jEer-Sha2 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
IZTACALA

EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO IN VITRO SOBRE
EL POTENCIAL OSMOTICO Y LA SINTESIS DE PROLINA
EN PAPA ( Solanum spp. ) L.

T E S i S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I O L O G O
P R E S E N T A

MA. AURELIA MALDONADO VELAZQUEZ

LOS REYES 1ZTACALA EDO. MEX. ENERO DE 1994



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedico esta tesis

A mis padre: Carmen y Marcelino

Quienes desde mi nacimiento han cuidado de mi llendndome de amor
y carifio, mostrdndome el camino del deber, la responsabilidad y la
esperanza.
Quienes han sabido encaminarme al éxito de mis metas apoydndome
siempre en todo lo gque hago.
Les dedico esta tesis tan esperada por ellos como el principal
fruto gue han cosechade dentro de mi agradeciendoles siempre los
momentos tan felices que hemos pasado, el amor con que siempre me han

educado pero sobre todo, el hecho de ser mis padres.



AGRADECIMIENTOS

A mis hermancs Maricarmen, Rocio, Angeles y Luis. por el apoyo y
carifio que me han dado siempre.

A el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la U.M.F. de
la Escuela Nacional de Estudios Profesionales Iztacala. U.N.A.M. en
donde se realizd este trabajo.

A el Biol. Gerardo Ortiz Montiel por su incondicional asesoria.
apoyo y amistad durante el desarrollo de esta tesis.

A el Dr. Alfonso Largué Saavedra y al Biol. Rubén San Miguel
Chdvez del Laboratorio de Fisiologtia Vegetal del Colegio de
Posgraduados por su colaboracidn y ayuda.

Y a todas aquellas perscnas gque de una u otra manera

participaron en mi preparacién profesional.



La fe es el anhelo que DIOS mismo ha puesto en el
d4nimo del hombre para gue el hombre le busgue . le
llame y le encuentre...la fe es camino y meta...DIOS



REGUMEN. 55 0 275 Tmn w55 somn BB m Bl 8 me e e smrmnam ot oo o oops oot oxm aaees o soree: 4o s s
dvmy ENTHUDUGETON 2o aowis sam it e s adei, S s o e S R e T e s
IT, REVISTON DE LITEBATURK. . . ooooxm e v mmm s s s aremse s s e s s 5
Sl Kl PR G it sntin whie Sus ool o e e o 0 o o e S 2 o s RS G
2.2. BIOLOGIA Y ECOLOGIA . v ittt inn it oen it omes ettt e
Z:du CULTING DE TEIIDOS v s o i v @ s s 4595 S oms fws i 495 ab
24 RIJUSTE OSMOTICO: iveiwis misn iinsiasdaiia s et v 85s bms wms 4 13
2.9 POTENCTAL HIDRICO . .« v sinm amams s owsmes ewmnss e85 wes 08 5 14
26 PROGENR s s b oias G el ie s 5 SR i) SR s Sen il us e 17
IXT DBIBTTINOS o cws aws oho G Be 6y« m s s e e s sie s i S5 GEs ears Wers 23
IV. MATERINIES Y METODOS. ;o s mimd bl ded dlo. e s dis o, ot 6ime 5 H5s 458 wits 24
4.1. SELECCION DEL MATERIAL: :u: vz assvvsms 08w @i sy ms s o « 24
4.2. OBTENCION DE PLANTAS IN VIVO...iceiusiorsvrsmammins s i 4 24
4.3. PROPAGACION IN VITRO. .. wsewn vme wis smn v oo os me s wama s 25
4.4. CONCENTRACION DE PROLINA. ....... i 0 vveviviovmvannowscansns 26
4.5, POTENCIAL OSMOTICO. « - on wwm s wmn s sriis S0wie #F woise ws w wbe s e s 26
A6y CONTEMIDD DE ACUR i can s e 0% b wels 4900 e s S8 G0es s 27
4.7 . CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS. . v« s vs o cme sone swie e was sie s oo 27
4.8. ANALISIS ESTADISTICO. c. v vii ciis s dime vimie s sas 3 ais wis was o 28
4.9, DISERC BXPERIMENTAL. ...pvimsoina vmd ains 483 2 aiis gas s Gpis spk 0% 28
¥ RESUETADOS Y BISCISTON. s vy s viwn vads oas sos s 9559 @6 598 o008 sy e 2
VL. BONCEUSTONES: e s e s s s i s sy ko ay asomepaomre bosbcbmes nlme flshd B8 47

INDICE



VII.

VIII.

BEBLIOGRAET R v ogauiiivasn it 5 s adn o dug ol Saiasie Sias@uisatisy

APENDICE

=



RESUMEN

El cultivo de papa en México ha sido considerado como un cultivo
potencial ya que es uno de los alimentos mas importantes del mundo.
despuésa del arroz, trigo y maiz. en términos de: produccion. Dicho
potencial incluye tanto materiales silvestres y materiales logrados a
través de seleccién como materiales obtenidos a través de Centros de
Cobertura Internacional. No obstante., el método convencional por si
solo, no es suficiente, por lo que se ha hecho necesaric el manejo de
nueva tecnologia.

Actualmente el uso del cultivo de tejidos vegetales junto con las
prdcticas tradicionales. ha logrado grandes avances. Dicha técnica.
considera que uno de los aspectos mds importantes es el desarrollo de
la composicién de medios de cultivo éptimos para la especie en
estudio.

La evaluacién de las condiciones de dichos cultivos ha sidco muy
estudiada, sin embargo, se sabe poco acerca del efecto estresante que
un medio de cultivo 1inadecuado., pueda causar a una planta en
especial.

La presente investigacidén, fue realizada con el objeto de
conocer el grado de estres provocado por diferentes medios de cultivo
(especificos para papa) en plantas de Solanum tuberosum var.
Tollocan, utilizando como indicadores al contenido de prolina.
potencial osmotico, contenide de agua. peso seco del tejido vy

presencia de diferentes ¢érganos en las plantas desarrolladas.



En los medios de cultivo 'se utilizaron diferentes
concentraciones de sales bdsicas, sacaroga y medios de soporte. Los
periodos de incubacidén fueron de 15 y 30 dias.

Los resultados obtenidos indicaron gque el contenido de prolina,
el potencial osmético y el peso seco del tejido, presentaron una
correlacidén positiva entre el contenido de sales vy el contenido de
sacarosa en el medio de cultivo. El contenido de agua por otro lado,
disminuyé al incrementar la cantidad de sacarosa. La presencia de los
diferentes drganos en las plantas desarrolladas, se vieron afectados
por la cantidad de sacarosa y de sales bdsicas presentes en el medio.
Finalmente los agentes solidificantes utilizadog, influyeron
ligeramente en las variables ya mencionadas,

Por lo anterior se_llegd a la conclucidn de que la concentracién
de gales bdsicas y la cantidad de sacarosa normalmente utilizadas en
los medios de cultive IN VITRO establecidos para papa. provocan en

mayor o menor grado un estado de estres en la planta.



I.INTRODUCCION

La problematica gque afronta el mundo actual. al 1incorporar

anualmente millones de individuos .a su poblacidn, hace paosible

contemplar cualquier posibilidad que pueda actuar como recursc
potencial para incrementar los rendimientos y mejorar la calidad de
las especiea vegetales comestibles y de los productos derivados
(Espinoza y col. 1984, Maldonado 1982 .y Sosa 1y Villareal 1978).

Entre los cultivos importantes econdmica y socialmente en
México, se encuentra la. papa por considerarse un alimento con una
alta calidad nutricional (Flores 1969 y Maldonado 1982).

Las especies silvestres mexicanas de papa, forman parte del
amplio y complejo género Salanum LE. las cuales se encuentran
ampliamente distribuifdas en ambos hemisferios, entre los 15 y 32
grados latitud norte y entre los 1500 y 3800 metros de altitud: se
les puede encontrar en climas tropicales, secos y templados y en
suelos rocosos o de textura arenosa o arcillosa (Flores 1969 y Sosa
y Villareal 1978).

La importancia de la papa como alimento es fundamental, ya gue
es altamente nutritiva y puede producir rdpidamente energia vy
proteinas. En paises desarrollados. se le ha dado a la papa multiples
ugos, desde alimentos bajos en grasa y sodic, alimentos en forma de

frituras, alimento para animaies y hasta combustible (Bajai 1987 y

Maldonado 1982).
Es conocida la dificultad cada vez mayor para lograr avances en
la rama de la alimentacién de manera tradicional, por lo que la

Biotecnologia, a través del cuyltivo de tejidos y 1la manipulacidén
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genética IN VITRQ. trabaja para encontrar respuestas a las demandas
especificas Y satisfacer las necesidades de la poblacion,
proporcionando grandes beneficios en la propagacién vegetal (Op.
it

El cultive de tejidos wvegetales comprende técnicas para la
propagacion de nuevas plantas en un medio artificial bajo condicicnes
asépticas. a partir de células. tejidos u organos de una planta:
presentando wventajas principalmente, en plantas economicamente
importantes y como modelos en estudios bioquimicos. fisicldgicos.
morfoldgicos y genéticos, entre otros.

Estas técnicas. se han wvuelto prdacticas y sus aplicaciones se
refieren a:

. -Cultivo de meristemos.

—-Cultivo de anteras, polen y d6vulos.

-Cultive de callos.

~Cultivo de células en suspensién.

—~Cultivo de protoplastos.

~Neoformacion de organos.

~Embriogénesis somdtica.

Las condiciones requeridas para establecer un cultivo. presentan
una gran importancia (Bajaj 1987, Espinoza v col. 1984 y Maldonado
1982).

