lanata
Dioscorea spp.

Elaeis guineensis
Fraxinus americana
Ipomoea spp.
Physconytrella patens
Phytolacca decandra
Pistacia vera
Robinia pseudoacacia
Rosa hybrida
Saccharum officinarum
Saccharum spp.
Stachys sielboldi
Titricum aestivum
vVanilla walkeriae
Vinca minor

vitis spp.




analiza las isoenzimas, el 5.0% las proteinas y el 7.5% los

productos secundarios.

De acuerdo con estos métodos de caracterizacién, en dos
bancos se registraron algunos cambios como: se observé que
después del almacenamiento, las plantas tenian un florecimiento
temprano y por otro lado la velocidad de desarrolle inicial
resultaba ser muy lenta, sin embargo posteriormente se

recuperaba, volviendo a la velocidad de desarrollo normal.

5. ACIDO ACETIL SALICILICO.

El A&cido acetil salicilico (ASA) mejor conocido como
agpirina, es un salicilato que se obtiene por acetilacién del
&cido salicilico, el nombre de aspirina resulta de la contraccién
de acetilo y del género Spiraea, plantas de este género tienen
salicilatos naturales. Los salicilatos son conocidos hace tiempo
por su utilidad en 1la medicina humana, como analgésicos,
antirreumiticos, antipiréticos, uricostricosy antiinflamatorios;
adem&s de actuar efectivamente en diversas enfermedades como
artitris, cataratas, diabetes, y otras. (Collier, 1963 vy
Shaphiro, 1986).

Los mecanismos de accifn del ASA y de otros salicilatos no
se han aclarade, 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 actfia a nivel

de membrana celular, bloqueando directamente la transmisién de
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sefiales quimicas al asociarse con proteinas de membrana celular.

(Weissmann, 1991).

La molécula de ASA tiene un peso molecular de 180.15, punto
de fusién 137°C y un pk de 3.5 (CQll:Ler, 1963; Merck S Co.Inc.,
1976, en Lépez-Delgado, 1987).

Los salicilatos han sido estudiados en diferentes funciones
de las plantas como en la inhibici6én de procesos diversos,
floracién, transpiracién, producciédn de grano, maduracién de
frutos, formacién de raices, actividad enzimitica, respiracién,

resistencia a patégenos y organocgenesis (Lépez~Delgado, 1987).

5.1 La inhibicién de procesos diversos por los salicilatos.

Los acidos fen6licos son reguladores de la actividad de la
enzima &cido-indolacético oxidasa, gque descarboxila al AIA.
Dentro de estos acidos, los &cidos monofenélicos son cofactores
mientras que los difen6licos son inhibidores de la enzima, por
lo que ejercen un efecto sinergistico o antagonistico sobre la
actividad del AIA (Tomazwski and Thimann 1966, Robert, 1976,
citados por Cassab, 1984).

En la rafiz y coleoptilo de trigo, el ASA inhibi6é el
crecimiento (Larque-Saavedra, 1975). Por otro lado el ASA inhibié6
los movimientos escotonédticos ex;- hojas de Cassia fasiculata a una
concentracién de 107'M, Yy promovieron los movimientos

fotonssticos a 5 X 10°*M, donde al parecer el ASA iphibié la
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sintesis 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 aplicacién del &cido acetil salicilico
{Larqué-Saavedra, 1979).

En fotosintesis, el disalicildenopropancdiamina (DsSPD),
inhibi6 el transporte electrénico ante el fotosistema II y el
fotosistema I, y bloqueb la fosforilaciédn en cloroplastos de
espinacas (Leasch et al; 1979), se propone gue este efecto
inhibitorio fue mediado por el salicilaldehido (Ireland y Glowin;
1979).

White (3979) al aplicar &cido acetil salicilico al 0.02% a
un ph de 6.5, Acido salicilice al 0.1% y &cido benzoicoc al 0.1%
ambas ajustadas un ph de 6.5, en plantas de tabaco, inhibieron
la multiplicacién del virus del mosaico del tabaco e indujeron

la formacién de nuevas proteinas.

En plantas de tabaco White y Burley, el salicilato de sodio
indujo la restriccién en la multiplicacién de los virus ATMV y
TRV (Roggero y Penazzio, 1988).

Se propone que los salicilatos promueven la expresidn de
proteinas PR (Relacionadas con la patogénesis de la planta) al
igual que el etileno, el &cido abscisico 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 suspensién de pera, el dcido salicilico y el
dcido acetil salicilico inhibieron 1la -biosintesis de etileno
(Leslie and Roman; 1986 citado por Carwell et al; 1989).
Observindose los mismos resultados de reduccién de etileno al
aplicar ASA a cultivos en suspensién de papa (Pearl et al; 1988,

citado por Carswell et al; 1989).

Lépez-Delgado (1987) inhibié el crecimiento de yemas
axilares de Selanum cardiophylium al cultivarlas in vitre en
presencia de ASA 10°*M, 10°M y 10°°M. Posteriormente Mora (1991)
obtuvo resultados semejantes al inhibir el crecimiento de yemas
axilares de $Solapum tuberosum al cultivarlas in vitro en
presencia de ASA.

Al aplicar ASA en el cultivo in vitro de &pices de Ipomgea
batatas L., se observaron diferencias significativas en 1los
tratamientos con ASA. El ASA influy6 sobre el ntmero de foliolos
que la planta desarrollé y limité el crecimiento del camote jin
vitro. (Albarenga, S. y Villalobos, V.M., 1588).

De acuerdo con los efectos inhibitorios de los salicilatos
en plantas y tomando como base los trabajos realizado con ASA en

Solapum cardiophylium, Solanum tuberosum e Ipomoea batatas; en
la presente investigacién se plantea el siguiente objetivo:
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6. Objetivo

Conocer si el potencial del ASA observado en la preservacién
in yitro de dos clones de papa (S, cardiophyllum y S. tubeggsum),
es real en la preservacién in yitro de un amplio nGmero de

genotipos de Solanum tuberosunm.
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III. MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo se realizé en las instalaciones del
Programa Nacional de Papa del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales y Agropecuarias (INIFAP) Toluca, Edo.

de México.

