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1 -INTRODUCCION

La papa (Solarmum tuberosum oy Alpha) es una planta cultivada principalmente con fines
de consumo humano, en nuestro pais s solamente superado por ¢l cultivo del maiz, fnjol, trigo y
arroz (SARH, 1994 Valadez, 1991), su importancia radica cn su alto valor nutntivo, en la
superficie scmbrada y en la gran demanda de mano de obra que requiere durante todo su
desarrollo agricola (Valadez, 1994)

Dentro de la problematica en la produccion de este cultuvo, ¢l aspecto fitosanitario es el de
mayor importancia y se debe fundamentalmente a que la papa es de las especies que se propagan
en forma vegelativa o asexual, a traves dc los tubérculos, por lo que la produccion obtenida de
semillas de mala calidad, que contaminadas conservan estas caractensticas negativas, implica la
aplicacion de grandes cantidades de agroquimicos para proteger el cultivo del ataque de virus,
hongos y bacterias, asi como, de insectos y plagas Con la biotecnologia se podria disminuir o
eliminar su uso, lo que favorecera la proteccion del ambtente v Ja dismunucion en los costos de
produccion (Barajas, 1996, Massicu, 1996, Torres, 1988)

En lo referente a las téenicas utilizadas para la produccion vegetal de papa sc encuentra el
cultivo 122 vitro, que con la tecnica de micropropagacion cubien cl objetivo de garantizar el buen
estado sanitario del cultivo, obteniendo un numero clevado de plantas clonadas en un penodo de
tiempo relativamente corto (Cruz, 1996)

E]l presente trabajo explica una secuencia de expenimentos, los cuales presentan un
esquema de propagacion n virro, basado en el uso de diversas fuentes de azicares, donde cl
explante inicial consistio en apices provenientes de yemas axilares de papa (Solarnum tuberosum

cv. Alpha)




Parte de la premisa hipotetica de que en el cultivo de plantas superiores i vasre, estas rara

vez resultan ser completamente autotroficas, por Jo que tales cultivos son  usualmente

suplementados con azucares exogenos (Lapavska v Vireugdenhil, 1996)

Principia con un acondicionamiento umco, basado en la siembra sobre  sustrato
esterilizado 111 v/v de vermicubta, ansulex vy terra negra con temperatura vy luminosidad
constante, lo que permitio obtencer en 30 dias matenal suficiente y de calidad aceptable,
ortaron sesmentos con una yema axilar colocandolos en

acontinuacion, de la planta madre se
gente comercial, se cnjuaga y coloca en una solucion de

se lavo el material con dete

agua,
se translada a una solucion de alcohol al 706 por 3 munutos,

hexetidina(6mi/L ) por 10 minutos
agregando una gota de twenn R0, prosiguiendo a sumergir el matertal en una solucion de

hipoclorito de sodio al 10 e durante 1S minutos en agitacion Al ternmuno del tiempo se enjuaga

con agua destilada y estenhizada por cuatro tempos en la campana de flujo larminar
Para el desarroilo del expennmento se manejaron 12 tratamientos resultantes de combinar
cuatro fuentes de azdcares (glucosa, lactosa, manitol y sacarosa ) a tres niveles de concentracion
alta(0.0876 M), media(0 05843 M) y baja(O 0292 M), suplementados al medio base consistente en
MS al 50°% de su concentracion, adicienado con BA(O S my/l.) v AIB(O Img/l.), reportando

como mejor resultado el tratamienio dos, consistente en sacarosa a su nivel medio (0 0584 M), el

cual permitié el establecimiento y desarrollo aséptico del explante



A partir del material obtenido se realizo un subcultivo con la finalidad de incrementar ¢l

material | en ¢l cual se ensayaron ocho tratamientos sobre un fio MS supl ado con 0 0584
M dec sacarosa y BA(0 5 mg/L) excepto ¢n el testigo, adicionando dos fuentes de auxinas (ANA o
AIB) suplementada a tres diferentes concentraciones (0 1, 0 05 y 001 mg/l.), obtenmendo como
mcjor resultado el tratamicnto cuatro, consistente en el balance hormonal 10 1 BA/JANA

Asi mismo sc evaluo la fructosa, a sus tres niveles de concentracion, adicionando estos, al
medio MS al 50% suplementado con BA(O 5 m/l.) y ANA (0 05 mg/L) , obteniendo como mejor
resultado cl nivel medio

Esta tesis ticne como objetivo, cvaluar ¢l cfecto de cinco fuentes de azucares durante la
micropropagacion de papa, identificando cual cs la fuente y concentracion de azicar mas
apropiada, de acucrdo a la ctapa del esquema de propagacion 1. vitro realizado

Asi como evaluar ¢l efecto de las auxinas en la proliferacion de yemas axilares y con esto
contribuir a el desarrollo de un esquema de propagacion 7 vitro para la utilizacion potencial de

los aricares




2 -MARCO TEORICO

2 1 -Generalidades de la Papa (Solanum fuberosum 1.)

Solarmm tuberosum se calt

en todo ¢! mundo, todas las demdas especics estan
restringidas a los paises Andinos donde se encuentran mitlares de cultivares silvestres, hay cerca
de 200 cspecies silvestres en America, que crecen desde el sur de Estados Unidos, hasta e} sur de
Chite El gencro Solanum se encuentra desde el nivel de mar hasta mas de 4,000 msnm

(Mora, 1991), donde la temperatura moed

registra entre los 12y 18°C alcanza su optimo
crecimiento (SARH, 1994)
2 1 1 -Ongen, Historia ¢ Importanaia del Cultivo

Se considera que ¢l centro de ongen de la papa son las regiones altas del Peru, Bolivia,

Guatemala, Mexico, Chile y el sur de los Estados Unidos, lugares donde existe gran diversidad de
especics tanto silvestres, como cultivadas |, se observa que hasta la fecha los investigadores no se
han puesto de acuerdo en cuanto al centro de origen, ya que se tiene por un lado a la escucla
Sovidtica que plantea que 1a especie mas difundida (Solarum tuberosum), es originaria de la isla
de Chiloe en Chile y la escuela Inglesa, que indica que tal especie proviene de los Andes
Peruanos, sea de una u otra forma, lo cierto es que los Incas imciaron su cultivo en ol lago
Titicaca en el Peru, hace aproximadamente 2000 anos, Hlamando a los tuberculos con ¢l nombre
de papas (Fersini 1979, citado por Trujitlo y Lira 1992), en la anugua Anahuac ¢! pueblo mexihca

ya la cultivaba llamandola tlalxocotl ‘manzana de tierra”, entre os nahe recibia el nombre de

papolt, los espafoles la llevaron a Europa cn el afo de 1537 en Europa, aparccid

gradualmente en varios paises durante los siglos XVIH y XV




Por sus altos rendinuientos por hectarea y sus caractensticas alimenticias, diver

S Daciones

del vicjo mundo incorporaron su cultivo con ¢l fin de evitar los rigores de las bambrunas entre sus
pucblos (SARIL1994), cf antecedente mas notorio cn la Europa del siglo pasado resulta ser una
tragedia. ya que los que difundicron el cultivo de la papa no sabian que con este tuberculo
difundian a la vez la escrufolosis, pero resulta poco notonio comparado con los efectos que sobre
las condiciones de vida de las masas del pueblo de paises enteros ha temdo el hambre que se
extendio cn 1817 a consecuencia, de una enfermedad de este tuberculo (Phythoptora mfestans) .,y
que llevo a la tumba a un mullon de Irlandeses que se alimentaban exclusivamente o cast
exclusivamente de papas y obligo a emigrar a otros dos mullones (Engels, 1876)

Su retorno a América se debe a los Irlandeses en ¢l aflo 1719, en su tngreso a México
como cultivo extensivo, encontramos que a principios del siglo. §a produccion de papa en ¢l pais
era tan pequcia, que no figuraba entre los productores de este tubdrculo, ya que su consumo era
minimo y su cultivo a ampha escala comercial data de 55 afos a la fecha, durante esta cpoca se
abrieron nuevas zonas al cultivo, se¢ actualizo al personal técnico, se introdujeron y crearon
variedades apropiadas y s¢ puso ¢n practica un sistema de produccion de semilla certificada
{Mecna, 1985, citado por Trugllo v 1.ira, 1992)

En Mexico, la papa era un cultivo casi olvidado, hasta 1946 cuando John § Niederhauser,
viendo tas buenas condiciones climaticas cn todos los valles altos de Ja mesa central para este
cultivo, se intereso por impuilsarlo (Pérez, 1974, citado por Trujilloy Lira, 1992)

En 1985, entre las principales hortalizas producidas en ¢} pais, 1a papa ocupo el primer

lugar en cuanto a superficie cosechada, y ¢l segundo cuanto a los volumenes de produccion



1L.a produccion de papa en el pais, se ha incrementado en los altimos diccisiete afos a un

ritmo mayor que el presentado por el avance dela poblacion

Esta expansion de los volimenes

producidos ha estado determinada por el incremento de las superficies cosechadas y en menor

grado, por el aumento de los rendunientos obtemdos, situacion que comienza a cambiar debido at

uso cada vez mas difundido de sermilla agncola de calidad

Por su parte, ¢l consumo nacional de papa per capita ha aumentado, en ¢l ado de 1930 sc

ubico en los 2 8 kg, durante la decada de los 70°s fue de 10 1| kg, para 1980 se reporta un

consumo de 15 8 kg vy finalmente para 1994 se reporto un consumo extraordinario de 18 kg,

cayendo de igual mancra a 10 kg per capita en 1995(Cuadro 1)

Cuadro 1. Evoluciéon del cultivo de Ia papa en México.
Afo Superficic Rendimiento  Produccion Imports Consumo
{miles has ) (tons’ha) {miles tons ) (miles de per capita
tons ) (kgs)
1930 127 3s 45 5 12 2R
1940 180 3a 708 15 36
1950 299 1S 1348 82 55
1960 43 8 67 2941 o2 82
1970 48 2 108§ 5081 20 101
1980 71 4 120 901 s 300 134
1990 812 158 1°285 7 6 0" 18
1991 7406 180 1’2111 cierre -
1992 721 82 1'2129 D
1993 GB 8 16 0 11000 el
1994 68 O 16 0 1'086 0 - 180
1995' 747 igs 1'360 0 - 100
Fuente: SARH, Direcciéon Gral Estadistica
* US Dept. of Commerce, EUA
! Hernandez 1996




Dado que no existen estadisticas a nivel nacional, y muchas veces tampoco a nivel estatal
datos sobre el cultivo de la papa, se han realicado intentos de cuantificacion, basados en
investigaciones de campo efectuadas en diversas ronas productoras De clias se desprende que la
superficie sembrada con Ia variedad alpha en el ciclo 1986-87, fue aproximadamente de 26 035
ha, mientras que el promedio de los rendimientos v L produccion nacional fue de 22 06 towha v
5743 450 ton respectivamente (Cuadro 2)

En nuestro pais, la gran diversidad ccologica posibilita sembrar papa alpha de manera
escalonada en varias zonas, cllo permite disponer de este producto a lo largo de todo el ano Sin
embargo, estce hecho da lugar a periodos de empalme de dos o mas regiones productoras,
entablandose una competencia interregional por ¢l mercado, que resulta perjudicial para la
mayoria de los productores v solo favorable para los intermedianos v/o bodegueros que adquieren
el producto

La produccion de papa en el pais sc realiza mayorttanamente bajo régimen de riego

(Estados de Sinaloa, Chihuahua, Sonora, Coahuila, Nueva [Leon, Guanajuato, Michoacan, Puebla

y TI. la). ] también existen siembras de temporal, sobre todo en ¢! Estado de México

La mayoria de la superficic sembrada (6-32%), se localiza en sais estados del norte de la
Republica mexicana, sin embargo, solamente Sonora y Sinalua son reclevantes en cuanto al abasto
del mercado del Distrito Federal, Baja California y 1a region de Navidad (Coahuila/ Nuevo lL.edn),
son importantcs zonas de abasto para la industria del freido, por producir un tipo de papa que
resulta 6ptima para tal procesamiento

La otra parte de su produccion la destinan preferentemente a las principales plazas del

norte (Monterrey, Tijuana, etc ), siendo poco naportante su participacton en el Distrito federal



Cuadro 2. Principales Estados Productores de Papa Alpha en ol pais 1986-1987.