+ En condiciones naturales. las plantas necesitan tomar del suelo.
iones inorgdnicos en menores © mayores cantidades. conocidos como

macronutrientes ( nitrégenc. potasio, calcio, fésforo, magnesio y
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azufre) vy micronutrientes (fierro, manganego, =zinc., boro, cobre,
molibdeno y cobalto), no obstante, en condiciones IN VITRO., el medio
de cultivo no solo estd formado por macro y micro nutrientes, sino
gue contiene, carbohidratos (sacarosa). y compuestos orgdnicos como
vitaminas. amincacidos y reguladores del crecimiento. cuya adicién en
diferente concentracién sugiere mejores . resultados (Lépez 1985 vy
Ochoa 1985).

Las distintas especies vegetales presentan diferentes
requerimientos nutricionales para un crecimiento d6ptimo., de manera
que es dificil encontrar un medio de cultivo satisfactorio de uso
general, cuya composicién esté dada en funcién del conocimiento de la
fisiologia de la especie con respecto a su nutricién.

La eleccién adecuada.de los componentes del medio de cultivo
permite al tejido, una mejor disponibilidad de agua y nutrientes., la
cual estd ademds en relacién. a factores tales como: agentes
solidificantes, pH, intercambio gaseoso, potencial hidrico." etc.
(Boccon 1986 y Ochoca 198S).

De manera que muchos investigadores, utlilizan diferentes
diluciones ‘de los medigs bésicos ya establecidos (principalmente
sales basicas MS 1/2, 1/3 y 1/4 de su concentracidn total}) en
estudios de propagacidn vegetal. (George y Sherrinton 1984).

En general cuando el indculo (tejido u organo) utilizado, tiene
un tamafic adecuado (del orden de 0.5 cm o més), contiene sustancias
(hormonas, aminodcidos. etc.) suficientes como para continuar el

desarrollo al principio del cultivo; no obstante, en un medio
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diferente al ¢ptimo. su desarrollo posterior indica que se est4

realizando un ajuste osmético como parte integral del crecimiento
celular en plantas superiores. {(Boccon 1986 y Handa 1983).

s Por lo gque s1 una planta (tejido. organo o células) en
condiciones IN VITRO. es mantenida en un medio diferente al o&ptimo,
sufre cambios morfoldgiceos, fisioldgicos y geneticos como resultado
de alteraciones en la taza fotosintética y de respiracién, condicién
de turgencia y efectos en el potencial hidrico de la célula. (Ahmad
1988, Cram 1984, Fricke 1990 y Singh y Paleg 1972)

La correlacién positiva entre la presencia de estrés (hidrico,
salino, congelacidén. etc.) y la acumulacién de diferentes solutos se
ha democstrado principalmente para aminodcidos libres, siendo una de
las mds importantes, la acumulacién de prolina. Dicha acumulacidn,
ocurre bdsicamente en el citoplasma y se basa en las propiedades
particulares de estos solutos, (alta solubilidad en agua, no téxica
en altas concentraciones (superiores a 1 M) y estables en membranas
y proteinas). Se a observadoc con mayor frecuencia que los niveles de
prolina parecen cambiar drasticamente durante el ajuste osmético, en
algunas egpeciea vegetales como eg o] casco de la papa, pudiendo
representar el evento metabdélico m&s altamente regulado durante un
estado de estrés o adaptacion.*

El potencial hidrico del medio de cultivo Jjuega un papel muy
importante en el desarrollo del sistema, pues de éste dependera la
disponibilidad de los componentes para el tejido y por consiguiente
determinara si se presenta un grado de estrés en el mismo. (Debergh

1981)
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Asi, estos eventos pueden ser considerados para evaluar el grado
de estrés que pueden representar diferentes medios de cultivo. donde
la composicién del mismo no ha sido cuidadosamente seleccionada en
funcién a los diferentes factores antes mencionados, de manera que el
ajuste osmotico, seria para el tejido. una de las mejores opciones de
adaptacién.

Por 1lo anterior, es claro que indices tales como el contenido
de prolina, el potencial osmético y el contenido de agua
principalmente, son importantes para evaluar la presencia de estrés
en micropropagacién en relacidén a la composicién del medio de cultivo

utilizado.



II.REVISION DE LITERATURA

2.1. LA PAPA

La papa. (Solapum tuberomum. L.) es uno de los alimentos mas
importantes del mundo, después del arroz. trige y maiz en términos
del total de la produccién de alimentos: surge y se domestica en los
Andes. donde al i1gual que el maiz, constituyd el cultivoe basico para
el asentamiento de los incas y de diversas culturas locales. Se
introduce en Europa a fines del siglo XVI y en Norteamerica a
mediados del! siglo XVIII. En México, al igual que en otros paises.
la papa es considerada como un cultivo potencial. (Bajaj 1987.
Maldonado 1982. Martinez 1990 y Sosa 1978).

Su valor radica en la capacidad de producir més energia vy
proteinas por unidad de superficie gue cualquier otro alimento,
contiene uno de Ilos mejores balances de aminodcidos esenciales,
(principalmente lisina) y la combinacidén y forma quimica en la que
los minerales estdn presentes, es disponible para los humanos. Es
principalmente consumida como fuente de carbohidratos en lugar de
arroz y trigo: es de fécil digestidén. puede ser consumida por
ancianos y nifios, y es utilizada como alimento para cerdos. EI
alcohol preparado de papa posee una porcién considerable de energia
nutricional. ademds de que se emplea para producir alcohol
combustible. El cardcter que presenta la papa en el contenido bajo de
sodio y alto de potasio, en contraste con el trigo, arroz., huevo y

proteinas animales (log cuales son acidos): la hace util en la
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alimentacién de personas con problemas de presién sanguinea alta vy
en problemas de calculos renales. (Bajaj 1987, Maldonado 1982 y Sosa
1978 .

En los ultimos 150 afios la papa se ha desarrollado tanto en
regiones templadas, como en regiones tropicales y subtropicales del
mundo. (Bajaj 1987 y Martinez 1990).

México es, en el continente americano, uno de los centros méas
importantes de origen de especies tuberiferas del género Salanum por
lo gue puede considerarse como un banco natural de germoplasma. La
distribucién de las especies tuberiferas del género Solanum L. en
nuestro pais, ha sido dada por diversos autores (Bukasov 1930 vy
1933, Correl 1962, Hawkes 1966 y Flores 1969), ya gque pocos son
los estados de la Republica en los que no se hayan encontrados estas
especies. (Flores 1969 y Sosa 1978 )

El potencial existente en México, incluye el material silvestre,
el material logrado a través de selecciones realizadas durante un,
periodo no mencr de 25 afies y el material obtenido a través de
Centros de Cobertura Internacional entre los que destaca el Centro

Internacional de Papa. (Sosa 1978)
2.2. BIOLOGIA Y ECOLOGIA
La papa es una planta anual de 30 a 100 cm de altura, presenta

flores con ovarico infero que dan lugar a una baya de dos cavidades

(léculo) con numerosas semillas muy pequefias (1450 a 1750 semillas)
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que solamente pesan 1 ¢g.: la planta puede ser propagada por semilla o
POY tubérculo (vegetativamente). (Bukasov 1966, Beukema y Van Der
Zaag 1979. Ludmila Gorbatenko, Arzuaga y Ana Estévez 1986 reportadoes
por Martinez 1990)

El tamafio de los tubérculos. difiere segun la edad y el cultivo:
estos se desarrollan cuando la planta florece y su crecimiento cesa
cuando la formacién del fruto comienza. (Bajaj 1978)

El cultivo se adapta a diferentes regiones agroecologicas del
pais, donde se siembra en asociacién con malz, produciendo buenos
rendimientos. (Bukasov 1960 y 1966 citade por Martinez 1960,
Maldonado 1982 y Sosa 1978).

El cultivo tradicional de papa es una tarea dificil. ya que
involucra, la seleccidén, el cruzamiento para recombinacién y la
mutacién. (Bajaj 1987)

El Centro Internacional de Papa en Lima (Peru). ha realizado
diversos trabajos relacionados con la coleccién, almacenamiento,
me joramiento y distribucién del germoplasma de papa; sin embargo, el
método convencional para el cultivo por si solo no es suficiente; por
lo que estas préacticas combinadas con los avances biotecnolégicos han
permitido la 1induccidn de diversidad genética y de nuevas variedades

me joradas. (Bajaj 1987 y Martinez 1950)



2.3. CULTIVO DE TEJIDOS

Por muchos afios, la Biotecnologia ha estado al servicio de la
industria alimenticia logrando avances en aspectos tales como
color, sabor., textura. adaptacien ambiental, cambio en el contenido
de vitaminas., palatavilidad. relacidén proteinas/carbcochidratos y en la
produccién en campo. (Bajaj 1987)

Actualmente, la tecnologia N VITRO ¥ las practicas
tradicionales del cultivo de papa, han permitide la produccién
comercial de semillas libres de wirus (microtubérculos). el
almacenamiento de germoplasma a través de criopreservacilioén y a través
de la produccién de "semillas sintéticas”, la manipulacidén genética
por medio de cultivo de células y la recombinacién del ADN como una
via para mejorar la calidad nutricional e incrementar la energfa del
cultivo. Asi, la induccidén de variabilidad genética ha implicado la
produccién de futuras papas nuevas. Algunos avances y prospectos
enfocados al cultivo de papa. son enumerados a continuacicn:

1. Plantas libres de wvirus.

2. Propagacién a través de microtubérculos.

3. Haploides y fdcil relacién de variedades.

4. Mutacién IN VITRO.

5. Somaclones para produccidén de nuevas variedades.

6. Hibridos somédticos y cybridos.

7. Resistencia a tizdén tempranc y tardio.

8. Resistencia a la rofia comian.
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9. Resistencia a virus y nemdtodos.

10. Resistencia a. herbicidas.

11. Resistencia a heladas, sequias y suelos adversos.

12. Alta nutricién de papa.

13. Papa para energia combustible..
14. Bibliotecas de ADN y clones.
15. Conservacién de germoplasma.
16. Semillas sintéticas para almacenamiento.
17. Intercambio de germoplasma internacionalmente.
18. Tecnologia postcosecha.
(Bajaj 1987 y Espinoza 1984).