1. MATERIAL BIOLOGICO.

Como material biolégico se emplearon yemas axilares de 100
clones de Solapum tuberosum (cuadro 3.1), dichos clones fueron
seleccionados al azar a partir de los 325 clones gue conforman

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

2. MEDIOS DE CULTIVO.

En la elaboracién de los medios de cultivo se emplearon los
siguientes reactivos: sales inorgdnicas (Baker), reguladores del
crecimiento (Sigma Chemical Co), vitaminas (Sigma Chemical Co),
sacarosa (Baker), agar (Sigma Chemical Co), manitol (Baker),
&cido acetil salicflico ASA (Sigma Chemical Co), y dimetil

sulféxido DMSO (Merck) .

El medio de cultive A utilizado, es recomendado por el
Centro Internacional de la Papa (CIP) (Espinoza et al, 1987), el
cual es una modificacién 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 Solanum tuberosum del banco de germoplasma

in wvitro del Programa Nacional de Papa,

preservarlos en presencia de ASA.

seleccionados para

1
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

18)

19)

20)

21)

22)

23)

24)

25)

278072.10
274080.5
375057.9
375331.1
375333.1
375335.1
376999.6
377257.1
377964.5
378017.2
378711.5
379690.8
379695.14
380496.2
3804.96.6
380506.10
380586
380576.11
380576.35
380700.79
380701.12
380700.7
382032.1
382432.2
387576

26)
27)
28)
29)
30)
31)
32)
33)
34)
35)
36)
37)
18)
39)
40)
41)
42)
43)
44)
45)
46)
47)
48)
49)
50)

397576.25
573032
573215
575001
575003
575010
575021
575036
575045
575049
676011
676014
676026
676087
676171
678009
678011
720025
720031
720052
720053
720055
720057
720071
720078

51
52)
53)
54)
55)
56)
57)
58)
59)
60
61
62)
63)
64)
65)
66)
67)
68)
69)
70
71)
72)
73)
74)
75)

~

- =

~

720083
720091
720117
720118
720123
720124
720130
720133
720135
720138
720142
750675
750708
750783
750821
750826
750835
750851
760065
800027
800097
800102
800112
800212
800222

76)
77)
78)
79)
80)
81)
82)
83)
84)
85)
86)
87)
88)
89)
90)
91)
92)
93)
94)
95)
96)
97)
98)
99)
100)

800223
800224
800286
800289
800823
800827
800928
800937
800944
800945
800946
800947
800954
8n.José
Diamante

R,

Ry
Amigo
Sebago
Alpha
L.Rosset
R, Ry

Ry R,

Ry

R,
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F (Espinoza et al, 1988 comunicacién personal) y el H (Lpez,
1987) este filtimo utilizado por su autor en papita gilera. Estos
medios de cultivo al igual que otros medios empleados se

describen en el cuadro 3.2.

2.1 Preparaclién de medios de cultivo.

El procedimiento general para la preparacitn de los medios
de cultivo es el siguiente: mezclando las soluciones concentradas
correspondientes a las sales de Murashige-Skoog con 1los
reguladores de crecimiento que correspondan, segin sea el caso,
y sacarosa en cantidades requeridas. Se Ajusta el ph a 5.7 con
HC1 o KC1 1N. Finalmente se adiciona el agar y se licGa el medio.
sirviéndose en tubos de ensayo de 23 X 120 mm y en frascos
"Gerber" de 57 X 68 mm, 8 ml por tubo de ensayo y 15 ml por
frasco, ambos tapados con tapas de plastico. La esterilizacién
del medio se realizb en un autoclave horizontal a 121°C, durante
15 minutos a una presién de 103.4 Kp (15 libras por pulgada

cuadrada).

2.2 Preparacién de la solucién de ASA.

El &cido acetil salicilico se disolvié con dimetil sulfdxido
(DMSO) , se aforé con agua destilada y se agregé al medio, la
cantidad utilizada de DMSO dependié de la concentracién de ASA
requerida. Para disolver una concentracién de ASA de 10°°M se

necesitan 0.1 ml de DMSO.



Cuadro 3.2 pascripcibn’de los medios de cultivo

Clave Medios de Cultivo
A MS + Manitol 4% + Sacarosa 3% + Agar 0.8% + Tiamina 1.186 X 10~%4 + Inositol 5.54 X 1074,
B MS + ASA 1074 + Sacarosa 3% + Agar 0.8% + Tiamina 1.186 X 1074M + Inositol 5.54 X 10~4M,
c T:_:H{xsa 2.5 X 107% + sacarosa 3t + Agar 0.B% + Tiamina 1'.186 x 1074 + Inositol 5.54 X

b MS#ASASX 107 + sacarosa 3% + Agar 0.8% + Tiamina 1.186 X 10 M + Inositol 5.54 X
1074M, .

E Ms : ASA 7.5 X 107N + sacarosa 3% + Agar 0.8% + Tiamina 1. 186 x 167 + Inositol 5.54 X
10-44.

F MS + GA, 2.88 X 1077M + Glicina 1.33 X 107°M + Ac.Nicotfnico 4.06 X 1074 + piridoxtna HCl
Sacaros3 2.58 + Agar 0.6%. (2.43 X 10-34)

G MS + GA4 2.88 X 10 SH + Glicina, 1.33 X 10~ H + Ac.Nicotfnico 4.06 X 10 -4

M+ Piridoxil}:} HC1
+ Sacardsa 2.5% + ASA 2.5 + 107%M + Agar 0.6%.