ESTADO REGION O MUNICIPIO  SUP REND PROD PERIODO
SEMB TONS (TONS) DE
(HAS) HA COSECHA
Sinaloa 4,750 25 168,750 Marzo-mayo
Guasave v Sinaloa de L.
Coahuila y Nawidad, Salullo 4,000 20 80,000 Agosto-Qct
Nuevo Leon
Guanajuato Romita, l.eon, Silao 2.631 20 52.620 Mayo-lulio
P de Bustos San Feo
del Rincon vy Manuel
Doblado
Michoacan Zamota, Jacona y 2.108 20 42,160 Dic -marzo
Tangancicuro
Baja Califor-  San Quintin, Ojos 2,000 25 50,000 Junio-Agos
nia Norte Ncegros y Maniadero
Sonora Huatabampao 2,000 25 50,000 Marzo-mayo
Puebla Libres, Oriental, 2,000 20 40,000 Julio-sept
Guadalupe
San Salvador el Seco
Chihuahua Sierra, Aldama. 1,800 20 36,000 Oct y dic
Jiménez v Bufalo
Edo de Méx  Toluca y Valle de 800 20 16,000 Sept -nov
Bravo
Zacatecas 800 jete] 16,000 ARost -sept
Hidalgo Mextitlan 700 20 14,000 Dic -cnero
Ttlaxcala Huamantia y
Cuapiaxtia 446 20 8,920 Julio-sept
Total 26,035 22 06 574,450

FUENTE: COABASTO (198R), Citado por Trujillo y Lira, 1992

Por otra parte,

Chihuahua es fundamentalmente un estado productor de semilla y

abastecedor de la industria y de varias plazas del norte, aunque sus envios al Distrito Federal no

son muy importantes Sonora y Sinaloa se cuentan también entre los principales proveedores de la

industria, por la calidad de papa ahi producida, por ¢jemplo, en ¢l ciclo 1987, sabritas compré a

Sinaloa 20,000 ton de papa alpha, lo que significo el 40% de los requerimientos anuales de esta

8



transnacional (50,000 Ton ), mientras que Barcel adquinio en ese mismo estado 5,000 Ton
querepresentan et 71% de su consumo anueal (7,000 Ton )

Sin embargo, estas adquisiciones representan tan solo el 18% de Ia produccion comercial
de Sinaloa, destinando buena parte del porcentaje restante al consumo del Distrito Federal

l.os otros sicte estados productores (Guanajuato, Michoacan, Puebla, Estado de Meéxico,
Zacatecas. Hidalgo y Tlaxcala) son importantes por sus envios al Distrito Federal, durante sus
respectivos periodos de cosecha

2 1 2 - Caracteristicas Taxonomicas, Morfologicas, y Nutnmentales

La papa ( Solanum tuberosum 1) pestenece a la familia de las solanaceas(Cuadro 3),
plantas de flores gamopetalas, dicotiledoneas, la mayor parte de las cuales son cultivadas para
alimentacion bumana (Trujillo y Lira, 1992), existe un gran numero de especies de papa, pero en la
produccion para consumo humano sc usan cast exclusivamente las especies Juberosum y
Andigenum. La especie Tuberosum, tiene plantas con hojas y tuberculos mas grandes por lo que

¢s mas rentable (Mora,1991)

Cuadro 3. Clasificacion taxonémica.

Division Trachecophita
Subdivision Preropsida
Clasec Angiosperma
Orden Metaclamideae
Familia Solanaceac
Género Solarnum
Especie tubérosum
Cultivar Alpha

fuente: SARH,1993; Trujillo y Lira, 1992




Morfologicamente la planta de papa esta constituida y caractenzada por(Figural)

a) -Raiz

La papa es una planta anual. que posee una raiz tipica mas o menos ramificada de tipo
adventicio, la cual puede alcanzar una profundidad de 45 cm  desarrollandose lateralmente en un
radio dec aproximadamente 90cm

b) -Tallos

Presenta dos tipos de talios aercos y terrestres  Los adreos son de color verde, erguidos,
lisos y cilindricos cuando jovenes, pardos angulosos y postrados al desarrollarse Los
subterrancos estan constituidos por los estolones y tubérculos, los estolones son delgados y
largos, y dan origen a los tubérculos El tubérculo es un 1tallo diferenciado en un organo de

almacenamiento, por expansion radial y longuitudinal, producido en ls planta mediante 1a division

y el alargamiento celular(Farris, 1978, Park, 1983 citados por Ortiz, 1980) La parte que sc inserta

al tubérculo recibe el nombre de ombligo y viene a ser la base del musmo

¢) -Hoja, Flor y Semilla

Las hojas son alternas, sectadas, cubiertas de pubescencias

Las flores son perfectas de color blanco, amanllo o purpura, dependiendo de la variedad,
sc producen en racimos, con gineceo supero y bicarpelar

Las semillas son lenticuladas, las cuales se reproducen en et fruto de baya globular de
color castaiio, purpura, verde, amarillo o manchado, con dos loculos, son reniformes, de color

gris de superficie rugosa adherida a la placenta
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Figura) Caracteristicas morfologicas de Ia Planta de papa

a)flores, b)foliolos, c)peciolos. d)foliolossesiles, c)frutos, Nestipulas de la hoja, g)tallo, h)estolon
i)tuberculo vicjo de semilla, j)tuberculo en desarrolla kjti:berculo joven, 1)lenticela, m)ojo o yema
Fuentce: Solorzano, 1983




d) -Descripcion de la Variedad Alpha

Con cl cultivo de papa vanedad alpha, se busca satsfiacer ¢l mercado con la produceion de
tubérculos que reunan caractensticas de sermilla v/o alimento (Cuadro 4) En el primero se busca
el tamafo, forma, calidad v la capaaidad de producir buenas vemas mientras gque para el segundo

se desea alcanzar tamano, peso, forma y cahidad refacionada con los valores nutricionales

Cuadro 4. Caracteristicas morfoléogico-comerc

les de 1 papa cultivar Alpha.

CARACTERISTICAS DESCRIPCION
Maduracion Tardha 110- 120 dias
Rendimiento Muy bueno, clasificacion excelente, rica en almidon
Tubérculo Grande. redondo-oval, “ojos™ superfi ciales,
pulpa amanila clara, peso 55-60 gr
Planta Desarrollo robusto compacto, cobertura
a todo ¢l surco, follaje verde obscuro,
flores blancas, altura de planta 90-100 cm
Fitosanidad Suscepuble a nzon (F7vroptora infestans).
Diversas Resistente a la sequia, buena calidad culinaria
Durabilidad Gernunacion reducida durante el almace namiento
Germinacion 12a 14%, 1S a 22 dias
Floracion 14%¢, 37 a 10 dias
Maduracién 52 a 00 dias

Fuente UAAAN (1988), citado por Trupllo y Lira, 1992

Dentro de las caracteristicas nutrimentales se considera que el alto valor nutricional y el
bajo contenido calorico de la papa ha quedado en la mente del consumidor norteamericano
(Cuadro $5), gracias a la labor promocional ¥ de mercadeo de ¢l consejo nacional promotor de la

papa (National Patato Promotor Boord) con sede en Denver, Colorado, E'U (Mercer;1992)



Una papa mediana (100ur) conticne unicamente 110 calorias, y cubre el 50% del
requenmiento diario de vitatmina C establecido por el (USDA), posce altos niveles de potasio y
fibra, y muchas otras vitanunas y minerales, 10 que significa un alto equilibrio calorico/valor

autritivo  Siendo el primer producto en contar con una ctiqueta de contenido nutricional aprobada

(Mercer, 1992)

Cuadro No.5. Caracteristicas nutrimentales de 1la papa cv. Alpha

Destinada al consumo fresco ( En base a 100 gr. de tubérculo)

COMPONENTE CARACTERISTICAS

Agua 81 6%

Almidon 11 52 gr (Asmulasa, amilopectina 1.3
Celulosa Glucosa

Proteinas 209 gr

Aminoacidos Niacina 0 66 mg Lisina 0 92 mg
Valina 0 22 mg

Mincrales Potasio 3 0mg Sodio ! | mg
Magnesio 1 0 mg Calcio 1.4 mg
Hierro 2 0 mg Fosforo 5 3 my

Grasa 1 0gr

FUENTE: Mecrcer, 1992

En México la primer labor de promocion sc da con la realizacion de 1a primera muestra
gastronomica de la papa en 1995, esto con el fin de cambiar la mentalidad del consumidor que

hasta hoy piensa quc la papa no tiene alto valor nutritivo y quc ademas cngorda demasiado

(Hernandcz,1995)
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2 1 3 -Propagacion y Produccion de Semillas

tn la siembra de papa, sc considera generahizado ol uso de tubérculo como semilla, debido
a que ol uso de semilla verdadera se restringe tradicionalimente a los fitomejoradores

L.a papa es una planta que sc multiplica vegetatnamente por medio de tubérculos, ya sca
cnieros 0 en porciones Para que los tubérculos bioten s necesario que salgan del periodo de
letarpo, e cunl consiste en un lapso de inactividad que abarca desde Ja cosecha, hasta la primera
manifestacion de actividad cclular en las yemas, es decir la brotacion  El periodo de reposo,
depende de las variedades, en algunas ©s corto, en otros largo y on unas 1erceras casi no cxiste
En 1érminos generales la duracion del reposo es de un mes y medio a dos, este periodo también

depende de 1a respiracion y el metabolismo y puede ser acostado por el hombre o bien alargado,

por medio de condiciones de al

1o y trat

os especiales

Partiendo de semilla los tubérculos se empiczan & formar a jos 35-55 dias después de la
siembra (dependiendo del clima y variedad). el primer par crece fuera de la tierra se desarrolla en
1a axila de los cotideclones, al penctrar al suclo se ensancha y tuberiza, los tubérculos producidos
por via sexual son muy pequeios, por lo que sc preficre la propagacion asexual

Por via sexual los estolones aparecen a los 10 dias de haber aparecido e tallo aéreo; esto
es de 20-30 dias después de germinacion Por via asexual los estolones y tubdérculos se forman
mas temprano y con mayor volumen

Los tubérculos mas apropiados para la multiplicacion de fa papa son aqucllos quc ticnen
un peso de 50 a 60 g.. Cuando sc utilizan porciones de tubérculos debe permitirse la suberizacidn

del corte, lo cual se logra con temperaturas de 18°C y humedad relativa de 85%, durante 5 dias

con bucna ventilacidn (Murillo, 1985 citado por Trujillo y Lira, 1992)
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La variedad de climas en ¢l pais permite contar con tuberculos para semilla y consumo
todos los meses del afto, o que no sucede en otros lugares, bnindando inclusive posibilidad de
participar en el comercio exterior con papa, posibihdades que se ven duramente afectadas por la
carencia de suficiente semilla certificada, por esto se hace evidente notar que la papa de siembra
©s un problema de naturaleza capital, siendo de maxima :mportancia contar con tuberculos hbres
de patogenos y cficientes fisiologicamente, para lin obtencion de resultados optimas, considerando
aun, el gravamen que representa esta semilla. que puede ser de un 30 a un 5025 del costo total de

la produccion (Ortiz; 1 986)
Por lo anterior, la produccion de semilla de papa debe conswderar como prioridad, ia

sanidad, aun antes que cl rendimiento
Holanda es considerado ¢l pais mas destacado en cuento a produccion de semilla de papa
con mas de 500.000 Ton de exportaciones anuales y 150 vanedades registradas en los listados de
variedades de plantas cultivadas (Coumou, 1992)
En Meéxico, el proceso de certificacion de sermilla de papa tuvo su ongen en 1957, ado en
¢l cual se produjeron 1,200 Ton. que cubricron 3 600 ha ,en la actuahdad la canndad de semilla
y que representa e 13%

certificada es de alrededor de 35 mil ton que cubren cerca de 11,700 ha

del area cultivada de papa en 1992 (Cuadro 6)
Las variedades mancjadas en la produccion de semulla de papa para certificar son

principalmente: Alpha y Atlantic, alcanzando la primera hasta un 80% del total de la produccion,
para variedades como Michoacan, Greta, Tollocan, ctc

un 15% para la dayel 5%

(SARH, 1994).
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( Cuadro 6 Dispronibilidad de semilla por variedsd y categoria para $992 J
Variedad/ Alpha Atlantic Ouras ‘Towal
categoria Ton Ton Ton Ton
Basica 24,3027 1.391 3 1.175 5 6.819 5
Registrada 6,299 1 11,0850 11755 18,509 0
Certificada golto 3393 2,080 0 11,034 2
Total 12,1637 12,765 6 3,931 0 36,300 3
Fuente SNICS, Dir Gral de Politica Agricola.citado por SARFE 1994 }

El resto de la superficie, se desarrolla con una tecnologia tradicional cn fa que los
agricultores generalmente obtienen tubérculos pequefos lo que dificulta su comercializacion, por

ello, dejan estas papas chicas v deformes, las cuales a pesar de proceder de plantas de dudosa

capacidad de produccion son usadas como semulias
Muchas Tecnicas alternativas para la erradicacion de patogenos y mejoramiento de fa

papa, sc llevan acabo wva en Meéxico, tal es ¢l caso, del cultive i vitro de meristemos para la

obtencidén de plantas libres de virus, y la propagacion clonal masiva,
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Cuadra 6 Disponibilidad de semilla por varicdad y categoria para 1992

Variedad/ Alpha Atlantic Otras Total
categoria Ton Ton Ton Ton
Basica 4,302 7 1.3413 1,175 5 6,819 5
Registrada 6,249 1 11,0850 1.175 5 18,509 6
Certificada 8,011 9 3393 2,080 0 11,0312
To1ial 19,163 7 12,765 6 443310 36.3603