El medio de cultivo ha sido uno de los agpectos mds importantes
desde el jnicio de estas nuevas técnicas. En 1860 y 1861 se
descubrié gque las sustancias mds importantes absorbidas por las
plantas, eran los compuestos inorgdnicos, lo que 1llevé a la
elaboracién de un componente bdsico de los medios de cultivo conocido
como sustancia nutritiva o solucidén Knops. {Beauchesene 1586 vy
Espinoza 19%84).

En esa época, la mayoria de los experimentos al respecto
utilizaban principalmente la golucién de Knops como medio bdsico.
junto con otros componentes como sacarosa, extractos de levadura y
cisteina; por lo que desde 1935 cuando se conocieron las condiciones
del crecimiento ilimitade de células homogéneas. aparecieron
numerosas investigaciones en las que se observaron mejorias en
funcién a una rdpida divisién celular, una mayor velocidad de
crecimiento y mejores componentes de los medios de cultivo.

(Espinoza 1984 y Lépez 1985).
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En 1936 Robbins., estudié el efecto de 1los microelementos

inorgdnicos y seflalé que el Zinc, Magnesio y Boro eran necesarios
para el cultivo de d4pices radicales. (Espinoza 1984).

Para 1962, Murashige y Skoog, propusieron la composicidén del
medio de cultivo para cobtener una mayor velocidad de crecimiento en
células de Nicotiana tabacum IN VITRO. (Loépez 19B5).

A partir de que se conocieron los efectos del extracto de
levadura sobre las células cultivadas IN VITRO. muchos investigadores
comenzaron a buscar sustancias orgénicas que presentaran efectos en
la morfogénesis. (Op. cit.).

En esta década, otro evento muy significativo fue el
descubrimiento de las cualidades nutricionales de! endospermo liquido
del coco, en 1941, este extracto natural, fue rdapidamente adaptado
por otros investigadoree; de manera gque la combinacién de sustancias
regquladoras del crecimiento con agua de coco, mostrdé un sorprendente
efecto en el crecimiento de tejidos cultivados de diferentes plantas
entre las cuales se encontraban la zanahoria y la papa. (Lépez 1985 y
Ochoa 1985) .

Actualmente, en muchas investigaciones se utiliza el medio
basico MS en diferentes diluciones (un medio, un tercio y un cuarto
de su concentracion total): con la finalidad de encontrar una
concentracion adecuada para el desarrollo de las diferentes especies
en base a los requerimientos de las mismas.

En relacidn a el medio de smoporte se tiene que en 1945 Muir y
colaboradores, encontraron que al utilizar medios de cultivo liquides
en agitacién se producia una suspensién de células gue podia

propagarse a través de subcultivos. (Lépez 1985)
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Mds tarde, se continué con el desarrcllo de estudios sobre los
medios liquidos, para la obtencién de masas celulares genéticamente
homogéneas, <células clonales a partir de células i1ndividuales.
obtencién de algunos mutantes y aspectos fisioldgicos y bioquimicos
en cultivos masivos. (Op. cit.).

Melcher vy Bergman (1959) investigaron los efectos del
abagtecimiento de aire, el control del pH, la remocién del medio de
cultivo y otros aspectos. (Op. cit.).

White en 1976 y Miller y Murashige en 1976, observaron gque
cambios en la consistencia del medio de cultivo puede controlar la
diferenciacién o influir en la propagacién de las plantas. (Debergh
1981).

En 1977 Quoirin y Lepocivre realizaron cambios en las
concentraciones de macronutrientes, reduciendo asi la frecuencia de
turgencia del tejido a nivel microscépico, (Op. cit.).

Thorpe Y colaboradores, en 1980, reportaron que los
carbohidratos en los medios de cultivo, son necesarios para los
altos requerimientos de energia en los procesos de formacién de
meristemoides y primordi&s. ademds de enfatizar el papel
osmoregulador por parte del contenido de carbchidratos en la
diferenciacién de yemas. (Op. cit.).

En el mismo afio, Thorpe y Brown. llegan a la conclugidén de que
los callos formados a partir de tallos., presentan diferentes
potenciales hidricos en comparacién a los callos formados a partir de

tejidos diferentes al tallo; =1 mismo, Thorpe y colaboradores,
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reportaron la influencia de los carbohidratos del medio de cultivo en
el sistema productor de yemas adventicias y Debergh en 1981 en el
desarrollo de yemas axilares. (Op. cit.).

Mas tarde. en 1981, Debergh reporta que dentro de los
componentes del medio de cultivo., la utilizacién de los medios
liquidos Y las concentraciones inadecuadas de los agentes
gsolidificantes producen diferentes efectos en el tejido, asi., observa
cambios en el color, longitud y turgencia del tejido principalmente
en etapas de iniciacién, elongacidén y propagacién, presentando un
efecto negativo en la taza de propagacién. (Op. cit.).

Las investigaciones antes mencionadas, han realizado numerosas
aportaciones en las principales condiciones nutricionales para el

crecimiento de células, tejidos y érgancs en condiciones IN VITRO.
2.4. AJUSTE OSMOTICO

El ajuste osmético se ha estudiado desde hace mucho tiempo, como
una parte integral del crecimiento celular en plantas superiores,
sobre todo bajo condiciones de resistencia a estrés hidrico y salino.
La importancia del ajuste osmético es mantener el crecimientoc bajo
diferentes circunstancias de estrés. (Cram 1984, Handa y col. 1983,
Moore 1981 y Rodes y col. 1986).

El uso de células en cultivos vegetales, ha permitido
caracterizar cuidadosamente los procesos celulares y bioquimicos del
crecimiento en respuesta a wvarios cambios osmético en el medio.

(Sangita 19B3).
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El mantenimiento de la actividad fisiolégica en células
individuales y en plantas completas, depende basicamente de la
relativa constancia de un numerc de condiciones, una de las cuales es
el balance hidrico adecuado. Cuando en una parte del curso normal del
desarrollo de una planta existe un inadecuado suplemento de agua, la
planta como consecuencia reduce su contenido de agua. la tasa de
desarrollo y en general, la tasa de todas sus funciones wvitales; si
la reduccién del agua es extremadamente prolongada, la degecacion

llega a ser letal. (Moore 1981).

2.5. POTENCIAL HIDRICO

En lag células vegetales se pueden observar lag dos
caracteristicas esencialea de un sistema osmético; por un lado, las
soluciones o el agua pura estdn separadas o aisladas por una membrana
que restringe tanto el paso de particulas de solutos como de solvente
Y por otro, existe realmente una presién dada por la rigidez de la
pared celular. Asi, en la mayoria de las células maduras de tejidos
vegetales la vacuola juega un papel muy importante en el balance
osmético celular: ya que contienen usualmente una solucién acuosa de
sales i1inorgdnicas, azlicares, dcidos orgdnicos, proteinas, etc.., que
actuan cuando hay cambios en las concentraciones de las soluciones de

ambas partes ya mencionadas. (Kramer 1974 y Moore 1981).
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Como la actividad fisioldgica de 1la estructura celular es
dependiente principalmente de los niveles de hidratacién, expresada
como el potencial guimico del agua; el movimiento del agua de célula
a célula y de tejido a tejido, estd bdsicamente controlado por un
potencial quimico mas dque por un gradiente osmoético. (Jeréz 1986 vy
Kramer 1974).

El potencial hidrico, conocido en términos de energia como
calorias/mol, generalmente se expresa en términos de presién (bars) y
ge define como la diferencia de la energfa libre o potencial quimico
por unidad de volumen molal entre el agua pura y el agua en la célula
a la misma temperatura. (Kramer 1974 y Moore 1981).

Asi, el potencial hidrico de una planta en condiciones [N
VITRO. puede ser incrementado (menos negativo) por el desarrollo de
la turgencia y por el incremento en la temperatura, ¢ reducido (mas
negativo) por la adicién de solutos al medio de cultivo, por las
fuerzas mdtricas que absorben agua, por las presiones negativas
(tensiones) y por la reduccién en temperatura en su entorno. (Moore
1981, Jeréz 1986 y Slavik 1974).

En un medio de cultivo JIN VITRO, el contenido de sales. los
carbohidratos y la concentracidén de agar. influyen en el potencial
hidrico del mismo, de manera que en un medio con agar, el potencial
de presidn no existe, el potencial osmdtico estad dado por los solutos
(carbohidratos y sales minerales principalmente) y el potencial

mé&trico es la contribucidn de los coloides (agar). (Dembergh 1981)
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Se ha seflalado que el déficit hidrico produce severos efectos en
el crecimiento wvegetal, encontrandose cambios en las variables de
longitud de tallo, longitud radical, numero de flores. numero de
hojas, espacio entre nudos y produccién de materia seca, velocidad de
alargamiento celular, cambios en la actividad enzimdtica. actividad
del ARN y ADN, sintesis de protefnas. entre otros, aunque de
diferente manera, como respuesta a un mismo grado de estrés; asi, la
elongacién de la hoja es mds sensible al deéficit hidrico que la
fotosintesis, siendo afectada de gran manera por potenciales hidricos
bajos. (Jeréz 1986 y Sigh 19873).

La actividad del agua en las células, la reduccién de la presion
de turgencia, los cambios de la reduccién de espacios intermembranas
y orgdnulos gque resultan en una reduccién de volumen, el efecto en la
concentracién de sales al disminuir el volumen, la alteracidén en la
estructura de las macromoléculas a causa de la deshidratacién y la
acumulacién de metabolitos dan como resultado una disminucién del
crecimiento. (Jeréz 1986).