-6 -
H M5+ IMA 5.7 X 107°M + BA 4.4 X 107%M + Sacarosa 3% + Agar 0.7%.

I MS +GA, 1.154 X 10 "u+m;s7xm 6M+aA44x1o 6y + BA 4.4 X 20754 + Sacarosa 3% +
Agar 0. 95
ASA - Acido acetil salicflico IAR ~ Acido Indolacético

MS - Sales de Murashige-Skoog BA ~ Bencil aminopurina

ot



2.3 Condiciones de cultivo.

Para la incubacién de las yemas axilares se utilizaron dos
cuartos con un fotoperiodo de 16 horas; radiacién de 24 mm? seqg’’
(400-700 nm) y temperatura de 16 * 1°C en uno de los cuartos, que
para fines pricticos en este trabajo se denominé como cuarto de
*propagacién”, mientras el otro cuarto presentd un fotoperiocdo
de 16 horas, radiacién de 11 mm® seg’' (400-700 nm) y una
temperatura de 8 # 1°C al cual se denominé como cuarto de

"almacenamiento”.

En los experimentos se utilizé siempre un esqueje por tubo
de ensayo y ocho esguejes por frasco "“Gerber", Cada esqueje

integrado por dos yemas axilares.

Las plantas crecidas en invernadero permanecieron a
temperaturas de 26 + 1°C como miximo y 14 + 1°C como minimo con
fotopericdo natural. Sembradas en macetas de 16 X 14 cm en suelo
de hoja estéril, regadas con agua corriente por periodos de 4 a

5 dias.

En general para la evaluacién de todos los experimentos, se
tomaren los siguientes pardmetros: longitud total del tallo, peso
fresco y porcentaje de sobrevivencia, otros parimetros se indican

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

En todos los experimentos se tomé de una solucién madre de
DMSO (1.40 X 107 M) un volumen iguil‘al requerido en la solucién

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

3. EXPERIMENTOS. ;
3.1 Experimento 1. Efecto del ASA en el desarrolloc de yemas.

Con la finalidad de conocer el efecto del ASA en el
desarrollo in vitro de yemas axilares durante un periodo de‘
almacenamiento de 120 dias, se aplicaron cuatro tratamientos a
yemas axilares de la variedad alpha, en los cuales se varié la
concentracién de ASA (cuadro 3.2, medios B, é, D y E. como
testigo el medio A). Tales tratamientos permanecieron bajo las
condicicnes del cuarto de almacenamiento. Previamente se
mantuvieron en cuarto de propagacién bajo observacién por 8 dias

con el objeto de verificar la ausencia de contaminacién.

Cada tratamiento tuve 10 repeticiones con sus respectivos
S
testigos. En el montaje de este experimento se utilizaron tubos

de ensayo.



3.2 Experimento 2. Incubacién de yemas en ASA por un periodo de
un afio.

Para probar el efecto del ASA en un mayor nfinero de
genotipos de Solanum tuberosum y poder determinar su potencial
real en la preservacién in vitro de los clones que componen el
banco de germoplasma del Programa Nacional de Papa del INIFAP,
se incubaron en cuarto de almacenamiento yemas axilares de 100
clones en ASA 10°* M, es decir, en medio de cultivo B, mientras

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

Cada clon tuvo cinco repeticiones con su testigo respectivo.

Este experimento se monté con tubos de ensayo.

El experimento se desarrollec en tres fases:

Fase I

Se sacaron paulatinamente del almacenamiento con ASA 10°*M
39 clones, durante el periodo comprendido entre los 235 dfas y
los 245 dias, ya que los explantes de dichos clones presentaban
sintomas 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 recuperacién de dichos clones
en diferentes medios de cultivo. La distribucién en los medios

de cultivo, de los 39 clones, se realizb homocgeneamente de
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acuerdo con la disponibilidad del material como se indica en el
cuadro 3.3, en los siguientes porcentajes el 20.5% se transfirié
a los cuatro medios, el 14.2% a tres medios, el 41.0% a dos
medios y el 25.6% en un s6lo medio; cabe sefialar que dicha
distribuci6n se llevs a cabo sin preferencia hacia algdn medio

de cultivo.

La incubacién se llevé a cabo en cuarto de propagacién y
después de 30 dias se evalu6 el experimento. Se tuvieron 8
repeticiones por clon con su testigo respectivo. En el montaje

de este experimento se utilizaron frascos "Gerber".

Fase II

Después de un afio de almacenamiento en ASA 10°*M, durante
los diez siguientes dias, se fueron sacando 43 clones (cuadro
3.4), después de su evaluacién se transfirieron en esquejes a
medio de cultivo F, para determinar su recuperacién después de

30 dias.

La incubacién se 1llevé a cabo en cuarto de propagacién.
Después de 30 dias se realizé la evaluacién, donde cada clon tuve
ocho repeticiones con su testigo respectivo. Para el montaje de

este experimento se utilizaron frascos "Gerber".
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Cuadro 3.3 Distribucién de los clones en cuatro medios de cultivo
{F,G,H,I), para su recuperacién, después de ser almacenados
durante 240 dias con ASA 107‘M.

CLON Medios de Cultivo

]

G H I

278072.10
377257.1
575036
676011
676171
750675
800097
800289
800823
375331.1
387576
573032
678011
800223
380576.35
382032.1
720078
720133
720135
375335.1
L. Rosset x
380496.2
720031
750826
750835
720057
750708
380700.79
800947
379695.14
380576.11
676087

R4

800212
750821
720052
376999.6
750783
720071 x

KXXNXRRERX
ARXRRRUXRKARXKXRK
KEREXKXRRNRNXXX
LR R RS

XKX KEXRRRRXR
XX
K ONXNXANN
RE MNMUXX HKXXX

KXY

XX

Clones
totales 21 21 26 23

X- Medio en el cual se subcultivés.