Fuente SNICS, Dir Gral de Politica Agricola,citado por SARH 1994

El resto de la superficic, sc¢ desarrolla con una tecnologia tradicional en la quc los
agricultores generalmente obticnen tubérculos pequcios lo que dificulta su comercializacion, por

ello, dejan estas papas chicas y deformes, las cuales a pesar de proceder de plantas de dudosa

capacidad de produccion son usadas como semillas

Muchas Tecnicas alternativas para la crradicacion dec patdgenos y mejoramicnto de la

papa, s¢ llevan acabo ya en México, 1al es ¢l caso, del cultivo i vitfro de meristemos para la

obtencion de plantas libres de virus, y la propagacion clonal masiva.
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2.2 -Cultivo 121 visre de Papa
Mediante esta tecnica se puede resolver problemas asociados con la calidad haciendo mas

eficictes los cultivares a factores tanto ccologicos, como patologicos, e mcluso pueden mejorar ¢l
rendimiento, eic , pero es necesario contar con una tecnologia que contnbuya a reducir el costo
de operacion a escala de germoplasma valioso, y la disminucion de los riesgos que implican su
cultivo en el campo (Ortiz, 1986, AMora, 1991, Solorzano, 1983)

Es conveniente aclarar la termunologia utithizada en este apartado, para conceptualizar
correctamente las diferencias significativas que existen cntre las metodologias generales cn la
produccion biotecnologica de material de papa

a). -Cultivo in vitro. Se define como el cultivo sobre un medio nutritivo, en condiciones esteriles,

de plantas, semillas, embriones, organos, explantes, tejidos, células y protoplastos. con el
resultado de la produccion y regeneracion de individuos viables

b) -Cultivo de tejidos A panir de 1935 se agrupa en este tesmino todo tipo de cultivo aséptico,
por lo cual ¢s comun identificarlo como sinonimo de cultivo in vitro, pero estrictamente este tipo

de cultive solo incluye tejidos celulares, por cjemplo Meristemos, callos, tejido parenquimatoso,

epidermis y cambium
c).-Micropropagacion Es la tecnica de propagacion vegetativa 2 varro, de forma asexual, tambien

llamada clonado

17



2 2.1 Antecedentes del Cultivo 122 visro en Papa

Por sus caracteristicas fisiologicas y morfologicas fa papa ¢s una planta excepcional para
estudios de cultivo 121 virro (Mora 1991)

En clla se han utilizado vanedad de tecnicas, desde el mas usual, consistente en el cultivo
de érganos (apices, yemas, brotes. tuberculos, etc ), hasta metodos mas complicados como
e Cultivo de celulas aisladas y fusion de protoplastos
® Cuiltivo de callos y de celulas en suspension
e Cultivo de embriones
® Cultivo de anteras y polen

Steward y Caplin 1951, establecicron por primera vez un cultivo de callos de papa apartir
de células del parénquima, empleando 2.4-D, despuds se obtuvieron callos, brotes, raices,
embriones y microtuberculos, apartir de explantes de  hojas, peciolos, ovarios, anteras, tallos,
raices y meristemos asi todos Jos tejidos de la papa se han logrado cultivar in vitro casi todos con
buenos resultados (Cuadro 7)

El cultivo in vitro implica por 1o tanto, tecnmicas basadas en el origen del explante, lo cual
dependera del objetivo que se persiga y de la tecnologia disponible o en desarrollo, esto debido a
que no es lo mismo trabajar con organos diferenciados que con estructuras intracelulares; algunas
de las finalidades perseguidas en trabajos de papa son

Eliminacion de plagas y enfermedades

Manipulacion genética

Clonacién masiva, etc
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Cuadro 7. Investigaciones de cultivo in vitro en papa(Solanum tuberosum L..)

Inoculo

Refercncia

Objetivos y resultados

Apice de tallo

Apice de brote

Meristemos

Meristemo

Apices de brote
(0 1 mm)
Esqucjes v
microesqucjes
Ragquis, peciolo y
hojas

Nudo de talio
(segmento nodal)
Microcsquejes
(in vitro)

Callos in vitro

Meristemos

Apice de tallo(lem)

Ehminacién de virus  Utibizo lcrmo(cm_;;:;rb

Se elimino virus "A’

Evaluar 2,4-D, kmeuna Resultando

callos y brotes

Evaluar BA Resultado brotes

axilares y adventicios
Criopreservacion Regenero plantas

congeladas a -175°C

Minimo crecimiento Reduce hasta

en 2 ados la transferencia

Tuberizacion Se adiciono ('O)BA +
6-8%06 de sacarosa, B hrs luz(100L.ux)
Tuberizacion Se adiciono Cinetina
6% sacarosa, 15°C y obscuridad
Evaluo(1)AIA + (1)BA +(10)GA,

se obtuvo brotes directos

Evaluo la ausencia de reguladores
de crecimienmto.obtuvo brotes axilares
Evalio (0.4)GA; + (0 5)BA + (0 1)ANA
Obtuvo brotes matltiples
Efecto de la tempceratura en el contenido
de azucares reductores a 25 y 15°C
disminuyen, a 5°C incrementan
Erradicar virus, propagacion in vitro
almacenamiento ¢ intercambio de germoplasma

Resulta produccion semilla certificada

Morel, Martin
y Muiller, 1955'
Wang y
Huang 19757
Manani y
Pisi 19777
Bajaj 1981°

Henshaw 19827
Wang y Hu 1982

Wattimena et al
1983
Roest y Bukelman
19857
Levy 19852

Estrada ct al
19867
Muneta 1990

Espinoza ct al
1992




CONTINUA

Apices de lem Inducir diferenciacion floral S¢ ensayo con Lozoya
Fotoperiodo,GA, y Kin la ausencia de GAL 1992

4+ (0 3)IKin + 4% sacarosa y luz continua fue

mejor

Callos in vitro Efecto de la temperatura en el contemdo de Hagan y
CHO's Determuna la proporcion de fa actividad Munecta P
crzimatica en relacian a los azucares totales 1993

Brotes in vitro Propagacion masiva de microtubérculos Se uso AkitaM y
Biofermentador en dos tases Sc obtuvo en dos Takayama S
semanas tuberizacion con la fase dos 1994

Plantas in vitro Estimulacion del crecimiento de brotes y raices tlarvey et al
modificando la concentracion de sacarosa y 1994

Fluridone se incremento el numero de raices,
brotes y el peso total con 0 234 M de sacarosa,

en prescncia de fluridone

Segmento nodal Efecto del manitol en el crectmiento Los Lipavska H y

in vitro contenidos de manitol en ¢l peso seco de Vreugdenhil
1a planta alcanzan radios de hasta el 20 %% 1996

Segmento nodal Produccion de microtuberculos Los mejores Khuri§ y

o Microtubérculo resultados se dan con microtubérculos, con Moorby J
4 y 8% de sacarosa en 10 semanas 1996

Anteras Influencia de 2,4-D y lactosa en embriogencesis Rihova L. y
de polen. Se presenta sinergismo positivo en el Tupy J
caso de la lactosa, situacion negativa con sacarosa 1996

FUENTE ' Solorzano, 1983 .7 Oniz. 1986, ' Mora, 1991

(n) las idades estan expr: das en mg/L.
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222 - Micropropagacion de Papa

El objetivo de la micropropagacion ¢s obtener un numero grande de plantas clonales en un
periodo de tiempo corto, tiene la veataja de producir mas brotes sanos por planta, menos trabajo.
una multiplicacion mas rapida, en menor ¢spacio y permite adaptar la produccion de acuerdo a
requerimientos y planes (Cruz, 1996, Jones, 1991, Navarro et al ,1992),

2.2 2 1.- Metodologia utihzada en la micropropagacion

Murashige descnibio un esquema de propagacion in vitro cstableciendo una seric de 4
ctapas, posteriormente fue revisado por Debergh y Maene(1987), los cuales consideran cinco

ctapas de propagacion on basc a la experiencia obtenida en laboratorios comerciales

(Pierik, 1990)

Etapa cero. Preparacion de plantas madre bajo condictones higiénicas

En esta ctapa la mayoria decl material que cs trabajado para obtener inoculos es sembrado
en sustratos csterilizados, bajo condiciones controladas en invernadero, y dependiendo del
objetivo desecado se le aplican tratamientos como

Quimioterapia y/o termoterapias, con la finalidad de eliminar virus (Espinoza et al, 1992,

Solorzano, 1983, Jones, 1991, Slack y Tufford, 1995, Wang y Hu, 1982)

d ¢ incr rla

Mancjo del cultivo, con la finalidad de climinar plagas y enfer

diciones ambi les y se

cantidad de inoculo, aqui se aplican agroquimicos, se il las

H podas o d: idades de siembra (Levy, 1985, Mora, 1986, Rihova y Tupy 1996)

p

Como sc puede apreciar el objetivo de esta ctapa es proporcionar material vegetativo en

situacion sanitaria adecuada y en cantidad suficiente que permita reducir la contaminacion durante

la etapa siguicnte




Etapa uno.Establecimiento de un cultivo asepuico

Al establecer tejidos y organos vegetales en ol medio de cultivo se busca que cste sca

aséptico, por lo que se reahiza una desinfeccion del inoculo, medio, material y area de trabajo
En pupa la desinfeccion se basa en el uso de detergentes biologicos, alcohol etilico

(ctanol), cloro comeramal y agua destilada esterilizada, vanando la concentracion y los tempos de
exposicion, resaltando el uso de la campana de flujo lamunar (Cruz 1996, Espinoza et al 1992,
Husscy y Stace.1981, Levy 1985, Rihova y Tupy. 1990, Slack y Tufford, 1995, Wathimena et
al ,1983) El objetivo principal es que el cultivo sca establectdo libre de contaminacion por
microorganismos, que una adecuada proporcion de los explantes sobrevivan al cultivo

Etapa dos. Multiplicacion de propagulos

Se busca que produzca un rapido incremento de Organos y otras estructuras, las cuales
posteriormente pucdan dar origen a plantas En papa sc practican comunmente cuatro técnicas
para cl incremento microesquejes, microtuberculos y formacion de callos o embriones, para los

tanto fisicos como quimicos (Khun y

cuales se han ensayado todo tipo de estimulos,

Moorby, 1996, Rihova y Tupy, 1996)

Técnicas utilizadas en la multiplicacion
En lo que respecta a cstructuras biologicas utilizadas en Ja tecnica de multiplicacion de

papa los trabajos realizados se centran en el cultivo de tojidos y organos, entre los que destacan

por su amphia difusion los siguicntes
Cultivo de yemas axilares Son porciones regencrativas que crecen lateralmente dispuestas

sobre los microtallos,cl tamano de estos variade | a 2 cm (Mora,1991)
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Para la propagacion. el meristema es deal como material inicial,

Cualtivo de meristemas
esto debido a su estabilidad genctica y su fisiologia que permite [a eliminacion de virus, el tamafo
de estas estructuras vari de 0 ] mm hasta 05 mm de acuerdo a la especic y edad del material
{Solorzano, 1983)

Scegmentos nodales o "Cultivo de esquejes de tallo” Estos matenales son provenientes de
plnm‘ulas in vitro a las cuales se les coran segmentos con nudos individuales, su tamafo
aproximado esde 1 3 2 cm (Khur y Moarby, 1996)

te es un metodo utifizado muy recientemente con la

Cultivo de microtubérculos
finalidad dec simular reacondictonamientos bajo condiciones de almacenaje, para esquemas de
multiplicacion masiva tanto de brotes como de microtubérculos (Khurn y Moorby, 1996) v
potencialmente para la exportacion de germoplasma in vitro, su tama#fo varia entre 0 S y 2cm de
diametro y 1 22 cm de largo (Espinoza , et al | 1992)

Cultivo de apices Se utiliza tanto en raiz, tallo y yemas axitares, con el objeto de eliminar
virus(complementado con fisioterapias o quimioterapias), cnfermedades vanas, asi como dec
matenial inicial para la micropropagacion, ¢l tamafio de estos vana de 04 a 2cm, pero se ha
observado que apices de O lcm o mas enraizan mas rapidamente que menstemos  Stace, et al
sugicren no cmplear apices menores de 3mm pucs cran dificiles de enraizar, y por otra parte cvitar
el cultivo de apices mayores de 7mm ya que cra mas probable que contuvieran el virus 's’, aunque
Norris elimino virus x’ de papa con apices de hasta 1 em. (Solorzano, 1983), estos datos deben
ser tomados con reservas, ya que se ha observado que el trabajo con apices solo es factible con la

combinacion dec quimioterapias o fisioterapias previas, que contribuyan a  eliminar  las

enfermedades especiclmente virus

23



Entre los estimulos quimicos, en la fase de multiphicacion de propagulos, se ha variado en

los medios de cultivo, tanto los constituyentes inorganicos, al principio buscando un soporte

nutrimental de minerales (Mora (1991, Zeemerman, 1991)

Ademas recientemente se han realizado variedad de en

YOS ©n sustanc:as organicas como
reguladores de crecimiento, fuentes de carbohidratos ¢ imttoduccion de ensimas (Lipavska y
Vreundenhil 1996, Mora, 1991, Wang y Hu, 1982)

En lo que respecta a estimulos fisicos, se¢ encuentra ¢l mancjo de temperaturas,

fotoperiodos ¢ intensidades luminosas (Akita y Takayama, 1994, Hapgen y Muncta, 1996,

Lozaya, 1992, Muneta ct al 1990, Seabrook, Coleman v Le

v, 19093)