En relacién a la respiracién y la fotosintesis, algunos
investigadores han observado gue la deficiencia de agua en la planta
afecta a la mayoria de las reacciones quimicas involucradas: se sabe
que la regpiracién presenta un incremento anormal i1nicial seguido de
una sabita caida producto del mal funcionamiento de las mitocendrias:
para la fotosintesis, se tiene que la tasa fotosintética de una
planta (equivalente a la produccién de biomasa) declina bajo estres

hidrico, a causa del cierre estomatal y de los efectos en los
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procesos del cloroplasto. En general, la produccion de biomasa parece
ger directamente proporcional al abastecimiento vy wuso de agua.
(Kramer 1974 y Jeréz 1986)

Otro efecto del déficit hidrico es la reduccién de reguladores
del crecimiento. tales como la citocinina en la exudacién radicular y
el incremento del d&cido abscisico en las hojas, afectando la sintesis
de proteinas y el cierre estomatico, respectivamente. (Jeréz 1986).
Los compuestos nitrogenados solubles Jjuegan un papel muy
importante y esencial en el metabolismo vegetal bajo condiciones de
estrés. En muchas especies vegetales, la disminucién en la cantidad
de agua trae como consSecuencia cambios en la concentracion vy
composicién de la fraccidén de compuestos de nitrégeno solubles,
particularmente cambios en el contenido de prolina. (Ahmad vy
Hellebust 1988, Hellergren y Li 1981. Levy 1983, Singh y col. 1972,
Stewart 1978,Stewart 1981, Stewart y Boggess 1978 y van Swaaij y col

19871} .

2.6. PROLINA

El significado fisiolégico de los cambios en la concentracidn de
prolina en plantas en estrés hidrico no se conoce con exactitud, sin
embargo, se considera ya sea como un sintoma o como una congecuencia
de la reduccién en la cantidad de agua en la planta; representando
un mecanismo compengsador para la mejor sobrevivencia vegetal,

argumento basado en el papel de la prolina como un regulador
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osmotico. yn protector de la desnaturalizacién de enzimas, un
reservorio de nitrdgeno, una fuente de carbono y un estabilizador

. del mecanismo de la sintesis de proteinas. (Ibarra 198B, Jeréz 1986,
Singh 1973, Stewart 1981 y Widholm 1987).

El papel de la prolina en la resistencia a estrés estd también
correlacionado con la capacidad de las especies, variedades o
ecotipos y la capacidad de resistencia. Al respecto, muchos autores
han reportade que algunas especies vegetales muestran sustanciales
incrementos en la acumulacién de prolina libre cuando son sometidas
a estrés hidrico, mientras gque en otras hay poca 0 ninguna
acumulacién de esta. En la mayoria de las plantas en las que ha sido
estudiada esta acumulacién, se ha observado comc respuesta a un
estrés hidrico severo Yy es usualmente acompaffada por un
marchitamiento visible; los niveles de prolina encontrados han sido
mayores a 200 veces el presente en plantas no estresadas., teniendo
que reducciones del potencial de 1la hoja de -10 a -15 bars son
necesarios antes de cualquier acumulacidén. (Ibarra 1988 y Stewart
1981).

Singh y colaboradores en 1972, observaron que la presencia de
prolina parecla estar en funcién de los diferentes érganos vegetales
como resultado de las diferentes condiciones hidricas en la planta.

Hellergren y Li en 1981, trabajaron con cultivo de células de
papa (Solanum tuberosum) sometidas a bajas temperaturas, y observaron
el papel de la prolina y de la sacarosa como crioprotectores, tanto

en su produccidén como en su aplicacién exogena.



19

Los incrementos en la acumulacién de prolina libre en tubérculos
de algunos cultivares de papa, observaron diferente suceptibilidad en
cultivares no resistentes a sequia y en cultivares resistentes a
easta, llevando a la conclusién de la importancia de las variedades.
(Levy 1983), por lo que en 1985, se estudidé la correlacién positiva
entre los niveles de prolina y la tolerancia a congelacién en varios
genotipos de papa. (van Swaaij y col. 198B5).

Mas tarde. en 1988, Ibarra y colaboradores, estudiaron Ila
acumulacién de prolina en diferentes variedades de mailz bajo
condicidn de sequia, observando que esta acumulacidn, no parece ser
un indicador de resistencia a sequia sino un sintoma de esta, y que
ademds, la biosintesis de prolina, estd influenciada por la presencia
de cloroplastos y el desarrollo sistémico de la planta.

Corcuera y colaboradores. en 1989, estudiaron el metabolismo de
la prolina en células en suspensién de Solapum tubercsum bajo
condiciones de estrés, obteniendo que les cambios en el
microambiente del citoplasma acuoso, probablemente alteran la
eficiencia de la cadena de reacciones multienzimaticas involucradas
en la biosintesis de prolina. (Corcuera y col. 1989).

En 1990 s8e observa el efecto del estrés hidrico en la
compartamentalizacién de prolina en vacuolas de células de papa en
cultivo, apreciando una correlacién negativa entre el contenido total
de prolina celular y su porcentaje en las vacuolas, tanto para

cultivos estresados como para no estresados. (Fricke y Pahlich 19%0).
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En 1991, se observa nuevamente la correlacién entre el potencial
osmético y los niveles de prolina en la seleccién de lineas celulares
resistentes a congelacidén en trigo. (Tantau y Karl 1991).

Por lo anterior se puede pensar que los i1incrementos en el
contenido de prolina, utilizados como un indicador de condiciones
adversas en plantas, pueden servir también como estimadores del
grado de estrés provocado por composiciones no adecuadas de medios de
cultivoe en condiciones JN VITRO.

En cuanto a la quimica de la prolina se sabe Qque posSee una
estructura ciclica , el 4tomo de nitrégeno en posicién alfa se
encuentra en el anillo, por 1o _gue no es una amida primaria. (Jereéz

1987) .

o]
s

HC CHCOOH

o

L-PROLINA

La biosintesis de prolina en plantas es similar a la de
procariotes, plantas inferiores y animales, donde de manera resumida,
el glutamato es convertido por la glutamato-kinasa Yy la
deshidrogenasa a glutamato semialdehido (1), el gque espontdneamente

es convertido a pirrolina-5-carboxilato (2). La pirrolina-5-
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carboxilato a su wvez es convertida a prolina por la pirrolina-5-
carboxilato reductasa (3). sin embargo, la primer reaccién no ha sido

caracterizada aun en plantas superiores. (Thompson 1980 y Widholn

1987) .

SINTESIS DE PROLINA A PARTIR DE AC. GLUTAMICO
COOH COOH
I |
CHNH CHNH HC -— CH HC - CH
I 2 (1) | 2 (2) 2 2 (3) 2 2
CH = CH e ! 1 rrr— I 1
12 I 2
CH CH HC CHCOOH HC CHCOOH
I 2 I 2 AN P 2\ /
COOH CHO N

En plantas superiores, la principal via biosintética de prolina
ha sido localizada en el cloroplasto, aunque también se ha encontrado
una via citopldsmica en algunas especies. (Stewart 1981).

Con respecto a la degradacién de la prolina, se cree que sge
lleva a cabo en la mitocondria; existiendo evidencias de que su
concentracién estd regulada por: 1) el cierre de las relaciones
metabélicas entre la prolina y el &cido glutamico, 2) su propia
sintesis, y 3) la taza de oxidacién, pues la oxidacién de la prolina
es 1nhibida per los carbohidratos en wvarias plantas superiores
(Boggess y col. 1976, Dougall 1965, Thompson 1980 y Widholm 1676).

El proceso de oxidacién, parece estar relacionada con la accién
de la enzima prolina-oxidasa gque puede disminuir la acumulacién de

prolina y con la pirrolin-deshidrogenasa activa, que puede oxidar a
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la prolina para llegar a formar una vez mads Acido glutdmico. Estas
enzimas. se encuentran en la mitocondria. Yy son importantes en la
aceleracién de los mecanismos por los que la planta acumula prolina
bajo condiciones de estrés., (Barnard y Oaks 1970, Corcuera y col
1989, Durzan y Ramaiah 1971, Jeréz 1987, Stewart 1972 reportados por

Mazelis 1980,Stewart y Boggess 1978, Thompson 1980 y Widholm 1976).
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I1T. OB FET I VO S

Tomando en cuenta el contexto anterior. se planteo el siguiente
objetivo general:

-Evaluar la presencia de estrés en plantas de papa Solanum
tuberosum var. Tollocan propagadas en diferentes medios de cultivo
IN VITRO, considerando como indicadores a el contenido de prolina,
el potencial osmético, el contenido de agua y el peso seco del
tejido.

Para el liogro del objetive general se proponen los siguientes
objletivos particulares:

-Propagar en condiciones IN VITRO, plantas de papa Solanum

tuberosum var. Tollocan, a partir de yemas.

-Determinar la concentracidén de prolina. el potencial osmético y
el peso seco de plantas de papa propagadas en diferentes medios de
cultivo a diferentes periodos de incubacidn.

-Determinar el potencial osmético final de los medios de
cultivos utilizados para la propagacién de las plantas de papa. vy
~Evaluar la ©presencia de diferentes ¢rganos en las plantas

desarrol ladas.



v. MATERIALES Y METODOS

4.1. SELECCION DEL MATERIAL

Para la realizacién del presente trabajo, el tejido vegetal de
papa Solanum tuberosum wvar. Tollocan (tubérculos) fue proporcionado
por la empresa "Gota de Vida" Toluca. México.

Los reactivos utilizados fueron: Ac. sulfosalicilico, Ac.
Indolacetico, Agar. Cinetina, 6-Dimetil-aminopurina (21ip). Fitagel,
L-prolina, Mio-inositol., Ninhidrina. Sacarosa y Medio Murashige y

Skoog (M5519) marca Sigma Chem. Co. Misouri, U.S5.A

4.2. OBTENCION DE PLANTAS IN VIVO

La siembra de los tubérculos en suelo, fue bajo condiciones de
invernaderc (26-28 grados. 45-80 % de humedad relativa y 200-300
umoles por metro cuadrado por segundo). Las plantas obtenidas se
utilizaron a los 30 dias después de la siembra para la propagacidn

IN VITRO.
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4.3. PROPAGACION 1y yITRO

Para la propagacién IN VITRO. se aislaron Yyemas axilares, las
cuales fueron desinfestadas y sembradas en medio de cultivo segun lo
establecido por Wang y Huang 1975.