Cuadro 3.4 Clones almacenados por 360

recuperados en medio F.

dfas con ASA 10°°'M y

[ IR R ST I T A

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

274080.5
375057.9

377964.5

:380496.6

380506.10
380701.12
382432.2
397576.25
575001
575003
575021
575045
575049
676014
676026
678009
720025
720053
720055
720083

720091

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

720130
720124
720117
720118
720138
720142
750851
760065
800027
800102
800112
800222
800224
800286
800827
800954
Sn. José
R,
Sebago
Diamante
Alpha

720123
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Fase III

En esta fase 18 clones restantes (cuadro 3.5) fueron
subcultivadoé al mismo medio (B), en presencia del salicilato con
el f£in de continuar su almacenamiento rutinariamente, después de
que permanecieron por un afio en almacenamiento con ASA 10™*M, y
en futuros trabajos del laboratorio realizar estudios de
caracterizacién de dichos materiales.

Estos clones se conservan en cuarto de almacenamiento. Cada
clon con cinco repeticiones. El montaje de este experimento se
realizé6 con tubos de ensayo. A los dos meses se evalubé el

porcentaje de sobrevivencia.

3.3 Experimento 3. Cultivo de plantas en invernadero, previamente
incubadas en ASA.

A partir de los clones que se encontraban almacenados
durante un afio con ASA 10*M (medioc B) y su testigo (medio A), se
eligi6é al azar el clon 575045 el cual fue trasplantado en
esquejes a medio G (ASA 2.5 X 10™°M) y el testigc a medio F (sin
ASA), donde se incubaron por 30 dias en cuarto de propagacién,
posteriormente se trasplantaron a suelo y se llevaron a
invernadero. Esto se realiz6 con la finalidad de conocer el
porcentaje de sobrevivencia en la recuperacién con medio G, de

un clon que previamente estuviera almacenado en ASA 10°*M durante
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Cuadro 3.5 Clones almacenados por 360 dias con ASA 10%M v

transferidos a mismo medio de cultivo (B).

1. 375333.1
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. Amigo
14. R, Ry
15. Ry R,
16. Ry
17. R,

18. 573215




un afio y determinar el comportamiento en invernadero asi como la
produccién de tubérculo de dicho clon tratado con ASA tanto en

invernadero como en fase de recuperacién.

Para este experimento se utilizaron 10 repeticiones para el
testigo y 10 repeticiones para el tratamiento, cada repeticién
consté de un explante por maceta. Cada ocho dias se evalud la
longitud total del talloc y el nGmero de nudos para cada planta;
la cosecha se llev6 a cabo a los 90 dias después de la siembra.
La produccién de tubérculo se evalué tomando las medidas por
planta del tamafio del tubérculo, peso del tubérculo y nimerc del

tubérculo.
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IV. RESULTADOS

Las claves de los medlos de cultivo del cuadro 3.2 son

utilizadas en la presentacién de los resultados.

Experimento 1

Este experimento se disefié6 para conocer el efecto del ASA
en el crecimiento de yemas axilares de Solanum tuberosum, en
funcién de las dosis probadas y establecer de esta forma la dosis
Sptima para el almacenamiento de germoplasma in vitro; se observd
que la inhibicién en el crecimiento de las plantas fue mayor a
medida que la concentracién de ASA auments siquiendo un patrén
de dosis respuesta. Esto se hace evidente en la longitud del
tallo (figura 1), donde a medida que la concentracién del
salicilato es mayor la longitud del tallo disminuye; . sucediendo
lo mismo con el peso fresco de las plantas (figura 2). Ademéas,
se presenté una reduccién en el tamafio de las hojas y en el de
las raices, estas Gltimas con una coloracién blanca, el tallo se
curvé y sufrié un ligero engrosamiento. Dichas modificaciones se
obsexrvaron en todos los tratamientos con ASA. Conforme aumentaba
la concentracién de ASA se haci{an mis evidentes. De tal forma que
a concentraciones de 7.5 X 10“M (E) el 80% de 1las plantas
produjo raiz, mostrandose muy reducida; dicho porcentaje fue el
mis _bajo de los tratamientos. Por otro lado, el tejido de las
plantas tratadas con ASA mostré cierto grado de clorosis, es

decir, presentaban una coloracién amarillo-verdoso. Dichc grado
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ASA (x 10™4%M)

Figura 1. Efecto del ASA la longitud de yemas axilares de Solanum
. tuberosum (var alpha) cultivadas in vitro durante
d¥as, los resultados son el promedio de 5 repeticiones
+ error esté&ndar.
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Figura 2.

[ 1 2.5 5 7.5
ASA (X 1074M)

Efecto del ASA en el peso fresco de yemas axilares de
Solanum tuberosum (var alpha) cultivada in vitro du-
Tante 120 dias. Los resultados son el promedio de 5

repeticiones + error estdndar.



de clorosis aumenté en concentraciones mayores a la de 10°4M (B),

lo cual hace pensar en cierta toxicidad del salicilato en
concentraciones altas. Esto parece ser mds evidente cuando el
porcentaje de sobrevivencia del tejido decrece en concentraciones
de 2.5 X 10*M (C), 5 X 10N (D) ¥ 7.5 X 10™°M (E); en 95%, y 90%

respectivamente. (Figura 3).

En la concentracién de 10°M (B), se obtuvieron valores
semejantes a los valores testigo, tanto en peso fresce como en
longitud de tallo, pero algo muy importante es que a esta
concentracién se cobtuvo el 100% de sobrevivencia del tejido
(figura 3), porcentaje no alcanzado por los demis tratamientos.
Por otro lado, las plantas tratadas a dicha concentracidén no
mostraron las caracteristicas cbservadas en los otros
tratamientos. Por tal motivo para el experimento 2 se opté por

trabajar con la concentracién de 107%m (B).