Etapa tres. Preparacion para restablecimiento de plantas en suclo

El objetivo cs preparar a los propagulos para una exitosa transterencia a sucelo, por lo que
a papa sc refiere en esta ctapa usualmente se practica el estimulo al crecimiento de brotes
(microesquejes) o conversian de las plantas a un estado autotrotico camo microtuberculos (Khuri
y Moorby, 1996)

Asi mismo, Khuri y Moorby, 1996 sujicren  utilizar  estos como  explante para
micropropagar, encontrando una mejor respuesta que con la tecmica de segmentos nodales

Wang y Hu, 1982, recalizan una estimacion de la productividad de estos elementos,
encontrando que se puedce llegar a producir hasta 36,300 microtuberculos en un periodo de cuatro
meses,en tan solo una arca de 10 mctros cuadrados, 1o que representaria mas omenos 1,800 kg de
semilla agricola de calidad certificada

Dentro de los factores inductivos mas importantes, s¢ han propucsto la necesidad de

presencia de sacarosa(3-10%:), en un medio con Cinetina para la formacaion del tuberculo, con la




aclaracion de que esta per se no fue capaz de promover la imciacion del proceso  Ein relacion a los
factores ambientales que tienen influencia sobre Ja tuberizacion en cultivo aseptico se han
identificado como condiciones optimas para la induccion una temperatura de 18 a 20°C y un
fotoperiodo menor a 10 horas diarias (Wang v Hu 1982 Oz, 1986)

Etapa cuatro.Achmatizacion,

Se define como ¢l proceso en el cual un organismo se adapta a un cambio la transferencia
de plantas, brotes o tubérculos a un sustrato para achmatizacién debe considerar el uso de
mezclas de enraizamiento esterilizadas, uso de sombras parciales y de alta humedad relativa por
algunos dias (Espinoza et al 1992, Solorzano, 1983, Van y Vander.1983), sin embargo sec han
realizado estudios sobre los efectos de la transferencia directa de condiciones 27 vitro a
campo({Levy, 1985, Wattimena ct al [1983), situacion que permitiria obviar esta fase y como
consccuencia incidir directamente en el tiempo del proceso y los costos de produccion del mismo

Ademas, podemos afirmar que existen dos factores fundamentales que determinan el éxito
del cultivo 1 vitro

1 - El tipo de inoculo inicial, asi como sus caracteristicas

2 - El medio de cultivo

Como ya se han descrito los métodos usualmente empleados , asi como las caracteristicas
del inoculo segun finalidad del trabajo, resulta conveniente resaltar 1a imporiancia que tiene el
medio de cultivo en general y los azicares en parnticular, baste con recordar que los cultivos bajo

condiciones 17 vitro son heterotrofos con respecto al carbono, por lo que tales cultivos

nente supl ados con azhcares exogenos (Pierik, 1990, Margara. 1988, Kyte, 1990,

Rihova, 1996)
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2 3 -Medio de Cultivo

El medio de cultive es el factor esenciales para el establecumiento,crecnniento y desarrollo
de los tejidos vegetales en la propagacion s virro (Mora, 1991 Prerik, 1990 Kyte, 1090)

Se probaron varios medios de cultive cambiando las concentraciones de nutrimentos
inorganicos y de organicos, hasta que se encontro que 1a formula de Muorashige v Skoog(1962)
resulto mejor para la supenavencia y velocidad de desarrollo de los explantes Este medio esta
caracterizado por altas concentraciones de 1ones potasio, amomo y myo-inositol(Cuadro 8) Al
incrementar concentraciones de estos elementos, se observo que era decisivo para el cultivo de
meristemos apicales de papa, los cuales desarrollan hasta plantulas mas vigorosas que con los

medios anteniormente utilizados (Mora, 1991)

CUADRO 8. MEDIO DE CULTIVO.

SALES INORGANICAS.

MACRONUTRIMENTOS (mg/l.) MICRONUTRIMENTOS (mg/L.)

NH. NO, 1650 MnSO, 4H,0 22.3

KNO, 1900 H; BO, 6.2

CaCl; 2H0 440 Zn SO, TH, 0O 8.6

MgSO, 7TH;0 370 K1 0.83

KH; PO, 170 Na; MoO. 2H:0 0.25

Na; - EDTA 37.3 CoCt; 6H; 0 0.025

FeSO, 7TH,O0 27.8 CuSO, SH,0 0.025
COMPUESTOS ORGANICOS.

Myo-inositol 100 mg/1 Glicinz 2.0 mg/l

Ac. Nicotinico a.Smg/t Sacarosa 30 gr.1

piridoxina 0.8 mg/t Agar 6.0 gr./t

Tiamina 0.1 mg/

Fuente: Gamborg, et al 1976,
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En la mayoria de las mvesthraciones del cultivo wr vutra on Papa (Solarm tuberosum L),

el medio basico utilizado deriva de la fornmula del M$S
Existen variaciones del medio segun el objetivo, en el Centro Internacional de la Papa

(CIP) se trabaja con diferentes medios de acuerdo al rabajo a ceahizar(Espinosa et al [1992), eatre

los que se encuentran
1) -Con ja finalidad de cstablecer meristemos, se consideran los siguientes tratanientos

a Sacarosa + 0,6% Agar.

Mecdio A MS + AG(0 | mg/l) ¢ Kinetina(0 03 mg/1.) + 2 52

-
e Medio B MS + AG)(0 ) mg/1.) + Putresina HCL(20 0O mg/L) ¢ 2 S%6 Sacarosa + 0.6% Agar
2) Con Ia finalidad de rnultiplicacion
» Medio C MS + Ac folico(] O mg/L) + Agua de coco(S0 cm’) + L-Arginina HICI(4 0 mg/L) +
putresina(10 mg/L.) + Pantotenato de calcio(2 mp/l) + 3% Sacarosa + 0.8 25 Agar
® Medio D. MS + AG«(0 | mg/l.) + 2 5% Sacarosa + 0,8% Agar
e Medio ] MS + AGy(0 4 me/l.) + ANA(C Ol mg/L) ~ BA(O S my/1.) + 2% Sacarosa
3).-Con ¢l objetiva de minimo crecimiento
e Medio E MS + 4% Sorbitol + 2% Sacarosa + 0,8% Agar
e Medio H MS + 4% Manitol + 3% Sacarosa + 0,8% Agar
4) -Con la finalidad dc transportar material vegetal fresco
e Medio F. MS + GA3(1 mg/LL) + 2 5% Sacarasa + 1% Agar
¥ y en hos de

S) -Con 1a finalidad de inducir 1a tuberizacion se practican
los laboratorios comerciales los siguientes medios de cultivo (Ortiz, 1986)
& Medio Palmer y Smith. MS + Cinerina(2 5 my/L) + 60 g Sacarosa + 0.7% Agar

e Medio Wattimena ct al. MS + Cinesina(3 5 mg/LL) + 60 g Sacarosa + 0 7% Agar.
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Medio Wang v HHu MS + BA(JO aw/L) ¢ BO g Sacasosa » U 7% Agar
Medio Stallknechl MS + Coumanna(2$ mp/ll) + 60 g Sacarosa + 0 7% Agar

6) -Algunos o1ros medios utihizados (Carputo et al L 1995) con diferentes fines son

a) ~Con la finalidad de cultivar callos

MS + 2.3-D(S mg/L) « Kinctma(0 25 mygerl ) - 3% Sacarosa + O 7% Agar

» Medio P31
e Medio P51 MS » ANA(S mg/L.) « BA(I m/ll) + 3%0 Sacarosa + O 8%6 Agar
b) -Con la finaldad de regencracion de brotes
* MS + ANA(O 186 mp/L) + BA(2 25 m@/L) + 396 Sacarosa + () 82w Agar, se pucde sustituir el

ANA con GA(S mg/L)

Para <l cuftivo de protoplastos se utiliza un medio con las caracteristicas anteriores

1cion a 196 de la sacarosa

porla

P

2.3.1.-Componenics lnorganicos
Los elementos necesarios para el soporte v manutencion de la planta se dividen en

macronutrimentos y micronutrimentos

a) Macronutnmentos
Los tejidos en cultivo requicren de una fuente continua de compuestos inorganicos

Ademais del carbon, oxigeno e hidrogeno, que forman cerca del 9526 de Ia materia seca. los otros

seis macronutsientes indispensables y mas utilizados en ¢l cultivo 11 varre son: nitrogeno, fosforo

azufre. polasio, calcio y magnesio El nitrogeno, el fosforo y el azufie son constituyentes

tejidos  vegetales (proteinas,acidos ctc ) Los otros tres,

fundamentales de los nucieicos,
intervienen cn la conservaciéon de los cquilibrios iomcos en la planta y sus cfectos

multiples(Margara, 1988).
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b) Micronutrimentos

Los micronutrimentos juegan un pape! esencial en los mecanismos enzimaticos como
activadores o constituyentes de las coenzimas Los principales micronutrimentos son  hierro,

cobre, zinc, manganeso, molibdeno y boro

2 3 2 -Componentes Orgamicos
Las sustancias or icas son T os que conticnen cartbon, como los carbohidratos,
hor pr i vitami . tmas, ctc Estos compucstos usualmente no  son

proporcionados a las plantas, por que normalmentc estas elaboran los suyos Sin embargo, las
plantas en cultivo 1 vitro o son demasiado pequeilas o incompletas para sintetizar ellas las
sustancias organicas en su totalidad por 1o que s¢ necesita y debe afiedir sustancias organicas en el
medio de cultivo, con la finahdad dc incrementar la capacidad autotrofica de las

plantas(Kyte, 1990)

2.3.2.1.-Carbohidratos

Son sustancias organicas como los azicares (mono y disacaridos) . almidon y celulosa
(polisacaridos), variando la cantidad y configuracion de el carbono(C), hidrogeno(H) y
oxigeno(O) los cuales forman los clementos primarios en la composicion de las moleculas de
estos compuestos Estos elementos son  generalmente suministrados por aire y  agua

ot .

pri e como

ido de carbono (CO;) y agua (H; O) Son un producto indirecto de la
fotosistesis, el proceso por el cual, con la ayuda de la clorofila y la luz, convierten el CO; y el

agua hacia carbohidratos y liberan oxigeno (Kyte, 1990)
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Inicialmente se surifio que la concentracion de metabolitos oniginados de la fotosintesis

{especialimente carbolirdratos, que aumentan la proporcion de carbono/mtrogeno), son el factor

causal de la tuberizacion Harns, 1978, citado por Ortiz 19856

2321 1Aricares

Los azacares puscen la formula (CHLO), Existen muchas estructuras posibles que poscen
esta formula, pero solo un numero reducido de ellas son de importanaa biologica Ademas, hay
varios aztcares cuyas formulas dificren por la perdida de una molecula de oxigeno o una molecula
de agua (Bidwell, 1993)

Los azucares estan involucrados en los procesos de diferenciacion celular, favoteciendo la
formacion de clemcentos vasculares v de 1a clorofila en los culuvos (Margara, 1988) Ademas ,son
utilizados como fuente de energia y como reguladores asmoticos(l.opez, 1991)

Los azicares de importancia biologica y reportados en este trabajo estan incluidos en Ia
clasificacion de los monosacandos principalmente al grupo de las hexosas(azucares de seis

tanto ¢n forma de

atomos de carbon), se¢ cncuentran comunmente en la mayorna de las plantas
componcntes de algunos carbohidratos mas complejos, as) como disueltos en la celula, asi como
tambien los disacaridos compuestos de 2 moleculas de monosacandos, ademas un grupo que
tambicn sc considera son los azucares alcoholes, caractenzados por que son producto de la
reduccion de azucares(principalmente monosacaridos) en un alcohol(Bidwell, 1993)

También un grupo tmportante son los polisacandos, que sin ser material inicial de fuente

de carbon en este trabajo pueden ser utilizados como tales, pero siempre estan presentes cn cl

tejido vegetal como producto de la sintesis de los azucares iniciales en fornma de almidon y/o

celulosa (Dcvlin, 1982)
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En el cultivo de plantas superiores #r vifro estas raravez resultan ser completamente

l} sL

autotroficas por lo que, tales cultivos son usu cntados con azucares exogenos, cl
crecimiento de plantas cultivadas in vitro son fuertemente influenciadas por los azucares
exogenos, normalmente suministrados al medio Esto ¢s como una positivi correlacion entre ta
concentraciones de azucar ¢n ¢l medio y la acumulacion total de maternia seca(Galzy y Campa,
1992, citados por Lipavska y Vreugdentul, 1996) Esta interrefacion, sin embargo, es solo valida
para bajas concentraciones de azucares Pues a altas concentraciones, se observa una disminucion
en la acumulacion de materia seca(l.ipavska y Vrcugdenhil, 1996)

Ademas, la concentracion de azucares depende mucho del tipo y edad del material vegetal,
por ejemplo, los embnones muy jovencs requicren concentraciones de azucares relativamente
altas Generalmente ¢l crecimiento y desarrollo aumentan con la concentracion de axicar, hasta
quec alcanza su optimo, disminuyendo despues para muy altas concentraciones(Pierk, 1990)