Una wvez propagadas, se continué con la siembra de las plantas
en los diferentes tratamientos; la composicién del medio basico
Murashige y Skoog (1962) fue utilizada en la concentracién total vy
diluida a un medio, complementado con las diferentes concentraciones
de sacarosa y medios de soporte como s8e muestran en el disefio

experimental.

Las condiciones de incubacidén fueron:

Temperatura de 20 a 25 grados.
Iluminacién de 25_+5 micromoles por metro cuadrado por segundo,
producida por ldmparas fluorecentes marca Phillips (40 W).

Fotoperiodo de B horas luz y 16 obscuridad.

Las evaluaciones fueron realizadas a los 15 y 30 dfas despueés de
la siembra en los diferentes tratamientos.

Para las plantas en condiciones de invernadero, se realizaron
las siguientes evaluaciones a logs 30 dias después de la siembra de

tubérculos.
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4.4. CONCENTRACION DE PROLINA.

La determinacién de la concentracién de prolina: fue realizada
mediante el método colorimétrico, el cual consistid en macerar el
material vegetal con dcido sulfosalicilico al 3%, filtrarlo y hacer
reaccionar este filtrade con una solucién de ninhidrina y acido
acético en bafio maria para posteriormente leer en el
espectrofotémetro a 520 nm de longitud de onda (Bates L. S. y Waldren

R. R. en 1973).

‘4.5, POTENCIAL OSMOTICO.

Para la evaluacién del potencial osmético, se utilizd un
microvoltimetro marca Wescor INC. modelo HR-337 (método que se basa
en el equilibrio de wvapor), en cuya cdmara se colocd un pequefio
circulo de papel filtro humedecido con el extracto del tejido para
finalmente tomar la lectura después de 20 min. de incubacidén (Jeréz
1986) .

La transformacion de los datos de microvolts a Bars. se realizo

mediante la siguiente formula:

Mvolts

= - Bars
- 0.75 pvolts / Bar
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4.6. CONTENIDO DE AGUA.

El contenido de agua del tejido, ge obtuvo mediante la
determinacién del peso fresco (pesc inicial) y el pesc seco del
tejido (peso final) utilizando una balanza semianalitica Ohaus.

El tejido fue pesado en fresco y. posteriormente secado en una
estufa a 60 C durante 48 horas para obtener el valor del pesc seco
del mismo.

El contenido de agua se obtuvo mediante la siguiente formula:

PESO FRESCO - PESO SECO
% DE CONTENIDO DE AGUA = X 100
PESO FRESCO

(Moore 1981)

4.7. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS.

Las caracteristicas morfoldgicas evaluadas fueron:
Presencia de ¢rganos. Para la presencia de los diferentes
érganos (talle, raiz y hoja). se elaboré una clave en funcidén al

tamafio ¥y numero de los mismos. (Ver apéndice).
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D€ acuerdo a 1los datos obtenidos. se realizaron analisis de
varianza para dos factores con 3 y 6 niveles. Para estimar la
diferencia entre las medias de los tratamientos se utilizé la prueba
de Duncan de comparacién de promedios con rango multiple ¥y un nivel
de significancia de 0.05. Para los resultados cualitativos de
presencia de ¢rganos, se realizd un andlisis de varianza por rangos
de Friedman. (Daniel 1985)

El trabaje se realizdé bajo un arreglo bifactorial cruzado al
azar. El numero de repeticiones para cada tratamiento fue de tres

unidades (frasco con una fraccidén de tejido).

4.9, DISERO EXPERIMENTAL

SACAROSA 5 gs/1 SACAROSA 20 g/l SACAROSA 60 g/l

PAPEL FILTRO ik 7 13
AGAR 6 g/i 2 8 14
AGAR 8 g/1 3 9 15
AGAR 10 g/1 4 10 16
FITAGEL 1 g/l 5 11 17
FITAGEL 2 g/l 6 12 18

NOTA: Los numeros indican los diferentes tratamientos. Las
concentraciones utilizadas. fueron seleccionadas en base a lo
reportado para los diferentes medios de cultivo en micropropagacion

de papa (Espinoza y col. 1984 y Estrada 1982).
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(CONDICIONES DE INVERMADERO) FRONEDIO DE 18 REPETICIONES.



V. RESULTADOS ¥ DISCUSION

Los resultados encontrados se muestran en las graficas 1 a 13 y
representan el comportamiento de las diferentes wvariables. tanto para
los tratamientos en 1los que se utilizo medio bdsico MS en su
concentracién total como para los tratamientos en los que ia
concentracion se utilizé diluida, para los 15 y 30 dias de
incubacioén.

Se pudo observar de manera general gue las variables de
contenido de prolina, potencial osmético ¥y peso seco del tejido.
incrementaron de manera simultdnea., mientras gque el porcentaje de
contenido de agua disminuyé al incrementar el contenido de sacarosa
en el medio de cultivo (en relacién al comportamiento de la planta en
condiciones IN VIVQ ver tabla 1).

Los niveles del contenido de prolina fueron en todos los casos
superiores al observado para la planta en condiciones ViV
(condiciones de invernaderc, 0.090 umol de prolina por g de peso
seco): encontrando que el valor mas alto fue 43 veces mayor al antes
mencionade (3.895 umol/g peso seco) vy correspondid al tratamiento en
el que se utilizaron sales basicas MS en su concentracién total, 60 g
de sacarcosa por litro de medio y fitagel 2 g/l a los 30 dias de
incubacion. (Figura 1). Tal concentracidén de prolina se correlaciono
con un  valor para potencial osmoético del tejido de -10.6 bars y un
potencial osmoético del medio de cultivo de —-9.3 bars (Figuras 5 y 6],
valores muy superiores al observado para la planta IN _VIVO (-6.7

bars) .
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Las concentraciones mds bajas de prolina (0.160 pmol por g de
peso seco) y por lo tanto cercana a la encontrada para la planta IN
VIVO., fueron para los tratamientos en los gue se utilizaron sales
basicas MS diluidas a 1/2 de su concentracidén total y 5 g de
sacarosa; siendo en promedio el doble del presentado para la planta
IN VIVQ (Figura 2). Para estos casos. el potencial osmético del
tejido presentd un rango entre -4.6 y -7.6 bars, rango dentro del
cual podemos encontrar el potencial osmético registrado para la
planta IN VIVQ (-6.7 bars); Asi mismo, el potencial osmético del
medic de cultivo para estos tratamientos fue de -3 bars en promedio.
(Figura 7 y B).

Para los tratamientos con 20 g de sacarosa en el medio, el
contenido de prolina fue superior al presentadoc por la planta IN
VIVO indistintamente de la concentracién de sales bdsicas y del
agente solidificante (Figura 1 y 2). El potencial osmético registré
valores superiores a -10 bars como en el caso del tratamiento con
sales MS diluidas y papel filtro comoc scoporte a los 15 dias de
incubacién y valores cercanos a -4 bars, cuanda se utilizé fitagel 2
g/l en el medio de cultivo para gales MS totales y MS diluidas, 15 vy
30 difas respectivamente; tales condiciones corregpondieron a un
contenido de agua superior a 92 %.

El comportamientc antes sefialade entre el contenido de prolina vy
el potencial osmético del tejido para el total de los tratamientos
utilizados en este trabajo, es semejante al observado en cultivo IN

VITRO bajo condiciones de estres en muchas especies wvegetales, entre
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ellas Solanum tuberosum ( Chen y col. 1979, Corcuera y col. 1989,
Fricke y Pahlich 1990, Hellergren vy Li 1981, Nowak y Colborne 1989 y
van Suaaij y col. 1987,). pues se ha demostrado que ia disminucidn en
el potencial hidrico del tejido (mas negativo) trae como consecuencia
cambios en la concentracidén y composicidén de la fraccidén de nitrdégeno
soluble marcados particularmente en el contenido de prolina (Singh vy
col. 1972, Stewart y Larher 1980 y Thompson 1980). Lo anterior

indicaria., que posiblemente la planta en condiciones IN VITRO. esta

sujeta a una disminucién del potencial hidrico. dado por el
incremento en el potencial osmético del medio de cultivo.

En algunas especies se sabe que es necesaria una reduccion del
potencial del tejido de -10 a -15 bars antes de cualquier acumulacién
de prolina observada, y que dicho contenido de prolina disminuye al
restaurar la condicién hidrica. (Thompson 1980). Ademas. se han
reportado gue una progresiva acumulacién de prolina es acompafiada
por una caida del potencial hidrico del tejido. Algunos de los
limites mé4s bajos del potencial encontrados como respuesta a esta
condicion, son: para cebada -7 bars, para algodén -12 bars vy para
sorgo =-24 bars (Lea P 1985).

Dichos incrementos en los niveles de prolina fueron sugeridos
inicialmente por Measures en 1975 y han sido estudiados por muchos
autores, lo gue ha permitido trabajar la acumulacién de prolina como
una expresién cuantitativa de la resistencia a estres en plantas
cultivadas v en este caso para la presencia de estres en condiciones
IN _VITRO. (Ahmad vy Hellebust 1988). Todo esto apoyado en la

especulacién de que la acumulacién de prolina representa un mecanismo
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compensgador para una mejor supervivencia de la planta, jugando un
papel importante como regulador osmético (Aspinall y Paleg 1981).
protector de la desnaturalizacién de enzimas (Paleg, Stewart vy
Bradbeer 1984), reserva de nitrégeno y fuente de carbono (Fukutaku y
Yamada 1984) y como un estabilizador del mecanismo de sintesis de
protefnas (Kardpal y Roal 1985, Levy 1983 y Stewart y Lorhel 1980).