Experimento 2
ra

fste experimento se realizé para conocer la respuesta de un
amplio rango de clones (100 en total) durante un periodo de
cultivo prolongado, en presencia de ASA, para establecer si el
ASA mantiene el efecto inhibidor en el crecimiento de dichos
clones; ademds determinar si al finalizar el periodo de cultivo
podrian ser recuperados en un medio de cultivo sin ASA. De esta
manera se podria saber si el ASA es una opcidn real para la
preservacién in wvitro de un banco de germoplasma de papa, y

conocer los alcances y limitaciones de esta metodologia.
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Figura 3. Porcentaje de sobrevivencia de explantes de Solanum
tuberosum almacenados por 120 dfas en ASA. Los resulta
dos son considerando 5 repeticiones por tratamiento.”



Al término de 8 meses de almacenamiento en ASA 107°M (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, ademds de que en
algunos casos existia tejido necrético, 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 90.3% para los clones tratados con ASA
mientras que para el testigo fue de 97.9% por lo que toca a la
raiz, ésta se presenté en todas las plantas tratadas con el
salicilato al igual que en el testigo, (cuadro 4.1), s6lo gque se
mostrd con poco desarrollo comparado con éste. Respecto a la
longitud del tallo y al peso fresco, fue notoria la inhibicién
causada por_el ASA, debido a que la longitud del tallo fue menor
por 1 centimetro con respecto al testigo y el peso fresco resultd
casi 3 veces mds pequefio que el testigo (cuadro 4.1). En los 39
clones se observaron caracteristicas antes vistas de hoja
reducida, tallo curvado y engrosado y rafiz con poco desarrollo

presentando una coloracién blanca.

Fase I

Los 39 clones provenientes de ASA, cultivados en cuatro
medios de cultivo mostraron globalmente un porcentaje de
sobrevivencia por arriba del 80% (cuadro 4.2); mostrando
capacidad de recuperacién en los cuatro medios de cultivo,
observandose un incremento en las plantas, tanto en la longitud

del tallo como en el peso fresco, superjores 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 dfas, bajo condiciones de almacenamiento. Los tesultados son prome~
dic de 39 clones con 5 repeticiones por clon.

Tratamiento % de X Peso fresco X Longitud % de plantas % de explantes No. de brotes
(AsA) Sobrevivencia (mq) del tallo con rafz brotados por explantes
{cm)
[ 97.9 191.4+25.06 4.340.16 100 23% 1.0140.35
10-4 90.3 71.8+4,63 3.340.15 100 20.7% 1,08+0.27
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Incremento en longitud de tallo de explantes de Solanum tuberosum incubados en
diferentes medios de cultivo por 30 dfas. Previafente dlmacenados en ASA 10-4M
durante 240 dfas. Los datos son el promedio de 39 clones con 8 repeticiones por

clon.
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Figura 5. Incremento en peso fresco de explantes de Solanum tuberosum incubados en dife-
rentes medios de cultivo por 30 dfas. Previamente almacenados en ASA 10~4y du~
rante 240 dfas. Los datos son el promedio de 39 clones con 8 repeticiones por
clon.
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Cuadro 4.2 Incubacién de yemas axilares de 39 clones de Solanum tuberosum, en diferentes medios de cul
tivo, durante 30 dfas. Previamente almacenados en ASA 10-4M durante 240 dfas. Los datos son
el promedio de 8 repeticiones por clon.

Procedencia Medio de % de X Incremento X Incremento % de explantes 3% de explantes No. de

{ASA M) cultivo  sobrevi- en peso en longitud con rafz brotados brotes por
(trata~ vencia fresco(mg) tallo {cm) explante
miento)

0 F 100 49.26 1.54 100 9.0 2.540.2
0 G 98.0 . 9.10 0.49 100 7.5 1.5+0.2
0 H 97.8 13.35 0.52 100 12.1 2.340.2
0 I 90.5 65.40 0.72 100 16.0 2.940.4
1074 F 99.10 62.140 1.31 100 9.5 2.640.4
1074 G 95.0 44.30 0.68 100 8.3 1.5:0.2
1674 n 93.1 41.55 0.89 100 12.6 2,740.3
1074 b 91.5 179.14 1.28 100 16.0 3.540.59

17



presentado por las plantas testigo (figuras 4 y 5). De tal forma
dque en el caso del peso fresco, el medio que favorecif un mayor
incremento respecto a su testigo fue el medio I con un 486.8%,
dque ademds, presentd un mayor nGmero de brotes y sus plantas
‘formaren callo (cuadro 4.2). En el medio G el incremente de peso

fresco también fue considerable con un un 31.2%.

Por lo que toca a longitud de tallo, los medios en los gue
se observé 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 raiz fue 6ptimo en los cuatro medios de cultivo,
sin embargo, en medio de cultivo F se mostré el mejor desarrollo
de hojas y rafz, donde en términos generales el vigor de 1la
planta fue excelente, presentando el wmayor porcentaje de
sobrevivencia (figura 6). Los valores ;n incremento de peso,
porcentaje de explantes brotados y ntmero de brotes por explante
son valores intermedios respecto a los obtenidos por los otros

medios de cultivo, sin inclinacién hacia algGn tratamiento en

50

especial. De acuerdo con é&sto en la siguiente fase se utiliza el

medio de cultivo F en la recuperacién 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 9B.9% para los testigo.
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Figura 6. Porcentaje de sobrevivencia de explantes de Solanum tuberosum, incubados en ai
ferentes medios de cultivo por 30 dfas, previamente almacenados en ASA 10-%M
durante 240 dfas. 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,
resulté ligeramente mayor que las plantas testigo por 0.5 cm
(figura 7 y cuadro 4.3). Mientras gqgue para el caso del peso
fresco fue mayor en el testigo que en el tratamiento (figura 8
y cuadro 4.4). Por otro lado, el porcentaje de explantes brotados
disminuy6 en un 10% en plantas tratadas con ASA respecto a las
testigo, pero el ndmero de brotes por planta fue similar en

tratamiento y en testigo (cuadro 4.3).