La sacarosa es el azicar empleado universalmente, y le siguc en importancia la glucosa,
maltosa, rafinosa, fructosa, galactosa, manosa v lactasa(l.opez,1991), ocasionalmente y de muy
reciente empleco se incluye al manitol como fuente de encrgia, y como regulador osmotico
(Lipavska y Vreugdenhil ,1996)

Sin embargo (Gambor y Phillips, 1995) consideran a la sacarosa, glucosa y en algunos
casos la fructosa ser esencialmente las unicas fuentes de carbon con la finalidad de sustentar el
crecimiento de celulas de plantas en cultivo de tejidos, mencionan que han sido obscrvadas
mutaciones cn la utilizacion de otros aziacares como manosa y galactosa o alcoholes-azucares,

incluyendo el sorbitol
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23 2 1.2 -Caracteristicas de los azucares utiizados

D-Fructosa o levulosa (Ca H;z; Ou), p.m.180.16 Es un monosacaride incluido en ¢l

grupo de las hexosas, se cncuentra disulta en forma libre en la celula o como constituyente de la
se considera un  azucar

sacarosa y el polisacarido inulina, es una cectosa por lo que

reductor(Devlin, 1982), referido como sustancia responsable para el ajuste osmotico en tejidos
bajo stress osmotico (Premachandra et al, 1992, citado por Lipavska v Vreugdenhil, 1996)

cultivo de tejidos se hace referencia de su utilizacion en trabajos de germinacion de

semillas de orquideas, encontrando que especies como Phalsenopsis presentan mejor respuesta

(Emest, 1971, citado por Garcia, 1993)
En el medio de knudson C se probo ¢l efecto de diferentes azucares sobre el indice de

crecimiento de semillas de cattaleya sp encontrando a la fructosa como la tercer mejor

respucesta (Garcia, 1993)

Al utilizar fructosa sobre Olea curopea se produjo un decrecinmento en la vitrificacion

{Ruginc, 1987 citado por Ziv en Gambor y Phillips, 1995)

En papa, se ha evaluado ¢l contenido de ésta en brotes, se encuentra como la tercer azucar
asimilada en los tejidos cuando en el medio sc incremento la fuente de manitol(Lipavska y
Vreugdenhil, 1996), s¢ ha simulado su contenido en difercntes tejidos considerandolo entre los

azucares reductores(Hagen y Muncta ,1993, Muncta et al,1990), sin embargo se carece de

referencias de su utilizacion como fuente primaria de azicar exogena



D-Glucosa o deatrosa (Cell20,). p.m. 180.16 Es un monosacando incluido en ef grupo
de las hexosas, se encuentra disuelta en forma libre o constituyendo a la sacarosa, lactosa y los
polisacaridos almidon y celulosa, es una aldosa por lo que se considera un aziucar reductor, forma

paste de las reaccrones de partida mas impostantes del metabolismo de los carbohidratos. con la

fosfonlizacion de la glucosa (Devlin, 1982 Bidwell, 1993)
Referida como una sustancia responsable del ajuste osmotico en tejidos bajo stress

osmotico,la glucosa ocastonalmente se emplica en cl cultivo de monocotiledoneas{PDeberght y

Zimmerman, 1991)
L.a glucosa es muy comin cn los tejidos de las plantas y en los hongos, por lo quc las

utilizando ¢! medio de Kudson C y

semillas de orquidea pueden utilizarla(Fresan, 1969),

observando el efecto de diferentes azucares sobre semillas de Catteya sp se ubica a Ia glucosa

como ¢l segundo arucar con mejor respuesta (Garcia, 1993)
En la estabilizacion osmotica se utilizan combinaciones de azicares como la glucosa con

sacarosa, aunquc estos azicares pueden ser metabolizados por los protoplastos, 1o que indica que

nos son escnciales para la estabilizacion osmotica(Navarro y Vera, 1994)
vid, se utilizo,

En un trabajo preliminar (no publicado) sobre la proliferacion de
encontrando que la influencia de esta sigue un patron concentracion-respuesta, en el cual a mayor

concentracion menor respuesta en numero de brotes, siendo la glucosa la tercer mejor fuente y su

nivel mas bajo (0 0292 M) el tercer mcjor entre el total de los tratamientos con un promedio de

ificati superior a la fuente

o de estos tr os son

3.5 brotes, ad ¢l cr

de lactosa y manitol (Datos del mismo autor, 1996)
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En papa, glucosa y fiuctosa solo han sido estudiadas por ¢l contemido de ¢éstas en callos y

brotes, considerandolas dentro de los azucares reductores (Hagen v Muneta 1993, Lipavska y

Vrcugdenhil, 1996 Muncta cr al , 1990) no se encontraron investigaciones donde se haya usado

como fuente de carbon inicial suplementada al medio de cultivo

un disacarido compucsto por una molecula de

D-lLactosa (C,;H::0,,) p.m. 360.30
galactosa y una de glucosa unidos por un pucnte galactosa-i  -3-glucosa. fo que le da un caracter

de azucar reductora, esto debido a la presencaia del grupo reductor que conserva la

glucosa (Bidwell, 1993)

La lactosa esta considerada dentro de los azucares que se emplean 1 virro, confiriendole

una minima importancia en el cultivo (l.opez, 1991)

Sin embargo, mucha atencion ha tenido recientemente v hasta ha valido la pena en el
mejoramiento de la embriogenesis en cultivo de anteras por ¢l reemplazo de sacarosa por
cualquier otra fuente de carbon, particularmente con maltosa y lactosa(Rihova y Tupy, 1996)

En papa se ha ensayado ia maltosa pero hasta muy recientemente se ha trabajado con
lactosa, esta fue cvaluada en combinacién con la auxmina 2,43-13, encontrandose una relacién
sinergica de éstas al incrementarsc la embriogenesis en ¢ cultivo de anteras de varios genotipos
(Rihova y Tupy, 1996)

En c¢l trabajo preliminar sobre proliferacion en vid, esta sigue un patron concentracion
respuesta en el cual la Jactosa presenta la cuarta mejor fuente y su nivel mas bajo (0.0292 M) e

cuarto mejor entre cl total de los tratamientos con 3 25 brotes y su desarrollo similar a Ia fuente

manitol.
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Manitol (CHL1O,) p.m. 182.17 Es un azacar-alcohol resultante de la reduccion del
monosacarido manosa, agrupado como alcohol polihidrico csta con frecuencia en la nauturaleza

como azucar de reserva, particularmente cn plantas primitivas y frutos de plantas superniores, al
ser un producto en ¢l cual el

5 aldehi

IR dcla

sc reduce a alcohol, ¢ste pierde sus
caracteristicas reductoras por lo que se considera un azucar no reductor(Devlin, 1982)

Es producido por algunas plantas como producto primario de la fotosintesis. algunas
plantas pucden metabolizarlo, otras son incapaces de metabolizarlo, aunque celulas de csas

plantas pueden potencialmente absorver ¢l manitol de mancra lenta (Tholakalabavi, 1994, Ribaut y
Pilet, 1991, citados por Lipavsca y Vreugdenhil, 1996)
Michayluk y Kao,

1975, utilizaron varios azucares y alcoholes-azicares
bilizadores o A 1

como

4

con mayor frecuencia el manitol, ¢l cual penetra muy

despacio en las celulas, por lo que comunmente sc utiliza para simular stress osmotico(Navarto y
Vera, 19943).

Se reporta un crecimiento normal de semillas de orquideas sobre un medio suplementado
con manitol(Garcia, 1993)

En papa recientemente se evaluo su absorcion por los tejidos de las plantas, concluyendo

que este es absorbido y transportado rapid

4

que los co id de manitol

representan hasta €} 20% del peso seco, indicando esto que es sin duda ocupado por las plantas inn

vitro y transportado hacia los brotes (Lipavsca y Vreugdenhil, 1996)
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El trabajo preliminar en vid, reporta al manitol como ia mejor fuente y su mivel mas bajo

(0 0292 M) cl que presento mcjor respuesta de el total de los tratamientos con 4 <41 brotes, pero

cortos | 25 cm en promedio, continuando la sacarosa como segunda mejor fuentc y su

tratamicnto medio como el segundo con mejor respuesta con 3 83 y un promedio 3 em (datos del
mismo autor, 1 996)

D-Sacarosa o azicar de mesa (C:H2:0:) p.m. 342,30 £s un disacarido compucsto por
una molecula de glucosa y una molecula de fructosa unidos por un puente glucosa-1 2-fructosa lo
que la caracteriza como un azucar no reductor, esto es debido a que los grupos reductores de los
azucares sencillos intervienen en ¢l puente que los une, esto sc realiza por la climinacion de una
molecula de agua. (Deviin, 1982, Bidwell, 1993)

Es la principal forma de transporte de los azicares a traves de las plantas superiores, por

lo que resulta muy abundante en los tcjidos, esto es , se sintctizan y transportan cn forma

natural (Bidwell, 1993)

Pero las plantas crecidas en un medio para cultivo de tejidos no pueden sintetizar todos los
azucases que cllas requieren, por lo que una alta concentracion de sacarosa, 30gr/l, es
especificada en la mayor parte dc las formulas de los medios de cultivo(Kyte,1990)

Sin embargo, se seitala que la concentracion de sacarosa puede ser de 1-5%6 (Picrnik, 1990)

En papa de acucrdo a la concentracion de sacarosa en combinacion con otras condiciones

inductoras pueden sefialarse como uso mas comin los rangos de
1% para el medio de cultivo de protoplastos y cultivo de callos

2-3% para conservacién, introduccion de brotes, introduccidon de meristemos, propagacio,

exportacion y cultivo de callos
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4-5% para incremcentar el numero y peso de yemas florales

6-9% incrementa ¢l numero y peso de raiz, induce tuberizacion y a 8% acorna el tiempo de
producion de tuberculos. Ademas, a partir del 6% que es ¢l optimo para cl incremento del peso de
ia materia, comienza a decreser cl peso total

10% retarda la tuberizacion e inhibe el crecimiento de raiz

Independicntemente de ecstas concentraciones, se¢ hace evidente la utilizacion de la
sacarosa como la fucnte de carbon y cnergia mas ampliamente utilizada, y en la que la mayoria de
105 autores coinsiden en ajustar la concentracion en funcion del tipo y edad dcl material, asi como

bajo metas cspecificas

2 3.2.2 Vitaminas

Varias vitaminas favorecen el crecimiento de los tejidos en cultivo i vitro. De todas las

vi i plead. ani ¢ las del plejo B (tiamina acido nicotinico, piridoxina HCL)
son necesarias y de estas, sélo a la tiamina se le reconoce un efecto neto, aportada generalmente a
concentraciones de entre 0.1 y 1,0 mg/L... Un compuesto que frecuentemente sc agrega a las
vitaminas es ¢l myo-inositol (no es propiamente una vitamina sino un azucar-alcohol) Su efecto
sobre la proliferaciéon de tejidos y cventualmente sobre la activacion de la organogenesis cs, en

ocaciones muy clara. Puede emplearse a fuertes concentraciones(50 a 500 mg/l.) (Margara,

1988)
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2 3 3 -Reuuladores de Crecumento
Las hormonas son, por detinicion, compuestos arganicos sintetizados por las plantas, que
influyen sobre el crecimicnto y desarollo, actuan generalmente en un lugar diferente a donde son

producidos ¥ sc encuentran presentes v oactivas en muy pequefias cantidades aparte de estos

productos naturales se han desarrollado otros de tipo sintetico, que pueden tenes una actividad
semcjantc a la de los primeros Al conunto de estos productos sintetsicos, junto con las hormonas,

se denomina reguladores de crecimiento (Pienk, 1990)

Actualmente los reguladores de crecimiento se agrupan en cinco tipos basicos auxina,

inas, giberelinas, acido abscicico ¥ etifeno

Los principios de la tecnica de cultivo i1 viero, asi como su desarrollo posterior, reposan
en parte en el conocimiento y utilizacion de las auxinas L.a expansion actual de las investigaciones
sobre la organogenesis v las aplicaciones a la muluplicacion vegetauva esta amphamente ligada a
la utilizacion conjunta o sccuencial de auxinas y citocininas (Margara, [ 958)

Existe una interaccion entre auxinas v citocininas que dan lugar a expresiones del
crecimiento Cuando la concentracion de citocininas ¢s mayor que ¢ contenido de auxinas, se
desarrollan brotes y/o yemas adventicias, pero cuan do los niveles de citocinina son menores que
los de auxinas, sc produce un desarrollo de raices Cuando la relacion ¢s intermedia se desarrollan
callos no diferenciados (Cruz,1996)

La importancia de las giberclinas cn ¢l cultivo 1n wvirro pararece mucho menor y
generalmente este grupo de compuestos no se utihza(Picrik, 1990)

El acido abscicico{ ABA) y los compuestos que desprenden ctileno solamente se han

utilizado en algun caso excepcional (Margara, 1988)




2.3.3 1 -Auxinas
Las auxinas participan ampliamente en la orgamzacion de los procesos vegetales(Barba,

1994), general e prod elc on  celular  y expansion de los tejidos, division

celutar(formacion de callo) y formacion de raices adventicias, inhiben la formacion de vastagos
axilares y adventicios, frecuentemente favorecen Ja  embriogenesis en  los  cultivos en
suspension (Pierik, 1990)