El incrementc del contenido de prolina como respuesta a estres,
es asociado también con la capacidad de las especies, wvariedades o
ecotipos, por lo que se han regigstrado para algunas especies en
condicién de estres, niveles mayores a 200 veces el presente en
plantas no estresadas, mientras gue en otras especieas, las
acumulaciones son tan bajas como 5 umol de prolina por g de peso
fresco en hojas de algodén en estres osmético. (Thompson 1980).

En relacién al periodoe de incubacién para el contenido de
prolina, no se observaron diferencias marcadas entre los 15 y 30 dias
ni para los tratamientos con sales MS totales ni para los
tratamientos con sales MS diluidas como puede verse en las figuras 1
y 2.

El comportamiento de los resultados obtenidos a los 15 y 30 dias
de incubacidén parecen ser explicadas por lo reportado acerca de que
la acumulacién de prolina es una condicién que se atribuye a una
adaptacién especifica de las células a bajos potenciales hidricos, es
as! que en la mayoria de las plantas cultivadas en las gque se ha
estudiado la acumulacién de prolina, esta ocurre unicamente como

respuesta a un estado de estres hidrico, usualmente acompafiado de un
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marchitamiento visible, no obstante en algunas especies se regquleren

ademds de periodos prolongados de estres para poder detectar
acumulacién de prolina. (Handa y col. 1983. Ibarra 1988).

Por lo que, nuestros resultados pueden considerarse como una
respuesta a un estado de estres hidrico no tan severo como para
producir marchitamiento visible pero si suficiente como para
producir una acumulacién de prolina superior a la de una planta en
condiciones de invernadero (IN VIVO).

En relacién al cultivo de papa, se sabe gque existe una
correlacién positiva entre el incremento de prolina y la tolerancia
a estres (hidrico, salino y de temperatura) en diferentes genctipos
(Corcuera y col. 1989, Tantau y Dorffing 1991 y wvan Suaaij
1985,1986,1987), lo que apoyaria la suposicién de que las
concentraciones de sacarosa de 20 v 60 g ¥y el uso de sales bdsicas MS
en su concentracién total en el medio de cultivo, podrian propiciar
un estado de estres en mayor o menor grado en el cultive IN VITRO de
papa.

El contenido de agua presentd una disminucién del 95 al 83 % en
el total de los tratamientos, a medida que se incrementd la
concentraciéon de sacarosa en el medio de cultivo, presentando
diferencias significativas (0.05) principalmente entre los
tratamientos con 5 y 60 g de sacarosa., como puede verse en la figura
3 y 4, donde los valores més altos ( 94 y 95 %) fueron para los
tratamientos con concentraciones de 5 g de sacarosa mientras que los
més bajos o el menor contenido de agua (83 %) lo fue para las

concentraciones de 60 g de sacarosa por litro de medio. De manera
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contraria en las figuras 9 y 10. podemos observar gque el peso seco
del tejido presenté una reduccion de 0.025 g a 0.005 g (por planta) a
medida que el contenido de sacarosa disminuyé en el medio de cultivo.
El walor maximo encontrado para peso seco (0.025 g) correspondiente a
un contenido de agua de 87 % aproximadamente, y se presentéd para el
tratamiento con sales bdsicas MS diluidas. sacarosa 60 g /1 vy
fitagel 1 g/l a los 30 dias de incubacién, mientras que el valor
minimoc de 0.005 g correspondid¢d a un promedio de contenide de agua de
93 %, y se presentd en varios tratamientos en los cuales se utilizd 5
g de sacarosa indistintamente de la concentracién de sales basicas MS
utilizadas y el periodo de incubacién (Figura 10).

Las altas concentraciones de sacarosa y de sales minerales en el
medio de cultivo en relacién al contenido de prolina y el contenido
de agua en los resultados anteriores, parece representar un estado de
estres para la planta en condiciones JN _VITRO. si tomamos en cuenta
lo observado por Ibarra 1988 y Kramer 1974 en algunas variedades de
maiz sometidas a estres, donde el contenido de agua de las plantas
probadas disminuyé de B8 % a 76 % aproximadamente, incrementando de
manera simultdnea el contenido de prolina de 10 a 20 wveces el
normal, por lo que el contenido de agua relativo del tejido., puede
considerarse como un buen estimador del estado hidrico de las
plantas.

Por otro lado, los resultados mostrados en relacidén al peso seco
del tejido observaron un ligerc incremento a medida gue la
concentracién de sacarosa aumentd en el medio de cultivo. contrario a

lo que podria esperarse si se sabe que: el peso seco del tejido en
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plantas sometidas a estres se relaclona con la produccioén de biomasa

(tasa fotosintetica) declina bajo condiciones de estres hidrico a
causa del cierre estomatal y de los efectos en el déficit hidrico en
los procesos del cloroplasto. En general la produccién de biomasa es
directamente proporcional al abastecimientce y uso de agua. lo gue
hace a la medida del contenido hidrice de la planta una parte
importante para la comprensién de la produccién de Dbiomasa,
conjuntamente con la consideracién de la cantidad de agua disponible
para la planta (Kramer 1974). Es asi que la acumulacién de materia
seca no solo se atribuye a la taza fotosintética sino también a la
turgencia, al potencial hidrico del tejido y a la formacidén neta de
proteinas a partir de aminocdcidos. (Singh 1972).

Se sabe ademas del el efecto de la concentracién de sacarosa en
el medio de cultivo sobre el peso seco del tejido, en cultivo de
embriones de cebada, donde =se observa un 1ncremento en el pesc seco
del tejido al incrementar la concentracién de sacarosa (a 12 %) y
la longitud de los tallos de algunas variedades es mayor en
concentraciones de 6 y 9 % de sacarocsa gue en 3 %, siendo el
contenido de agua de las plantas desarrolladas inversamente
proporciocnal a los niveles de sacarosa. (Dunwell 1981-6).

Aunado a lo anterior, se ha reportado, gue el peso seco de
raices de algunas especies cultivadas en medic MS incrementa cuando
los niveles de sacarosa son de 90 g/l pero disminuye dramdticamente
con 150 g/l: por otro lado, el peso fresco de bulbos incrementa a
medida que las sales M5 se modifican de 1/8 a 2 weces su

concentracidn normal. (Takayama y Misawa 1979).
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Por lo anterior se explica gue en los resultados presentes, el
incremento de la concentracidn de sacarosa en el medio de cultivo se
relaclione con un incremento en el peso seco del tejide ¥ no con una
disminucién como podria esperarse.

No obstante, el comportamiento de esta variable, también puede
apoyarse con lo reportado por Singh y Paleg (1972) acerca de que el
peso seco del tejido cambia en funcidén al drgano, de manera gque el
peso seco de hojas de plantas estresadas disminuye mientras que en el
talle continda incrementando en un rango pequefio durante periodos de
estres para finalmente encontrar que en la raiz el rango de
incremento del pesc seco es muy cercano al presentado por la planta
control, respuesta que se atribuye a los diferentes potenciales
hidricos presentes en la planta, lo que lleva a suponer que los
cambios en el pesoc seco del tejido, no refleja totalmente la
importancia del comportamiento del crecimiento vegetal en un periodo
de estres. (Singh y Paleg 1972). En base a esto se justificaria que
las plantas de los tratamientos en los que se utilizdé sales basicas
M5 en su concentracién total y 60 g de sacarosa muestren un
incremento en el peso seco por presentar tallos y raices gruesas.

Finalmente. se ha observado gque en cultivares de papa Alpha
resistentes a sequia, la acumulacién de materia seca en tubérculos
también se debe a la naturaleza y mecanismcs propios del cultivar.

(Levy 1983).
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La correlacién entre las wvariables antes mencionadas y los

agentes gglidificantes presentaron diferencias significativas (0.05)
principalmente para los tratamientos en los que se utilizdé agar en
una concentracién de 10 g y fitagel 1 y 2 g por litro de medio con
las diferentes concentraciones de sales bdsicas en combinacidén con 5
y 60 g de sacarosa. como puede verse en las diferentes figuras (1 a
13), es decir, el contenido de prolina y el peso seco del tejido
fueron de manera general superiores para los tratamientos gque ademas
de contener 60 g de sacarosa contenian los agentes solidificantes
antes mencionados asi mismo el contenide de agua disminuyd
marcadamente para dichos tratamientos; por el contrario, los
tratamientos con las dos concentraciones de fitagel y agar 10 g pero
con 5 g de sacarosa presentaron los valores de prolina, peso seco y
contenido de agua mds cercanos a los presentados por la planta en
condiciones IN VIVO.

El agente solidificante en el medio de cultivo. juega un papel
muy importante en cuanto al potencial hidrico del mismo, por lo que
es un factor determinante para la diferenciacién y propagacién del
tejido, pues se ha observado gque al incrementar la concentracién de
agar la disponibilidad de citocininas se reduce ¥y el rango de
propagacién se ve afectada. (Brown 1979, Chandler 1987 y Debergh
1981} .

La concentracién de agar utilizada comunmente en cultivo de '
tejidos, est4ad entre 0.5 y 1 %, no obstante, algunos autores han

eatudiado los efectos de la concentracién de los agentes
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solidificantes utilizados en micropropagacién, pues se ha observado
gque al utilizar concentraciones 1nadecuadas de agar en el medio de
cultivo se presentan alteraciones en el color del tejido (llegando a
ser translucidoc y mAds tarde necroético}, manifestaciones de
pronunciadas elongaciones en hojas turgentes (alcanzando hasta seis
veces el tamafic de las holjas normales) y a nivel histoldgico hojas
gue no presentan tejido en empalizada sino unicamente meséfilo
esponjoso: todos estos dafios son observados principalmente en las
etapas de iniciacién, elongacidén y propagacién. (Debergh 1981)

La reduccién progresiva del crecimiento a medida que la
concentracién de agar <=e incrementa se ha reportade en algunas
especies, aunado a que la proliferacién y produccidén de tallos mejora
en niveles bajos de agar y cuando se utilizan puentes de papel filtro
como soporte. (Davis y col. 1977 y Singh 1982). Ademds el crecimiento
de callos, es generalmente menor en medic sélido gque en medio
liguido. (George y col. 1984).