Al finalizar la fase II, la recuperacién de los 43 clones,
en medio F presenté 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 testigo (cuadro 4.3). Lo cual implica gque la recuperacién se
llevé a cabo mids lentamente en los clones tratados con ASA
previamente (Figuras 9 y 10). Los valores de longitud en plantas
tratadas con ASA, se incrementaron en 80.7%, con respecto a su

longitud reportada al final del almacenamiento, mientras que las

52

testigo ‘en un 147%. En cuanto al peso fresco el testigo

incrementé en 92.8% y las tratadas con ASA en un 70.8%, con

respecto al peso fresco reportado al final del almacenamiento.

Experimento 3

Este experimento fue planteado tomande en cuenta los

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

cultivo G de clones almacenados en ASA por ocho meses, por lo que
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Cuadro 4.3 Porcentaje de sobrevivencia, longitud de tallo, peso fresco, porcentaje de explantes brota-

dos, nfimero de brotes por explante y porcentaje de explantes con rafz en yemas axilares de
43 clones Solanum tuberosum cultivados in vitro durante 12 meses en ASA (1}, vy posteriormen
te subcultivadas durante 30 dfas a medio F {27,

Tratamiento % de sobrevivencia X Peso fresco X Longitud & de explantes & de explantes No. de

{medio de {ng) de tallo con raiz brotados brotes por
cultivo) . explante
(1) a 98.9 243.1+49.7 3.49+0.27 100 53.3 2.0140.2
(2) F 100 . 261.7435.7 5.14+0.17 100 66.6 1.6240.1
(1) B 97.3 157.6431.7 3.95+0,27 100 43.3 2.1540.3
2) F 100 222,3+35.5 4.89+0.21 100 50.0 - 1.3710.1

14
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de 43 clones con 8 repeticiones por clon + error esténdar.
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Figura 11. Porcentaje de sobrevivencia de explantes de Solanum

tuberosum (clon 575045), en invernadero, previamen—
te almacenados en ASA 10~4M durante 365 dfas in vi-
tro y subcultivadas en medio G durante 30 dfas in
vifro.pos resultados son promedic de 10 repeticiones.
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rante 80 dfas previamente almacenadas en ASA in vitro en medio B (ASA 10-4m)
testigo en medio A, posteriormente recuperadas en medio G (RSA 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 podria obtener la respuesta de su
recuperaciébn antes vista con un clon (575045) almacenado con ASA
durante 12 meses. Dicho clon presenté una sobrevivencia de 100%
después de la recuperacién, 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 1la produccién de
tubérculo. Bajo estas condiciones la sobrevivencia fue de 100%
para el caso de las plantas tratadas con ASA mientras gque las
plantas testigo presentaron 80% de sobrevivencia (figqura 11), por
otra parte las plantas tratadas con ASA presentaron una velocidad
de crecimiento ligeramente m&s lenta en un principic aunque
posteriormente fue adquiriendo una velocidad de crecimiento
normal (figura 12), cabe destacar que antes del subcultivo a
suelo, los explantes tratados con ASA presentaban un menor tamafio
en longitud de tallo, poco desarrollo de raiz y un color
amarillo-verdoso; caracteristicas ya clésicas para las plantas
tratados con ASA. Respecto a la produccién de tubérculo, se
obtuvieron un mayor niGmero de tub&rculo en plantas tratadas con
ASA que en las plantas testigo (figura 13), pero tanto el tamafio
Y el peso de los tub&érculos fueron mayores en las plantas testigo

como se muestra en las figuras 14 y 15.
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Figura 13. NGmero de tub&rculos de Solanum tubercsum (clon 575045),
obtenidos en invernadero, a partir de explantes almace-~
nados previamente en ASA 10-%M durante 360 dias in vitro
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Figura 14. Di&metro de tub&rculos de Solanum tuberosum {(cleon
- 575045), obtenidos en invernadero, a partir de explan
tes almacenados previamente en ASA 10-9M durante 360
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VIELS. Los resultados son promedio de 10 repeticiones
+ error estdndar.



V. DISCUSION

Los resultados del experimento 1, muestran que el ASA inhibe
el crecimiento de yemas axilares de Solapnum tuberosum siguiendo
un patrédn de dosis respuesta, patrén semejante al encontrade en
otros trabajos (Lépez-Delgado, 1987 y Mora 1991), de tal forma
que en concentraciones de 5 X 10°M (D) y 7.5 X 10*M (E) se
registraron los valores de inhibicién mas altos del experimento,
a tal grado que se afectd el desarrollo y sobrevivencia de los
explantes; lo cual hace pensar que concentraciones elevadas de
ASA resultan téxicas para la conservacién in vitro de Solanum
tuberosum. Mientras que los explantes sembrados en 107°M (B)
presentaron una sobrevivencia de 100% y valores de crecimiento
similares a los valores de explantes testigo, por lo tanto se
escogié la concentracién de 10°*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
Solapum tuberosum, donde encontré alargamiento de tallo a
concentraciones de ASA de 10°°M y 10°M y 10"M; mientras que en
10°*M la longitud del tallo se inhibi6, por lo que se decidis

trabajar con las concentraciones ya conocidas.