Las auxinas sinteticas y relativamente mas activas que sc afaden frecuentemente a los
medios de cultivo son  acido indol butirico (AlB), acidpo naflalenacético (ANA) y acido 2.4-
Diclorofenoxiacético (2.4-D) se utilizan en concentraciones de 0 001 a 10 0 mg/L. (Picrik, 1990)

El acido indol acético es una auxina quc se produce en forma natural en las plantas, se
agrega a los medios en concentraciones de 001 a 100 mw/i., pero tienen el inconvemente de
degradarse facilmente con la luz (Pierik,1990)

EL AlA y el AIB son auxinas relativamente debiles, el ANA es una auxina fuerte, muy

ble, utilizada ial ¢ cn provocar la rizogenesis, el 2,44-D ¢s una auxina muy fuerte que

se¢ hace toxica para concentraciones elevadas y provoca la reaccion hiper hidrica de los tejidos
Con frecuencia resulta poco cficas sobre la organogénesis (Margara, 1988) Sin embargo el uso de
fluorodine(un herbicida) e incremento en sacarosa estimulan el mejor desarrollo de las plantas 2
witro de diferentes especies del genero solurum (Rihova y Tupy,1996)

En lo refente a la utilizacién de auxinas en papa no se reporta la utilizacion de AIB, y

usualmente se utiliza la auxina ANA, por cj plo en combi t6n con la coumarina esencialmente

iniben la iniciacién a ]a tuberizacion c¢n concentraciones mayores a 0 S mg/L. (Stallknecht y

Farmsworth, 1982)
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2.3 3 2 -Citocininas
Las citocininas promueven la division cetular, genceralmente inhiben ¢l crecimiento de las

raices, pudiendo estimular en muy bajas concentraciones Ia iniciacion det crecimiento de las raices

laterales, ademas inliben {a clongacion del tallo, pero estimulan ¢l alargamiento de las hojas,
sscencia, en fa d icion de fa donnnanea apical y tienen un papet

actuan en cf retraso de ia se
fundamental en la organogenesis (Prenk, 1990,Barba. 1994), ya que pueden ser inducidas yemas

n tejidos w7 vitra de callo, hojas, raices, cotrledones o secciones de tallo

La induccion de organos por las citocininas esta encanunada a la formacion de yemas, las

cuales son obtenidas con base en una proporcion de citociminas alta con rcespecto a las

auxinas(Barba, 19943)
Las citocininas que sc utilizan con mayor {fecucncia para estimular el crecimiento y ¢l

desarrollo w1 viro son 6-furfurilaminopurina  (Kinctina),0-bencilaminopurina  (BBA),  2-
isopentiladenina (2iP) y 6-(-4-hidroxi-3-metil-2-butenilantino)purina (Zeatina) (Pierik,1990) La

citocinina 6-bencilammopurina se utihza con frecuencia debido a su gran actividad y bajo costo

(Margara, 1988)
pl o de cito en ¢l cultivo 2 vitro de

En cuanto a la utilizacion del BA como st
papa sc cucntan con estudios que la relacionan con la induccién a la wubenzacion, encontrando

como optimo para este fin una concentracion de 10 mp/l. (Wang y Hu, 1982)
con la finalidad de propagacion

En el CIP se utiliza en concentraciones de 05 mg/l.
(Espinoza ct al \1992), para la regeneracion de brotes se utiliza una concentracion de 2 25
mg/L (Carputo ¢t al ,1995), con fines de cmbriogenesis se practica la concentracion 1.0
mg/L. (Rihova y Tupy, 1996)



2 3 4 Agentes Gelificantes

Muchos cultivos se desarrollan en un medio bquido sin necesidad de un soporie para ¢l
explanie si bien se logra crecimiento en algunos casos, casi nunca sc obscerva organogenesis. Es
asi que en muchos cultivos se utiliza un medio liquido incorporando un puente de papel filtro
sobre ¢l cual sc deposita ¢l explante(Pierik 1990}, sicndo contradictorio pata ¢l caso de la

inducion a la tubcrizacion en papa, ya Que cs comun utibzar medio hiquido en

agitacion(Estrada, 19992, citado por Akita y takayama, 1994) y estos autores reportan el uso de
una tecnica similar basada en un bioreactor

Cuando sc utiliza soporte vs comun un agente gelificante y el mayormente utilizado es ¢l
agar, una sustancia derivada de algas la solidez del medio varia de acuerdo a la cantidad
agregada, generalmente sc utiliza un rango de 7 a 8 /1. Estec va a vanar segon la pureza del
compuesto y la fineza de su preparacion (Pierik, 1990)

235 pH

El pH del medio de cultivo debe ser tal gque no altere Ia funcion de las membranas celulares
o el sistema bufer de citoplasma(Guevara, citado por Vieyra, 1993) Se considera que un pH en ¢l
rango de 5 0 a 6 5 ¢s apto para cl crecimiento y desarrollo in vitro Si el pH es demasiado bajo
puecden presentarse las siguientes complicaciones(Picrik, 1990)

a) La auxina AIA y el acido giberclico se vulven menos estables

b) El agar pierde su rigidez

c) Algunas sales (fosfato o hierro) pueden precipitarse

d) La vitamina B, y cl acido pantotenico se vuelven menos estables

e) Se retarda 1a absorcion de iones amonio
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2.4 Condiciones de Cultivo
En el cultivo m viere de meristemos apicales de papa, gencralmente los inoculos son

sometidos a condiciones de incubacion de 20 a 23°C de temperatura, y una intensidad luminica de

2000 a 4000 lux y un fotopenodo de 16 horas-luz A temperaturas de 29°C algunos cultivares
crecen rapidamente y desarrollan plantas enraizadas en S semanas, ol desarrollo en otras es

anormal, a 26°C ¢l desarrollo es lento (Mellor, citado por Solorzano, 1983)

La manipulacion de los factores fisicos del cultivo para una organogenests especifica ¢s de
ampli difusién, por gjemplo, para inducir la tubenzacion se han modificado entre otros factores ¢l

fotoperiodo, cl cual se modifica a 8 horas de luz 0 se reahiza ef cultivo en obscundad total

Ademas, para la muluplicacion masiva de microtuberculos sc ha difundido el uso de
contenedores de gran capacidad (usualmente de B litros) y que permiten la manipulacion de
diferentes temperaturas en arcas especificas de el mismo contenedor, asi como la utilizacion de

aire esteril, cl cual se realiza a razon de 200 a 600 mimin'' (Akita y Takayama, 1993)
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3 -MATERIALES ¥ METODOS

3 1 Ubicacion del Experimento

El presente trabajo se realizo en el laboratono de cultivo de tcpdos vegetales del
Departamento de Ciencias Agricolas de Ia Facultad de Estudios Superiores Cuahutitlan

3 2 Matenal Biologico

Sc utilizo en este trabajo  como explante apices provenientes de yemas axilares de
papa(Solanum ruberosum cv alpha) producida en Paramo de Morelos Chihuahua, en el ciclo de
produccion primavera-verano 1995 con caracteristicas dc “semilla para siembra™ categoria
registrada 2, proporcionada por productores de la zona de Tlaxcala

3.3 Medios de cultivo

Se cmplearon modificaciones del medio de Murashige y Skoog (MS) con los
macronutrimentos al 50%6 dec su concentracion

En el proceso de cstablecimiento y desarrollo, el medio basc fuec ¢l MS al 50% +
AIB(O 1mg/L) + BA(O Smg/L.) + agar 6 g/L., al cual sc le suplementaron los doce tratamicntos de
las diferentes fuentes de aziicares

En el proceso de multiplicacion o proliferacion, ¢l medio base fue e MS al 50% +
sacarosa (0 0584 M) + agar 6 g/L., al cual se suplemento con Jlos ocho tratamientos de las
diferentes fucntes de auxinas

Asi mismo en la evaluacion de Ia fructosa, cl medio base fue ¢l MS al 50% + BA(0.5
mg/L.) + ANA(O 05 mg/L.) + agar 6 g/L., al cual se suplementaron las diferentes concentraciones

dc la fuente.
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3 4 Acondicionamiento
Tubérculos brotados se sembraron en un sustrata estenlizado, compuesto por una mezcla

de vermiculita, insulex y tierra negra en una properaion 111 vy, segurdo de un rrego de

establectmiento ¥y complementando ts humedad de acucrdo a el requenmuento dei sustrato

considerado por la utikizacion de un tenstometro, se mantuvo en la sala de incubacion por 30 dias

3 5 Desinfe

n

De la planta madre se cortaron segmentos con una vema axilar colocandolos en agua Se

lava el material con detergente comercial, se emuagan v colocan en una solucion de hexetidina (6

ml/L ) por 10 minutos, se trasladan a una solucion de alcohol al 70%6 por 3 minutos. agregando

una gota de twenn 80, prosiguiendo a sumergir ¢f material en una solucion de hipoclonto de sodio

al 10 % durante 15§ minutos en agitacion Se¢ cnjuagaron con agua destilada v esterilizada por

cuatro tiempos en la campana de flujo Janunar

3 6 Establecimiento

Se realizo dentro de la campana de tlujo famuinar y se inicia con la separacion de las hojas
grandes retirando después un par o dos de bracteas que envuelven ¢l apice, este proceso se realiza
con la ayuda de un microscopio estereoscopico, hactendo el corte del explante y colocando uno
por tubo, de acuerdo a los tratamicntos a evaluar

3.6.1 Diseiio experimental

El diseilo experimental utilizado(Cuadro 9) para el analisis estadistico dc los datos fue un

completamente al azar, con 12 tratamientos y 12 repeticiones Quedando de la siguiente manera:




Cuadro 9.Descripcion de los tr

cn el imiento y desarrollo

tratanuento

Caractesisticas

(¥}

® N 2w b

9
10
11
12

medio base*' + sacarosa 0 OX76 M
- " + sacarosa 0 0S84 M
+ sacarosa 0 0292 M
+ lactosa O OR76 M
+ lactosa 0 0583 N
+ lactosa 00292 M
+ glucosa 0 OK76 M

+glucosa O 0584 M
+ plucosa 00292 M
+ manmtol 0 0876 M

- ** + mamtol 00581 M

+ mamtol 00292 M

Nota: ' MS al 50% + AIB(0.1 mg/L) + BA(O S mg/L) + agar 6 g/L.

3.6.2 Vanables de estudio

Se evaliaa la técnica de desinfe

y mancjo considerando

% de contaminacion a las 72 horas., % de sobrevivencia a los 40 dias % de desarrollo a los 60

dias

Debido a que en esta etapa ocurren procesos organogenicos se evalua

Numero de brotes, tamaiio de brotes, a los cuales sc les aplico un analisis de varianza (Cuadro 13)

¥ prucba de comparacion de medias por ¢l método de Tukey (Cuadro 14)

Se cvaluaron de manera porcentual las variables numero de raices y formacion de callo.
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3.7 Multiplicacion

3.7 1 Material utilizado

Se utilizaron segmentos nodales provenientes de cultivo aséptico de aproximadamente 2

cm o con tres nudos, los cuales fucron incubados en la etapa de establecimiento v desarrollo en el

tratamiento dos  Sec ensavaron 2 fuentes de auxinas (ANA v AIB) a tres concentraciones
diferentes. evaluando su efecto en la proliferacion de brotes,

3.7 2 Discio expenmental

£l disefo expenimental utilizado (Cuadro 10) para ¢l analisis estadistico de los datos fue

un completamente al azar, constando de 8 tratamientos y 13 repeticiones cada uno

Cuadro 10. Descripcién de los tratami enla leipli ibn

i Numero de tratamiento Caracteristicas

1 MS

.

sacarosa 0 0583 M Sin 1 de reguladores de e

4
@
v
+

BA(0O S mp/l. ) + sacarosa 0 OSK4 M

e
&

v
.

BA(O 5 mg/l. ) + ANA(O 01 mg/l. ) + sacarosa 0.05834 M
MS « BA(O 5 mg/L. ) + ANA() 05 mg/L.) + sacarosa 0 0583 M

MS + BAOSmg/L ) » ANA 1 mg/L ) + sacarosa 0 0584 M

+

MS BA(D 5 mg/L ) + AIB(0 05 mg/L ) « sacarosa O 0584 M

MS « BA(O S mg/LL ) + AIB(O 1| mg/L. ) + sacarosa 0 0583 M
.7 3 Variables de estudio

2
3
a
5
6 MS ¢+ BAO S mp/L ) + AIB(0 01 mg/L ) + sacarosa 0 0584 M
7
8
3

En esta ctapa se evaluo la proliferacion considerando
Numecro y tamafo de brotes, a los cuales se les aplico un analisis de varianza (Cuadro 15)

y prucba de comparaciéon de medias por el método de Tukey.(Cuadro 16)
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Se¢ evaluaron de manera porcentual las varables numero de raices, formacion de callo y

contaminacion

3 8 Evaluacion de fructosa

3 81 Maitenial utihzado
2 c¢m o con tres

El material utilizado fucron scgmentos nodales de aproximadamente 2
sin suplemento de

nudos, incubados en la ctapa de multiphcacion en o tratamiento uno(M S

reguladores de crecimiento + sacarosa O 0584 M ) Se ensaya la fructosa con tres concentraciones

diferentes,

3 8.2. Diseilo experimental
E!l diseilo experimental utilizado (Cuadro 11), para ¢l analisis de los datos fue un

completamente al azar, constando de 3 tratamientos con 13 repeticiones cada uno, agrupado de la

siguiente manera
Cuadro 11.Descripcion de los tratamicntos cn la cvaluacién de fructosa.