Entre las diferencias observadas entre marcas Yy tipos de
solidificantes en cuanto a crecimlento. 1ncrementos en vigor y peso
seco del tejido; se tiene que el vigor y el pesc seco de dpices de
clavel, fueron mejorados en agar Difco purificado y no en agar Difco
Noble. Por otro lado, Banks-Izen y Polito (1980) notaron gue el
crecimiento de callos de algunas especies es menor cuando se utiliza
Bacto-agar gque cuando se utiliza Fitagel. (Debergh 1982, George vy

col. 1984 y Skirvin 1981).
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Tal comportamiento del crecimiento debido al efecto del agar, ha

sido atrjbuide a la disponibilidad de ingredientes (minerales vy
reguladores del crecimiento principalmente) del medio para el tejido
en agar gue en cualquiera de los casos serd reducido en comparacién
con un cultivoe en agitacién  (Debergh 1981), ya que se sabe que el
potencial hidrico del medio con agar, es menor (mds negativo) gue su
equivalente liquido; c¢ondicién particularmente responsable de la
respuesta morfogenética que ocurre preferentemente en agar (Debergh
1981) .

Por lo anterior, los resultados obtenidos, podrian gignificar
por un lado, que el cultivo de papa var. Tollocan. no presentdé gran
suceptibilidad a los diferentes agentes solidificantes utilizados y
que por otro lado la concentracién de los diferentes agente
golidificantes no fue en extremo incrementada como para poder
percibir alteraciones en la propagacién de este cultivo, siendo mds
notable la influencia de las concentraciones de sales y sacarosa
utilizadas,

Las evaluaciones del porcentaje en el que logs tallos, hojas vy
raices se presentaron en las diferentes plantas obtenidas, se
realizé unicamente a los 30 dfas de incubacidén y en base a la clave
del apéndice 1.

En la figura 11, podemos observar que para la concentracién de 5
g de sacarosa en el medio de cultivo, las plantas presentaron tallos
ramificados mayores a 1 mm de didmetro cuando se utilizaron sales

basicas diluidas, agar 10 g/l y fitagel 1 g/l y sales basicas totales
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con fitagel 1 g/l:; tallos ramificados menores a 1 mm de didmetro en
la mayoria de los tratamientos y finalmente tallos delgados no
ramificados para los tratamientos con papel filtro, presentando
diferencias aignificativas (0.03) respecto a los agentes
solidificantes. Los porcentajes de presencia de hojas en este caso.
no presentaron diferencias para la concentracién de sales pero si
presentaron diferencias significativas (0.03) para el agente
solidificante utilizado, observando que la presencia de hojas en las
plantas fue desde ausencia como es el caso del tratamiento con sales
totales y 8 g de agar en el medio hasta hojas abundantes (mas de 10
hojas) de medianas (de 3 a 5 mm de longitud) a grandes (mds de 5 mm
de longitud) para los tratamientos con agar 6 y 10 g/l1 y fitagel 1
g/l (Figura 13). En la figura 12, podemos observar que la presencia
de raiz fue marcadamente menor gque para 20 y 60 g de sacarosa
indistintamente de la concentracién de sales bdsicas y los agentes
solidificantes utilizados, llegando a presentar plantas sin raiz o
con raices de menos de 1 mm de didmetro poco abundantes en los
tratamientos con sales MS totales en combinacién con agar 8 g/l y
fitagel 1 g/l y en los tratamientos con sales diluidas con papel
filtro y 6 g de agar como solidificante y por ultimo, plantas con
raices delgadas pero abundantes cuando en el medio de cultivo se
utilizaron sales diluidas y agar 10 g/1.

En su mayoria, los tallos gruesos (mds de 1 mm de didmetro) y
ramificados se obtuvieron en los tratamientos con 20 g de sacarosa
en combinacién con sales basicas diluidas en el medio de cultivo y

tallos delgados (menores a 1 mm de didmetro) y ramificados para los
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tratamientos con sales MS totales, presentando diferencias
significativas ((.04) para los agentes solidificantes agar 8 g/l y
fitagel 2 g/1 en ambos casos. (Figura 11). Las plantas de este grupo
de tratamientos presentaron hojas desde escasa (menos de 5 hojas en
la planta completa) pero grandes (mas de 5 mm de longitud). para los
medios con sales badsicas diluidas hasta hojas abundantes (mas de 10
hojas) y medianas (de 3 a 5 mm de longitud) principalmente para los
medios con sales bdsicas totales, los agentes solidificantes no
mostraron diferencias significativas en relacién a la presencia de
hojas (Figura 13). En cuanto a la presencia de raiz; las plantas
presentaron raices delgadas (menos de 1 mm de didmetro) y gruesas
(mas de 1 mm de didmetro) pero en su mayoria poco abundantes (de 5 a
10 hojas) no observando diferencias significativas ni para la
concentracién de sales bdsicas del medio ni para los agentes
solidificantes (Figura 12).

La concentracién de 60 g de sacarosa en el medio de cultivo,
presentd plantas con tallos ramificados mayores a 1 mm de diametro,
cuando se utilizaron sales bdsicas MS en su concentracién total y
tallos delgados y ramificados cuando se utilizaron sales diluidas, no
presentando diferencias significativas para el agente solidificante
como sSe observa en la figura 11. Las hojas presentes en las plantas.
mostrarcon ligeras diferencias en relacidn a la concentracion de sales
en el medio de cultivo come puede verse en la figura 13, donde en los
tratamientos con sales bdsicas MS en su concentracién total las
hojas fueron poco abundantes (de 5 a 10 hojas) entre medianas (de 3 a

5 mm de longitud) y grandes (mds de 5 mm de longitud:. presentando
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diferencias significativas (0.02) para los agentes solidificantes
utilizados, mientras gque las hojas de los tratamientos con sales
diluidas fueron escasas (de 1 a 5 hojas), muy pequefias (menos de 1 mm
de longitud), pequefias (de 1 a 3 mm de longitud) y medianas (de 3 a 5
mm de longitud), sin observar diferencias entre los agentes
solidificantes. Las plantas presentaron raices abundantes de mas de 1
mm de didmetro para los tratamientos con sales totales MS, agar 6 y
10 g/1 y sales diluidas con agar 8 g/l y raices delgadas pero
abundantes para los tratamientos con sales MS totales en medio
liquido y en combinacién con 8 g de agar y en tratamientos con sales
MS diluidas con 1 g de fitagel: mientras que el resto de los
tratamientos presentaron raices delgadas poco abundantes como puede
verse en la grafica 4F, los agentes solidificantes solo observaron
diferencias sgignificativas (0.03) cuando se combinaron con las sales
bésicas en su concentracién total.

La marcada influencia de la concentracién de sales basicas y de
sacarosa en el medio de cultivo sobre el desarrollo de los diferentes
érganos como es el tallo, la raiz y las hojas, como se muestra en los
resultados anteriores, se ha estudiado ampliamente ya que la
concentracién de sacarosa se ha relacionadeo con la eficiencia de
iones amonio y nitratos y el efecto de las citocininas en la divisién
celular, Yy sSe sabe que el potencial osmético del medio de cultiveo
afecta fuertemente el crecimiento wvegetal particularmente a través de
su efecto en la expansién de la hoja y la raiz (Kramer 1974)
contribuyendo en esto la nutricién mineral quien influye en la
diferenciacién celular en combinacién con los reguladores del

crecimiento (Beasley 1974).
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Los efectos del potencial osmdtico del medio de cultivo sobre la

morfogénesis ge han observado en varios estudios (Brown y col. 1979
Thorpe y col 1978 y Brown y Thorpe 1980), entre ellos estdn los de
plantas de sorgo donde los valores m&s bajos que forman yemas
vegetativas fueron de -7.9 a -10.9 bars, mientras que las raices no
se iniciaron sino hasta potenciales de -11.9 y -17.9. (Kimball y col.
1975) dicha condicién es semejante a la presentada en algunos de los
tratamientos de este trabajo donde medics de cultivo de alto
potencial hidrico (menos negativo) como el caso en el que se utilizoé
5 g de sacarosa y sales MS diluidas no presentaron raices, mientras
que a medida que se redujo el potencial hidrico del medioc con adicién
da sacarosa y sales. las raices se desarrollaron grandes y gruesas.

Es claro el efecto de la concentracién de sacarosa en el medio
de cultivo en funcién al desarrollo de la raiz, no obstante existen
reportes de que concentraciones excesivas de azucar pueden inhibir
la formacién de raiz. usando con frecuencia 2 % de sacarosa: en
cultivo de tomate, concentraciones de 1.5 % de sacarcsa en el medio,
presentaron el mejor rango de crecimiento del eje principal de la
raiz y el mayor numeroc y longitud total de raices laterales. (Street
y McGregor 1952).

Dentro del cultivo de tejidos wvegetales, el paso mds importante
es la seleccién de macronutrientes en la concentracidén y balance
correcto. Las sales bdsicas MS han sido wutilizadas en muchos
estudios., en diferentes diluciones (1/2, 1/4 y 1/3) vy en su
concentracién total cuando no se conoce el medio especifico para la

especie en cuestién (Anderson 1980, Cheng 1977 y Ma y Wang 1977). vy
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se sabe por algunos autores gque al modificar la concentracién de
macronutrientes y de micronutrientes en el medio MS, puede
promoverse la morfogénesis y la embriogénesis en el cultivo IN
VITRO. (Yang y col 1980-1981).