En el experimento 2, después de ocho meses de almacenamiento
39 clones mostraban sintomas de senescencia, presentando tejido
necrdtico, hojas y raices reducidas asi como tallo curvado y
engrosado mientras gque el testigo sin ASA mostraba explantes

vigorosos, cabe sefialar que las caracteristicas antes menclonadas
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son normales en plantas bajo preservacién in vitroe, después de
un periodo de almacenamiento prolongado Yy cuando las plantas ya
requieren subcultivo a medio fresco, Por tal motivo se sacaron
dichos clones del almacenamiento para conocer su respuesta a la
recuperacién en cuatro medios de cultivo (F, G, H, I) con
reguladores del crecimiento. Cabe sefialar que al salir del
almacenamiento los 39 clones tratados con ASA presentaron mayor
inhibicién del crecimiento, mostrado por el menor peso fresco y
menor longitud, que las plantas testigo. Sin embargo en 1los
cuatro medios de cultivo usados para la recuperacién, 1los
explantes tratados con ASA incrementaron los valores de peso
fresco y longitud de tallo con respecto a su testige, y la
sobrevivencia fue similar entre explantes tratados con ASA y
testigo con excepciébn del medio I gue present$é los valores de
sobrevivencia mids bajo (83%) para las plantas tratadas con ASA.
Estos resultados demuestran que a pesar del fenotipo alterado a
causa de la inhibicién provocada por el salicilato, los explantes
presentan una aceptable capacidad de recuperacién, con un buen

porcentaje de sobrevivencia, semejante a los explantes testigo.

En la recuperécién de los 39 clones se usaron los medio H
Yy el I en base a gue en algunos trabajos, plantas de papa
incubadas jin vitro 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 utilizacién
rutinaria en la propagacién de explantes en el laboratorio de
cultivo de tejidos del Programa Nacional de Papa se considerd en
la recuperacién, el medio G se tom6 en cuenta por los resultados

obtenidos con otros trabajos con ASA en el laboratorio.



Cabe sefialar que en medio F se obtuvo el mayor porcentaje
de sobrevivencia (99.0%), mientras que valores de incremento de
pesoc fresco, porcentaje de explantes brotados y longitud de tallo
fueron intermedios a 1los encontrados en otros medios. El
incremento en peso fresco registrado en medio G, de 486.8% con
respecto al testigo, ocurrido en explantes tratados con ASA,
probablemente se debe a gque desarrollaron una capacidad de
tolerancia al compuesto, de tal forma que al recuperarlas en un
medio que contiene una mayor concentracién de ASA, la respuesta
de crecimiento fue favorable, por otra parte los reguladores del
crecimiento favorecieron la respuesta, dicha respuesta no se dis6
en el testigo, por el contrario, é&ste se inhibié ya que nunca
antes habia estado en contacto con ASA. El medio H y el I
presentaron valores elevados de peso fresco, 1o cual se explica
por el desarrollo de callo y el nimero de brotes desarrollados
en dichos medios en los explantes tratados con ASA. De acuerdo
con estos resultados se eligi6 el medio F para recuperar a los

préximos clones que salieran de la conservacién con ASA 107°M.

El incremento observado tanto en peso como en longitud en
explantes recuperados en 1los cuatro medios de cultivo,
previamente almacenados en ASA, resulta semejante a lo observado
por Lépez-Delgado y Carrillo (Ciencia Agronémica, en revisién)
sobre la inhibici6én de la actividad fosfatasa provocada por el
ASA en Solanum cardiophyllum, donde en presencia de ASA 1la
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 conservacién 43 clones se sacaron del
almacenamiento por presentar las mismas alteraciones fenotipicas
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 sefialar que estos clones tratados con el salicilato
mostraron mayor longitud y menor peso que las plantas testigo;
sin embargo, la recuperacién realizada en medio F presentd el
100% de sobrevivencia en testigo y en tratanmiento con ASA. Lo
cual reafirma los resultados anteriores con los 39 clones, donde
plantas con el fenotipo alterado por el ASA muestran capacidad

de recuperacién.

Por otro lado, los explantes de 18 clones trasplantados al
mismo medio de cultivo ASA 10°M (B), provenientes de una
conservacién de un afio, presentaron después de dos meses del
subcultivo a medio fresco 100% de sobrevivencia por lo cual se
continuard en el laboratorio con su conservacitn rutinaria en
este medio (B) a fin de continuar con otros estudios encaminados
a trabajos de caracterizacién de estos materiales, para conocer
si se mantiene la estabilidad genética y fenotipica (color de
piel del tubérculeo, forma y tamafio de tubérculo, calidad

culinaria, etc.).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la recuperacién,
de los clones subcultivados a los ocho meses en medio G, se
planted conocer si la misma respuesta se podria obtener después
de un afio en almacenamiento con ASA, para lo cual se eligis al

azar el clon 575045 tratado con ASA durante un afio, se transfirié
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a medio G (ASA %.5 X 10°°M) 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 recuperacién presentaron clorosis y raiz
reducida, dichas plantas posteriormente fueron sembradas en suélo
Y 1llevadas a invernadero, donde el ASA favorecié la alta
sobrevivencia en invernadero ya que presentaron el 100% de
sobrevivencia mientras que las plantas testigo (nunca antes en
ASA) tuvieron B80% de sobrevivencia, tal vez el estres provocado
por el salicilato favoreci6 la rapida adaptacién de las plantas
al medio ambiente de invernadero probablemente evitande la
transpiracién excesiva de la planta; ya gque en las plantas
testigo los primeros dias en invernadero mostraron cierte grado
de deshidratacién, incluso caida de hojas, cabe sefialar que
algunos trabajos han demostrado que los salicilatos tienen efecto
antitranspirante sobre algunas plantas (Larqué-Saavedra, 1978},
Y dque en plantas previamente expuesta a ASA, muestran mayor
actividad enzimitica al salir del salicilato (Lépez-Delgado Yy
Carrillo en revisién); quizd alguna proteina esté involucrada
como 1o mencionan algunos trabajos como el de Roggero y Pennazio
(i988), donde se sefiala la sintesis de proteinas relacionadas con

la patogénesis (PR) sintetizadas a consecuencia del salicilato.