Caractcristicas
MS + BA(O 5 mp/i) + ANA(O 0S) + fructosa 0 0876 M
M S + BA(O 5 mg/l ) + ANA(D 05) + fructosa 0 U583 M
MS +« BA(O S mp/l) + ANA(O 0S) + fructosa 0.0292 M

LN umero de tratamicnto
1
2
3

3.8.3. Parametros cvaluados
En esta ctapa se evaluaron numecro y tamafio de brotes a los cuales se les aplico un
analisis de varianza y una prucba de comparacion de medias por el método de Tukey.

También se cvaluaron de una manera porcentual: enraizamicnto, callo, tuberizacion y

contaminacion.
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Figl2 S : dela proy de papa realizada

a)corte de la planta madre, b, nodal, ¢) d ion, d)d ion del dpice;
a®)preparacion del medio, b®) do dc los d c®)cstenl i6n del medio; d*)tubo con medio
estenlizado, ¢)establecimucnto,; Hcorte de nodal del ¢spl desarrollado; g iphi 3
2*)ob dc v pl h)cval 50 de fr h*)ob on de b . i)via alterna
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4 .RESULTADOS Y DISCUSION
4 1 Acondicionamiento
En la etapa de acondicionamiento de plantas madre se obtuvo matenal suficiente en 30

cficacia del sustrato para proporcionar un soporte sausfuctorio | sin

dias, comprobando
embargo, como este maternal influve duectamente en el proceso de establecimiento comao tuente

importante de contamunacton (Degergh v Zimmerman (1991 )se considera necesano realizar una

subfase de estenlizacion, mancjando cf tuberculo que se sembrara en una sumersion con 0 5%2% de
hipoclorito de sodio por 20 minutos seguido de un enjuague con agua cornente, dejando secar los
tubérculos al aire previo a la siembra(Slack y Tutford ,1995), asi como la aplicacion de soluciones
nutntivas y agroquimicos preventivos para mantencer la sanidad después de la siembra, aun cuando
se utilice semilla certificada. (Hussev and Stacey , 1981),

4 2 Contaminacion

El método de desinfeccion de matenial vegetal resuito ser efectivo en un 6025 en todo el
expenmento, considerandolo bueno, tomando en consideracion que no se aplico la subfase de
estenlizacion que propone Slack y Tufford, 1995, asi como la fase de postesterilizacion que
recomiendan los mismos autores, a Jo que hay que agregar que el material utilizado no fue scmilla
certificada, siendo esta condicion necesaria sugerida por Hussey and Stacey (1981) quicnes
reporntan un 70% dc efectividad, ademas de la procedencia del inoculo o explante, ya que si este

procede de campo existe mayor posibilidad dc tener indices de contaminacion altos, que si este

crecio bajo condiciones de invernadero, ad as debemos ¢ iderar la anatomia de la yema,
debido a quc esta envuelve con hojas primarias o bracteas cl apice, lo que hace mas complicado

tener b dici de épcia(Pierik, 1990), lo cual puede corregirse implementando una
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etapa de desinfeccion en la campana despues de chnunar cada capa de hojas (bracteas). esta se
realiza con cloro comeraial en mayor dilusion que en la fase de estenlizacion propiamente
dicha(Slack v Tutlord, 1995)

Considerando Ly etectividad de acuerdo o tuente v concentracion empleada(ligura 3),
LACONITAMOS que L que menar porcentaye presento tue la sacarosa tepresentando el 13 7976 del
total de contanmunavion, sobresaliendo dentio de osta tuente v oen todo ol experimento I

concentracion 0 05881 N de sacarosa con un 100%, de matenal hibre, 1as fuentes que continuaron

en efectisadad tucron la pluco

a y manitol con un 27 S8, de contammacion, y ta lactosa con

31 03256 que representa 1a tuente mas contanunad

. presentandose una constante en tuncion de los
tratamientos excepto en sacatosy, el cual nos indica que las fuentes con concentracion de (0 0S84

M., presentan los potcentajes mas alto de contaminacion

Figura No. 3 Porcentaje de l1a contaminacién en el
establecimiento de apices de papa c.v, alpha,
0. " e — - . -
60’
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Tratamientos.
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4 3 Sobrevivencia
En lo que respecta al porcentaje de sobrevivencia se obtuvo un 82 63% en todo el

experimento mejorando el porcentaje de 70% que reporta Hussey and Stacey(1981) trabajando

can segmentos nodales, esto debido a que ellos desecharon  las umdades experunentales

contaminadas, siendo que estas presentan tolerancia a la contaminacion, ademas que esta es facil

de eliminar cuando se presenta en da base del moculo y esta caractentizada por invasion de

bactenas (Slack y Tutford ,1995)
Ademas el resultado se encuentia dentro del 63-942% que repornta Mora(1991), trabajando

con diferentes concentraciones de ASA en yemas axilares de clones producidos w2 vitro Situacion
que hay que tener presente, ya que ol matenial utilizado por estos autores provenia de condiciones

asépticas, Que comparado con el matenal vegetal utilizado, ¢l cual provenia de campo, presenta

serias ventajas
L.as fuentes que mejor respuesta  presentaron fueron la sacarosa, glucosa y la
concentracion mas alta de mamtol con el 100% de sobrevivencia en  sus respectivos

tratamientos(Figura 4), siguiendo los tratamientos de manitol con un 50%, siendo la lactosa en su

nivel medio el que menos sobrevivencia presento con el 41295
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Figura No. 4 Porcentaje de sobrevivencia en el

e api de papa c.v. alpha.
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4 4 Porcentaje de Desarrollo

Con respecto al porcentaje de desarrollo(Figura 5), encontramos que ¢l 59 722 1otal de
explantes desarrollados mejora el 5:4% que reporta Solorzano(1983) quien wutiliza como explanie
mersistemos apicales mas un primordio foliar, asi como el porcentaje menor a 50% que reporta
Mora(1991) utilizando ycmas axilares de clones cultivados 11 virro. Lo que concuerda con Stace
ct.al 1977, citado por Solorzano,1983, quiecnes afirman que el desarrollo del inoculo esta
determinado por la presencia de primordios de hoja, pero el tamao de este tiene la influencia en
1a obtencion de plantas completas y que a su vez estén libres de patogenos,

Asi, se ha observado que a mayor tamaifio del inoculo el ¢éxito del desarrollo de este sera

mayor, pero ¢l porcentaje de plantas que se cncuentren libres de enfermedades sera menor, en
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caso, inverso cuando ¢ tamado del inoculo es pequeno, la probabihdad de exito es muy baga hasta
un 10%, y el porcentaje de plantas hibres de enfermedades sera alto

Aden

s, Se encuentta un poarcentaje diferente en funcion de fa tuente, para la sacarosa y

glucosa se presenta un 100%6 de desarrollo en todos sus tratanuentos. sipanendo ¢l manitol con un

33% de explantes desanrollados, siendo la factosa la tuente que presento la respue

ti mas baja con

n 5 5§5% de desarrollo

Figura No. § Porcentaje del Desarrollo en el establecirmiento
de Apices de papa c.v. alpha.
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Cabe hacer notar que aun cuando el porcentaje de sobrevivencrs en lactosa y manitol
estuvo en un 40-50% ¢l porcentaje de desarrollo fue menor a 33%,. este cfecto esta bien
documentado en el caso ¢l manitol el cual cs utilizado como simulador de stress Osmotico
inhibiendo el desarrollo con su respectiva disminucion en la acumulacion de la materia , lo que

podria indicar una inhibicion del desarrollo de apices en brotes, situacion que se da por la lentitud

con la que las células absorben y transportan esta fuente (Lipavska v Viengdenhil 1996, Navarro




entarse de manera stnular en ia lactosa, 1a cual ha tenido

y Vera [ 1994), situacion que podi pre
buena respuesta en otras técmcias de cultivo(anteras).( Rihova y Tupy ,1996), lo que demuestia

utilizan esta tuente

que las plantas

Istablecimiento y Desarrollo

Debido a que en esta ctapa se dan procesos organogenicos v que la finahdad de este

trabajo ¢s la propagacion masiva, se ovaluo el numero de brotes y tamaio de brotes (Cuadro 12)

< 5 1 Numecro de brotes

En esta ctapa la ftuente con mejor respuesta tfue la sacarosa(Figura 0), siendo los
tratamientos uno y dos estadisticamente iguales con 3 06 brotes por explante. ¢l cual resulta mejor
que el reportado por Mora 1991, guien encuentra como mejor respucesta 3 brotes por explante, a
los 75 dias mancjando diferentes concentraciones de ASA en yemas axilares de plantas 1 svitro
utilizando un medio M 8§ suplementadas con GAL (0 25 m/ll ) + 32, de sacarosa . y resulta
inferior al rango de 5-10 que reporta Solorzano(1983), quien unliza NS+ GAL (0 5 mg/l.)
BA(0.25 mg/l.) alos 77 dias ¥ 3% de sacarosa, sobre meristemos apicales, lo que sugicre que la
respuesta ecsta fuertemente nfluenciada por el suplemento de reguladores de crecimiento,
situacion que corrobora el potencial regenerativo de el explante, ya que desde la etapa de
establecimiento comicnza a proliferar, reforzando [a sugerencia de combinar la fuente de
citocininas, auxinas y controversialmente de giberelinas, ya que trabajos realizados con esta ultima
fuente ha cncontrado que resulta desfavorable o  sin cfecto(Solorzano, 1983, Mora,
1991,0rtiz, 1986), coincidiendo en la importancia que presenta la incorporacion de citocininas

para inducir organagenesis(Wang y Hu, 1982 Lozoya,1992))
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Cuadro 12. Efecto de Ias concentraciones de azucarcs exdgenos sobre el numero y tamado de brotes.

Tratannento Caracteristicas Numero de brotes ‘Tamafo de

brotes
1 sacarosa (0 0876 M) 366 262
2 sacarosa (0 0583 M) 266 329
3 sacarosa (0 0292 M) 141 395
4 lactosa (O OR76 M) 025 02s
s lactosa (0 0583 N) oo o0
(3 lactosa (0 0292 M) 025 025
7 glucosa (0.0876 M) 175 4.00
8 glucosa (0 0584 M) 1.25 3258
o glucosa (0.0292 M) 1 50 250
10 manitol (0.0876 M) 0 50 075
1t manitol {0 05843 M) 016 066
12 manitol (0.0292 M) 033 050

Cuadro 13. Anilisis de varianza de Ia variable numero de brotes.

Fv GL sC cm Fc Ft

tratammuento il 217 8541 19 8049 14.2409 178

error 132 183 SR38 1 3907

total 143 4014375




Cuadro 14. Comparacion de medias en numcero de hrotes mediante Ia prueba de Tuakey.
Trat 366a
Trar 2 3660
Trat 7 175b
Trat v 150 be DMSH= 4 uz\[ﬁ?"
Trat 3 141 be
Trat 8 125 be DMSHI= | 57
Trat ¢ 0 50 be
Frat 12 033 be
Trat 4 028 be 5=0.05= 4.62
Trat 6 025 be
trat 11 Ol6c
Trat 5§ 00c

Figura No. 6 Numero de brotes en el establecimiento de papa
c.v. alpha

No. de brotes
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4 5.2 Tamado de brote

La respuesta cn ¢l tamano de brotes, ¢s inversamente proporcional a la concentracion en ¢l
caso de la sacarosa, esto ¢s, a2 mayor concentracion menor longitud, no correspondiendo para la
glucosa quc aumenta su tamano cn tuncion del incremento en la concentracion  Observando
como mejor fuente a 1a sacarosa v en particular a o mvel byjo con una Jongitud de 4 25 cm,
continuando con mcjor respuesta los o1ros dos tratamientos de sacarosa ast como los tratamientos
de glucosa, y presentando diferencra significativa con respecto a los tratarmientos con manitol vy
lactosa, los cuales se encucntran en rangos de 0 a 0 75 cm no encontrando diferencia estadistica
entre cstas dos ultimas fuentes (Figura 7),esta ultima circunstancia pudiera deberse a que la tasa

de crecimiento sc reduce por la alta presion osmotica, produciendo entrenudos cortos (Nelson, ct

al, 1992), ademas de quc cl stress hidrico provoca sintesis de ABA (Harvey et al, 1993)

Cuadro 15. Anilisis de varianza del tamafo de brotes.

Fv GL sC M Fc Ft
Tratxmicnto 11 404 9358 364123 8 1506 1.78
Error 132 596 1875 4 565

Total 143 1001 1233

57




Cuadro.16 Comparaciéon de medias cn tamanoe de brotes mediante In prucha de Tukey.