La disminucién de las sales MS a 1/2 de su concentracién total
en combinacién con las diferentes concentraciones de sacaro=a, parece
observar como ya sSe menciond anteriormente un mejor desgarrollo de
algunos de los d¢rganos evaluados; esta condicién es observada también
en cultivo de dpices de tallo de algunas especies donde Ila
supervivencia del tejido se ve incrementada al igual que Ila
multiplicacién al utilizar sales MS en 1/2 y 1/4 de su concentracién
total. (Mekers 1977). Sharp (1977) indujo embriogénesis al modificar
el medio M5 a 1/2 de su concentracién excepto para el nitrato de
potasio el cual adiciondé dos veces el nivel normal. (George y col.
1980} .

Por otro lado, laz sales mineralea en altos niveles, con
frecuencia inhiben la iniciacién de raiz por lo que en diversos
estudios sobre enraizamiento es comin el uso de sales MS en 1/4 y 1/2
de su concentracién total ademds se ha visto que la concentracién
correcta de sales es mds importante gue la sacarosa para la induccidén
de raiz en condiciones IN VITRO: tales beneficios de los niveles
bajos de sales en la iniciacidén de raiz, parecen ser debidas a la
necesidad de bajos niveles de nitrdégeno que a una depresién del
potencial osmoético. (Harris y Stevenson 1979). Con lo que podemos

explicar la existencia de raices grandes en algunos de los
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tratamientos con sales bdsicas diluidas a 1/2 de su concentracién

total para 5 y 20 g de sacarosa como se muestra en los resultados de
la figura 12.

Finalmente al correlacionar las wvariables de contenido de
prolina, potencial osmético. contenido de agua y peso seco con la
presencia de tallo, raiz y hojas en las plantas resultantes, tenemos
que altas concentraciones de prolina, potencial osmético muy negativo
y porcentajes de contenido de agua bajos parecen estar relacionados
con plantas de tallos gruesos ramificados y con abundantes raices
gruesas pero con egcasa presencia de hojas pequeflfas: por el
contrario. plantas con bajas concentraciones prolina, potencial
osmético menos negative y contenido de agua en bajo porcentaje,
también presentaron tallos gruesos Yy ramificados, pero raices
delgadas pero abundantes y hojas abundantes de medianas a grandes
como pude verse en los tratamientos con 5 g de sacarosa en el medio
de cultivo y con fitagel y agar (1 y 2 g y 10 g respectivamente) como
agente solidificante.

Por lo anterior, si pretendemos seleccionar dentro de los
tratamientos utilizados, los que observaron un mejor desarrollo en
cuanto a presencia de drganos y un comportamiento del resto de las
variables muy cercano al de una planta en condiciones IN VIVQ.
podriamos seleccionar los medio de cultivo con sales Dbdsicas MS
diluidas a 1/2 de su concentracién total complementade con S g de
sacarosa, independientemente del agente solidificante por haber
presentado plantas con las siguientes caracteristicas: tallos

gruesos Yy ramificados. raices delgadas desde escasas hasta
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abundantes, abundantes hojas medianas y grandes (ver figuras 11, 12
y 13), contenido de prolina de 0.200 jumoles por g de peso seco (en
promedio), potencial osmoético del tejido de ~-6.8 bars en promedio,
alto contenido de agua (94%) y un peso seco de 0.005 a 0.009 g por
planta.

S1i observamos la composicién de los diferentes medios de cultivo
utilizados en micropropagacién para el cultivo de papa como los
propuestos por el Cent;o Internacional de Papa (Estrada y col. 1982);
donde encontramos que las concentraciones de 5 y 30 g de sacarosa con
7 vy 8 g de agar son utilizadas para medios de mantenimiento de
germoplasma y que la concentracién de 20 g/l de sacarosa con puentes
de papel filtro y 10 g de agar es utilizada para los medios de
produccién de yemas, raices y callos, y con el uso general, de sales
basicas MS en su concentracién total; y la correlacionamos con los
resultados obtenidos en este trabajo, podemos decir que las
concentraciones de los medios antes mencionados deberia ser evaluados
considerando otros indicadores de crecimiento de importancia
bioguimica y fisioldgica como podrian ser el contenido de prolina y
tasa fotosintética entre otros. Ademdas de tomar en consideracidén
otras variables que afectan el crecimiento en cultivo de tejidos como
concentraciones especificas de iones, reguladores del crecimiento,

intensidad luminosa, temperatura, etc.



VI. CONCLUSIONES

De acuerdo a 1lo observade en el presente estudio. puede
concluirse que:

Existe wuna correlacion positiva entre la concentracidén de
sacarosa en el medio de cultivo y el contenido de prolina. el
potencial osmotico del medio. el potencial osmotico del tejido y el
peso seco:; de manera que al incrementar una 1incrementa la otra y
viceversa.

El peso seco del teijido. observd un incremento al incrementar la
cantidad de sacarosa en el medio.

El contenido de agua presentdé una disminucién constante al
incrementar el contenido de sacarosa en el medio de cultivo.

Los mayores incrementos en el contenido de prolina se observaron
para la concentracién de sacarosa de 60 g/l de medio, y se
correlacionaron con los valores de potencial osmético mds negativos.

La concentracién de prelina fué ademas afectada positivamente
por el contenido de sales en el medio. observando que la sales
basicas MS en 1/2 de su concentracién total, presentaron menores
incrementos en el contenido de prolina del tejido y por lo tanto en
el potencial osmético del mismo.

Las diferentes wvariables fueron afectadas principalmente por el
contenido de sacarosa en el medio de cultive y en menor grado por las
sales basicas MS.

El periodo de 1incubacién no parece mostrar diferencias para

ninguna de las variables evaluadas.
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La concentracién de sacarosa puede representar un agente
osmético importante principalmente para el caso de 60 g de sacarosa.

La concentracién de sacarosa en el medio parece influir
positivamnete en la presencia de los diferentes érganos
principalmente en la presencia de raiz.

Las sales Dbdsicas MS diluidas en combinacién con bajas
concentraciones de sacarosa parece tener una mejor respuesta en el
desarrollo de los diferentes érganos.

Los agentes solidificantes que presentaron diferencias
significativas fueron principalmente fitagel 1 y 2 g y agar 10 g por
litro de medio en combinacién con las diferentes concentraciones de
sacarosa Y sales bdsicas para los diferentes drganos.

Finalmente se concluye gque la concentracién de sales bdsicas y
sacarosa de los tratamientos utilizados en este trabajo vy la
concentracién normalmente empleada en medios estandarizados para el
cultivo en cuestidén, representa en mayor o menor grado un estado de
estres en el cultivo IN VITRO de papa.

Por las conclusiones anteriores y como complemento a este
trabajo, se sugiere

- Seleccionar entre los medios de cultivo utilizados, los que
hayan presentado datos semejantes o cercanos a los observados en las
plantas IN _ VIVQ y continuar trabajando con estos para tratar de
encontrar el medio mas adecuado para el crecimiento del cultivo de

papa en condiciones IN VITRO.
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~ Es conveniente profundizar en el estudio, de todos y cada uno

de los componentes del medio de cultivo para la planta de papa.

principalmente de macro y micronutrientes, concentracion de sacarosa,
reguladores del crecimiento, etc.

- Se recomienda investigar aspectos de fotosintesis y de
respiracidn y relacionarlos con las variables observadas en este
trabajo.

- Se sugiere ademés complementar las evaluaciones de crecimiento

y desarrcllo de las plantas obtenidas, con aspectos histolégicos.
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VIII. APENDICE

CLAVE DE PRESENCIA DE ORGANOS

CARACTERISTICAS

DELGADOU - 1 mmu DE DIAMETRO)-NO RAMIFICADO
DELGADY (- 1 mm DE DIAMETRO)-RAMIFICADO
GRUESC (+ 1 mm DE DIAMETRO!-NO RAMIFICADOC
GRUESO (+ 1 mm DE DIAMETRY)-RAMIFICADO

DELGADA (= 1 mm DE DIAMETRO)
POCO ABUNLANTES (- DE 35 RAICES)
DELGADA (- i mm DE DIAMETRO)
ABUNDANTES (+ DE 5 RAICES)
GRUESA (+ 1 mm DE DIAMETROG)
FPOCO ABUNDANTES (- DE 5 RAICES)
GRUESA (+ 1 mm DE DIAMETRO)
ABUNDANTES (+ DE 5 RAICES)

ESCASAS (DE 1 A 5 HOJAS)

MUY PEQUERAS (- DE 1 mm DE LONGITUD)
ESCASAS (DE 1 A 5 HOJAS)

PEQUERAS (DE 1 mm A 3 mm DE LONGITUD)
ESCASAS (DE 1 A 5 HOJAS)

MEDIANAS (DE 3 mm A 5 mm DE LONGITUD)
ESCASAS (DE 1 A © HOJAS)

GRANDES (+ DE 5 mm DE LONGITUD)
POCCO ABUNDANTES (DE 5 A 10 HOJAS)

MUY PEQUERAS (- DE 1 mm DE LONGITUD)
POCO ABUNDANTES (DE 5 A 10 HOJAS3)

PEQUERAS (DE 1 mm A 3 mm DE LONGITUD)
POCO ABUNDANTES (DE 5 A 10 HOJAS)

MEDIANAS (DE 3 mm A 5 mm DE LONGITUD)
POCO ABUNDANTES (DE 5 A 10 HOJAS)

GRANDES (+ DE 5 mm DE LONGITUD]
ABUNDANTES (+ DE 10 HOJAS)

MUY PEQUERAS (- DE 1 mm DE LONGITUD)
ABUNDANTES (+ DE 10 HOJAS)

FEQUERAS (DE 1 mm A 3 mm DE LONGITUD}
ABUNDANTES (+ DE 10 HOJAS)

MEDIANAS (DE 3 mm A 5 mm DE LONGITUD)
ABUNDANTES (+ DE 10 HOJAS)

GRANDES (+ DE 5 mm DE LONGITULD)
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