Por 6tra parte el ASA afecté la producciédn de tubérculo ya
que las plantas tratadas con ASA (almacenamiento (B) vy
recuperacién (G) produjeron tubérculos de menor peso y tamafio,
pero en mayor nimero que los producidos por las plantas testigo
(almacenamiento (A) y recuperacién (F)). Lo cual resulta

interesante y"representa una ventaja ideal bajo un esquema de
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produccién de semilla, debido a que el mismo nfimero de plantas
propagadas, que las testigo, nos di& una mayor produccién de
tubérculo semilla y sumando la mayor sobrevivencia en invernadero
que las testigo resulta una gran ventaja, sobre todo si provienen
de una recuperacién después de un almacenamiento en el banco ce
germoplasma in vitro, ya que al salir un clon del banco in yitre
es deseable su rapida propagacién y produccién de tubérculo

semilla.

Es importante sefialar que el experimento 3 en un principio

se planted para c r, si la resp ta obtenida en medio G (ASA
10°*M) en la recuperacién de fase I se podia obtener en fase II
en el clon 575045 (elegido al azar) conservado con ASA durante
un aflo, pero al observar que a pesar de obtener el 100% de
sobrevivencia en medio G, los explantes de dicho clon mostraron
cierto grado de clorosis, es decir, el tejido mostraba una
coloracién amarillo-verdoso; por otro lado la raiz era reducida,
entonces se decidié trasplantar estas plantas a suelo para
conocer su comportamiento en invernadero y posteriormente la
produccién 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 jin vitro del Programa Nacional de
Papa algunos requieren subcultivo aproximadamente a los seis

meses, Y la sobrevivencia observada en invernadero fue superior
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a las plantas que nunca estuvieron en contacto con el ASA, al
igual gque la produccién de tubérculo, importante para la
produccién de tubérculo semilla; ademds de disminuir los costos

del mantenimiento del banco de germoplasma.

En base a los resultados sefialados, los efectos del ASA en
la inhibicién del crecimiento in vitro y en la produccién de
tubérculo, asi como en la sobrevivencia en invernadero, gue se
obtuvieron en los experimentos I, II y III; se podrifan explicar
en base a que el ASA podria estar actuando a nivel molecular al
afectar determinadas actividades enzimdticas, como lo mencionado
con la actividad fosfatasa y la aparicién de las proteinas
relacionadas a la patogénesis, el ASA pudo haber inhibido, el
crecimiento, favoreciendo la produccién de enzimas que degradan
o inactivan a 1las auxinas endégenas, esta inhibicién del
crecimiento estuvo en funcién de la concentracién de ASA presente
por lo gque siguié un patrén de dosis-respuesta en todos los
parametros evaluados en el experimento I (cuadro 4.1). Esto se
apoya en gque algunos autores consideran que los compuestos
fenélicos, incrementan la actividad de enzimas que degradan o
inactivan la actividad del AIA (&cido indolacético) (Cassab et

al; 1988).

Es posible que el ASA esté actuando a varios niveles en 1la
planta por lo que se requiere llevar a cabo trabajos enfocados
a varios aspectos. En la presente investigacién se confirma que
el ASA es una alternativa para la conservacién de germoplasma in
wvitro de Solanum tube , pero todavia queda por conocer varios

aspectos como:
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Llevar a cabo andlisis de proteinas para conocer si existen

cambios en actividades enzimaticas.

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

variacién por efecto del tratamiento.

Llevar a cabo investigacién con los materiales tratados con

ASA, sobre posible resistencia a patbgenos.

Conocer el comportamientoe y produccién de tubérculo al

sembrar los tubérculos (semilla) producidos en el experimento 3.

De esta manera se podria definir los alcances y limitaciones
del uso del ASA en el mantenimiento de germoplasma in vitro de

Solanun tuberosun.

69



VI. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos lo m&s relevante de

la investigacién fue:

E1 ASA es una alternativa real en la preservacién a mediano

plazo de germoplasma in vitro de Solapum tuberosum. s

EL ASA inhibié el crecimiento de yemas axilares de Solanum
tuberosum alterando el desarrollo de los explantes, sin afectar
la sobrevivencia en la etapa de recuperacién y la capacidad de

micropropagacién.

El ASA favoreci6 la sobrevivencia en invernadero y modificé
la produccién de tub&rculos al aumentar el nGmero Yy disminuir su

peso y tamafio.
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VIII. APENDICE

Elementos mayores y menores del medio basico (Murashige-~Skoog
1962).

Para dos litros de agua destilada

NH, NOy 33 gr

KNOy 38 gr
CaClz - 2H,0 8.8 gr

KH, PO, 3.4 gr

Hy BOy 0.124 gr
Mnso, . 6H,0 0.446 gr
(Mn S0, . B,0) 0.338 gr
(zZnSo, . 7H,0) 0.122 gr
K1 0.0166 gr
Na, MoO, . 2H,0 0.005 gr

Cu S0, . SHZO 0.0005 gr *
COC].2 « 6H0 0.0005 gr *

* Preparar previamente una solucién 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 = 0.0005 gr.
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Soluciones madre para preparar los medios de cultivo, utilizados
en el Programa Naciocnal de Papa (recomendado por el CIP).

Mg _89,.7H,,

3.7 gr de Mg S0, se disuelven en 100 ml de agua destilada.
Para preparar un litro de medio de cultivo se necesitan 10 ml de
esta solucién.

Hierro

~Na EDTA 0.745 gr
-Fe So,. TH)0 0.557 gr

El FeSO, . 7H,0 se disuelve en 20 cmy de agua destilada; el

EDTA se disuelve en 20 cm® de agua destilada a medida que se

iienta. Se mezclan el Fe SO, . 7H,0 y el Na, EDTA, se deja
ent‘riar Yy se agrega agua hasta completar 100 ml.

Tiamina

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 solucidn.

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 solucién.

Acido Giberslico (GA,)

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

acido Indolacético (AIA)

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

4 tinic

50 mg en 100 ml de agua destilada.

Biridoxina
50 mg en 100 ml de agua destilada.
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