Teat 3 495 a
Trat. 7 4 00 ab
Trat 2 3 29 abe
Trat. 8 3 25 abed DMSH = 462
Trat 1 2 62 abede
Trat v 2 50 abcde DMSH = 2 8342
Trar 10 075 cde
Trat 11 0 66 cde g5-0.05=4 62
Trat 12 O 50 cde
Trat 4 025¢c
Trat 6 025
Trat $ 00c
Figura No. 7 Tamafno de brotes de papa c.v. aipha.
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4 5 3 Vanables porcentuales

Con respecto a las vanables porcentuales, cabe mencionar algunos datos sobresalientes en
los cuales s¢ presenta que ¢l 100% de explantes tratados con las fuentes de glucosa v sacarosa,
desarrollo raiz, tanto basales como adventicias

La formacion de callo se ubica dentro del rango del S0%» pnncaipalmente este porcentaye lo
aportan los tratamientos de glucosa y sacarosa

Ast masmo la anduccion a tubenzar en el casv de la sacarosa, aunque solo en su
concentracion mayor, situacion que concuerda con Wang v Hu 1982 y Ortiz, 1986

Ademas sc aprecia el desarrollo de brotes axilares, lo que confirma el efecto sinergico que
presentan los reguladores de crecimiento de acuerdo al balance hormonal utilizado BA/AIB (5 1)
(Cruz, 1996, Picnk,

1990), quiencs sugicren que este efecto sc presenta por  la adicion de

citocininas

4 6 Multiplicacion

Debido a quc cn esta ctapa se dan procesos organogenicos y que la finalidad de este
trabajo es la propagacion masiva, se evallo ¢l numero de brotes y tamafo de brotes

4 6 1 Contaminacion

En csta ctapa el porcentaje de contaminacion descendio totalmente al encontrase un 100%

de matcrial libre de contaminacion, esto debido a la procedencia del material, ¢l cual permanecia

libre en cultivo aséptico

59




4 02 Numero de Brotes

Al realizarse ¢l primer subcultivo con la finalidad de proliferar el matenal evaluando las
fuentes y concentraciones de auvinas(cuadro 17 ), Ia fuente suplementada en el trat 4 presento un
promedio de § brotes por explante siendo la mejor respuesta, sin embargo, no presento diferencia
significativa con ol resto de los tratamientos, presentindose la respuesta mas baja en el trat. S con
2 76 explantes por brote, el cual presenta una inhibicion de Ia brotacion mclusive inferior a la
mejor respuesta de la ctapa dJde establecimiento y desarrollo, la cuisl incremento su radio de
proliferacion presentando un promedio de 3 28 en el trat N, 1o que enlo particular(y posiblemente
se pudicra hacer extensivo al resto de los tratamientos) se explica esta tendencia a tncrementar la
tasa de proliferacion en los subcultives se deba a que el explante pernmancce en periodos

prolongados en contacto con ¢l medio, con lo cual desarrolla mecanmismos de habituaciéon que le

permite tener una mejor respuesta a las condiciones i viro, permitiendole tener una mejor

respuesta en la proliferacion (Vicyra, 1994)

uadro 17, Efecto de los reguladores de crecimicento en ol numero v tamafo

[ de brotes en In multiplicacian.
ramasno de brote

numero de brotes

Tratamcento caracteristicas
B BA(O 5) ~ ANA(0 05) 500 446
BA(0 5) +~ AIB(O 1) 4 R4 328
1 sin reg de crec 376 984
2 BA(O 5) 369 307
7 BA(0 5) « AIB(0 05) 3 a6 369
6 BA(0.5) + AIB(0 0O1]) 323 2.84
3 BA(0.5) « ANA(OOD) 3.1s 484
553 J

BA(O 5) + ANA(O 1) 276

(BA, ANA y AIB) cxpresados en mg/L
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Figura No. 8 Numero de brotes en la proliferacién.
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En funcién de los resultados estos se confirman positives al concordar con lo reporstado
reporta como mcejor respucsta 6 brotes por explante a los 70

esta ctapa

por Mora(1991), quien cn
evaluando

dias utilizando yemas axilares de clones provenmientes de cultivo aséptico

concentraciones de ASA suplementando el medio de M S con GAWO 40 mp/l) ~ BA(O Smg/L.) +
ANA(O Ol mg/L)y ASA 107
Asi mismo se cncuentra dentro del rango reportado por Solorzano(1983) quien obtuvo

radios de 4-9 brotes por explante utilizando un medio M.S. con GAs(O 50 mg/l.y + BA(0.25

mg/l.) + ANA(I.0 mg/L) + 3% de sacarosa
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El mismo autor sugiere que con la adicion de ANA a concentraciones mavores que BA se
forman callos en la base del explante, lo que onigino ¢l desarrollo de innumetables brotes apartie
de un solo apice , este hecho puede encontrar fundamento en que la accion princpal de las
auxinas es Ja estimulacion celular y fomentar ¢f desarrollo de callos(Pierik, 1990, Kyte, 1990),
aunque contradictorio con Vieyra(1994) y Cruz(1990) quicnes sugicren que la adicion de las
auxinas en el estableccimiento v proliferacion debe ser en concentraciones bajas en relacion a la
fuente de citocininas para promover lainduccion de brotes

Los resultados sugicren una relacion necesaria de auxina en baja cantidad con citocininas
en mayor proporcion, omitiendo la adicion de giberclinas, lo que se expresa en o tratamiento 4
que presenta ¢l mayor numero de brotes en funcion del tamaflo de callo ef cual presenta un
promedio de 1 20 ¢m de diametro

<4 6 3. Tamaiio dec Brotes

En cuanto a la variable longitud de brote se encuentra que el tratamiento sin reguladores
de crecimiento presento la mejor respuesta promediando 9 B4 cm siendo  significativamente
superior al resto de los tratamicntos que presentan igualdad estadistica entre ellos, con rangos de
2.84 a 4.84, coincidiendo con Solorzano(1983) quien obtiene longitudes con un rango de 3-5
cm,, superado evidentemente por ¢l tratamiento uno ¢l cual coincide con la respuesta obtenida por
Mora(1991) quien reporta un promedio de 8 2 em , situacion que evidencia la influencia en cuanto
a presencia y mancjo de los reguladores de crecimiento como promotores o inhibidores de la

expresidn del crecimiento del explante
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Figura No. 97Tamarv\o de brotes en la proliferacidn.
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4.6 4 Variables Porcentuales
Otras variables porcentuales que se consideran importantes son induccion a enraizamiento

en la cual se observo un promedio de 7 84 raices por explante en ¢l tratamiento uno siendo

estadisti jante con el resto de los tratamientos excepto con el numero 6 y 7 de AIB
que presentan diferencia significativa con un promedio de 1 23 raices por explantc ,cabe
mencionar que el desarrollo de las mismas fue muy intenso inclusive cubriendo la totalidad del
medio., lo cual presenta una mejor respuesta al reporte de Mora(1991) quien reporta una total
inhibicion del desarrollo de raiz, también se coincide con Solorzano (1983) quicn reporta 100%

de brotes con raiz
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En relacion al porcentaje de formacion de callo |, este presenta un promedio de 1 20 cm de
diametro, excepto en cl tratamiento 5 con 0 96 cm de diametro. lo que permite evidenciar a la
auxina ANA como una auxina fuertc en comparacion con ¢l AIB, lo que concuerda con
Margara(1988), y evidencia la necesidad de incrementar la concentracion de AIB para mejorar la
respuesta, también hay que seialar que en todos los tratamientos se presento formacion de callo
con menos respuesta ¢n cl tratamiento uno con un tamano de O 33 cm de diametro lo que indica
un efecto remanente de los reguladores suplementados en la fase anterior, con io que se presento
un 100% de formacion de callo

4.7 Evaluacion de {a Fructosa

Adicionalmente sc considero la utilhizaciéon de fructosa . una quinta fuente de azucar En

esta ctapa no se presento diferencia significativa al realizar ¢l analisis de varianza para los
parametros numero y tamafo de brotes (Cuadro 18)

4.7.1. Contaminacion

Sec presento incidencia de contaminacion a un 33% de unidades contaminadas, lo que
puede deberse a. 1) El medio presenta mayor enriquecimiento en su contenido, 2) cl
microorganismo muto y logro adaptarse a las condiciones prevalecientes, y 3) la que resulta mas
probable, el mancjo tanto del material utilizado(que la infeccion sicmpre haya estado presente y
que solo al hacer contacto la incision en ¢l punto infectado presento efecto), asi como el del

instrumental(mala esterilizacion) y la destreza del trabajador

64



4 7 2 Numero de Brotes

La concentracion que mejor respuesta presento fue of tratamiento dos con un promedio de
5 61 brotes por explante siguiendo el tratamiento tres con 4 69 brotes por explante y con la
respucsta mas baja en el tratamiento uno con <3 53 brotes por explante(figura 10), lo que ratifica a
1a concentracion 0 0584 COMO MeJor respuesta 1anto paca sacarosa como para fructosa ya que no

presenta diferencias significativas cuando son suplementadas con BA(O S mu’ll) + ANA(O OS5

mg/L)

Cuadro 18. Efecto de las concentraciones de fructosa en ¢f numero v tamaio de brotes.

Tratamiento

1
2

3

caraciensncas
fructosa 0 0876 M
fructosa 0 U584 M

fructosa 0 0292 M

numero de brotes tamafio dc brotes
4 83 407
561 376
460 338

Brotes

Figura No. 10 Numero de brotes en 1a evaluacion de fructosa.

T2
Tratamientos.




4 7 3 Tamano de Brotes

La respucsta al evaluar el tamano de brote se pucde apreciar una relacion concentracion-

respuesta, siendo de mayor a menor. 1o gue representa al tratanuento UNO COMo MCJOr respucsta
con 4 07 cm ., siguiendo el tratamiento dos con 3 76 ¢m v con una menor respuesta ¢l tratamiento

tres ¢con 3 38 cm

Figura No. 11 Tamano de brotes en la evaluacion de fructosa.
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4 7.4. Variables Porcentuales
Entre los factores porcentuales se observa un 100%% de enraizamiento sin embargo
disminuyendo en tamafo y numero estimado para fases anteriores, observando una

desdiferenciacion de raiz a brote, conforme al tiempo transcurrido

Se observa ¢l 100%% de formacion de callo y se mantiene ¢l tamafio promedio de 1 2 cm de

diametro coincidiendo con la fase anterior




Adcmas .en esta ctapa sc presento como respucsta sobresaliente la formacion de
microtuberculos, con una relacion concentracion-respucsta, siendo esta de mayor a menor, lo que
representa un 100%% de explantes con tuberizacion en cl tratamiento | y con una tespuesta de 38 y
20 % ¢n las siguientes concentraciones, lo que hace cvidente la diferencia marcada en la induccion
a 1a tuberizacion con concentraciones altas, de azucares exogenos, destacando que con la misma
concentracion molar la sacarosa no indujo tubenzacion, o por lo menos no con la musma
consistencia. situacion que coincide con Solorzano, 1983, Mora 1991 y Oruz 1986 quienes
reportan formacién de tuberculos en la ultima ctapa del cultivo, aunque su reporte no indica un
porcentaje mayor al 70%, hecho que esta ampliamente documentado considerando  que,
botanicamente, los tubérculos son tallos modificados, y que los estimulos externos para que una
yema se diferencie 0 no en un organo de almacenamiento son fotoperiodos cortos, temperaturas
nocturnas bajas y prescencia de sacarosa en ¢l medio 3-10%, aunado a la adicion de citocininas,
tomando en cuenta la respuesta de la variedad a cstos impulsos(Ortiz, 1986, Seabrook, 1993, Wang

y Hu,1982)
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5 -CONCLUSIONES

La utilizacion de fuentes de anicares como glucosa v sacarosa permiticron la obtencion de
lactosa anhibicron el desarrollo de apices

plantas completas a los 00 dias, el manitol v

dicha intubicion no siguidé en la mavorna de los

aunque

provenientes de yemas axilares,
tuberizacion

tratamientos la misma consistencia, ademas ¢s de considerar Ia induccion de fa
ocasionada por la fructosa

La fuente con mejor respuesta a la introduccion y desarrollo de apices fue la sacarosa, que
con la concentracion 0.0584 M presento la mejor obtencion de plantas completas, asi como un
estimulo para la brotacidn cuando se suplemento al medio de proliferacion, asi mismo  Ia

concentracion G 0876 M de fructosa presento la mejor respucsta para la induccion a tuberizar

La adicion de la auxina AIB incrementa su respuesta en funcion de la concentraciéon
utilizada, favoreciendo la formacion de brotes, siguiendo esta un gradiente de menor a mayor,
concentraciones superiores a 0 05 mg/l.  de auxina ANA inhiben la formacion de brotes, siendo
esta misma concentracion ¢l limite de mixima respuesta, mientras que concentraciones de 05
mg/L. de BA estimulan la proliferacién, de tal forma que un balance hormonal de BA10 1ANA

presento la mejor respuesta en la multiplicacton masiva utilizando como fucntes energéticas la

sacarosa y la fructosa
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Los resultados demuestran la importancia de la manipulacion de los estimulos exagenos
(reguladores de crecimiento, suplementacion de azacares), para inducic organogéncsis especitica

i viiro en papa.

La técnica utilizada, puede considerarse de unillidad en la propagacion masiva de matenal
valioso de papa, revalorizando la utilizacion de fuentes alternas de aziicares exogenos como

pl en los medios de cultivo /n vitro.
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