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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum L.) es el cultivo mas importante a nivel mundial,
después del maiz, el trigo y el arroz. Su alto valor nutritivo lo hace un alimento
determinante para garantizar la seguridad alimentaria, ademas de poseer
multiples usos como materia prima en la industria.

El hecho de que la papa se propague vegetativamente a través de su
tubérculo, la hace susceptible a diferentes patdégenos. Los virus, PVX, PVY,
PVA, PVS y PLRV, se perpetuan sistémicamente a través de los tubérculos
causando la degradacion gradual de las variedades, lo cual afecta el
rendimiento y la calidad de la produccidn.

Este trabajo propone una ruta para la obtencién de una poblacion de
plantulas de papa en condiciones in vitro, partiendo de tubérculos-semilla
variedad Fiannas. Para ello se indujo crecimiento a yemas axilares de plantas
de papa crecidas en invernadero, empleando un medio de cultivo con sales
MS, acido giberélico (0.5 mg-L") y sacarosa (25 g-L™"). Mediante subcultivos
periddicos de segmentos uninodales del material vegetal establecido, se
consiguid la multiplicaciéon masiva de plantas, obteniendo al cabo de veintiséis
semanas cerca de 1,000 individuos con una tasa de multiplicacion de ocho
brotes por explante.

Mediante la aplicacién de termoterapia a 35 °C durante tres semanas y
quimioterapia con Ribavirina (20 mg-L™), se detectd tanto en las plantulas in
vitro como ex vitro, una disminucion en el porcentaje de los virus infectantes.
Esto pudo comprobarse mediante la determinacion de los virus X, Y, Sy A de
papa, por DAS-ELISA antes y después de aplicar ambas terapias para la
eliminacién de virus.

Se alcanzo la tuberizacion in vitro partiendo de plantas libres de PVS,
utilizando un medio de cultivo con sales MS, sacarosa (80 g-L™"), BA (5 mg-L™")
y una alta concentracién de gelificante (9 g-L™"); obteniéndose microtubérculos
de entre 50 y 400 mg de peso fresco.

Se mantuvo una coleccion de propagulos limitando su crecimiento, en
medio con sales MS adicionado con sacarosa (20 g-L™), sorbitol (40 g-L") y
agargel (8.5 g-L™).



ANTECEDENTES

. LAPAPA, GENERALIDADES

La papa Solanum tuberosum L., es una herbacea anual de la familia
Solanaceae que produce un tubérculo, la papa misma. Debido a su capacidad
de reproduccion vegetativa mediante este tubérculo, puede comportarse
potencialmente como una especie perenne.

Ocupa un lugar importante en la agricultura, economia y seguridad
alimentaria, en la actualidad constituye el cuarto lugar de los cultivos que
sustentan la nutricion a nivel mundial, después del maiz, el trigo y el arroz, con
una superficie cosechada reportada para el afio 2009 de 18,651,838 hectareas
y una produccion de 329,581,307 toneladas (FAOSTAT, 2009).

Produccién y consumo de papa en México

El cultivo de papa tiene en México gran importancia econdmica, ya que es de
los pocos cultivos que se desarrolla en casi todo el territorio nacional.
Actualmente se cultiva en veintidos estados de la Republica, pero la mayor
parte de la produccion (72%) se concentra en seis estados. Se cultiva tanto en
el ciclo otofo-invierno como en el primavera-verano; tanto en la modalidad de
riego como en la de temporal.

En 2009, la superficie sembrada de papa en el pais fue de 54 mil
hectareas, siendo los estados de Sinaloa, Sonora, Estado de México, Veracruz,
Puebla, Nuevo Leon y Chihuahua, en orden de importancia, los de mayor
superficie ocupada por este cultivo. De ella, se obtuvo una produccién de 1
millon 500 mil toneladas (www.siap.sagarpa.gob.mx).

Los rendimientos de este cultivo son muy dispares entre los diferentes
estados. En 2009, el rendimiento promedio en el pais fue de 27.74 t/ha; entre
los principales estados productores Nuevo Ledn obtuvo el mas alto rendimiento
con 37.4 t/ha, como consecuencia de la implementacion de nuevas tecnologias
agricolas y de la utilizacion de semilla certificada (CONPAPA, 2011). Sin
embargo, el rendimiento promedio nacional de este cultivo supera al

rendimiento mundial, que en ese mismo afo fue de 17.98 t/ha.



A pesar de que la papa se produce casi todo el afio y de su gran valor
alimenticio, el consumo anual en nuestro pais es muy bajo, en 2009 apenas
alcanzé 17.2 kg/habitante, mientras que el consumo promedio anual de este
tubérculo en el mundo es de 31.3 kg/habitante (www.siap.sagarpa.gob.mx;
FAOSTAT, 2008).

Origen y difusién de la papa

La papa es una hortaliza originaria de América. Las evidencias han mostrado
que la zona con mayor diversidad genética de papa cultivada, se encuentra
entre la cordillera blanca de los Andes centrales de Peru y las vecindades del
lago Titicaca, al noroeste de Bolivia, en donde podria encontrarse el punto de
origen de su domesticacion. Esta zona de las altiplanicies andinas, ubicada
entre los 3,000 y 4,000 metros de altitud, es el unico sitio en el que se pueden
apreciar las nueve especies cultivadas reconocidas de este tubérculo. Sin
embargo, la diversidad bioldgica no se limita a las especies cultivadas, existe
un complejo grupo de especies silvestres no comestibles (alrededor de 220)
distribuidas en estado natural en una amplia zona que va desde la regidn
suroeste de los Estados Unidos (Nebraska y Colorado) hasta Chile (Lujan-
Claure, 1996).

Antes que la papa, llegé a Espaia la batata o camote proveniente de las
Antillas o México, es por ello que a la llegada de la papa, entre los afios 1565 y
1570 y por tratarse de una planta que también producia tubérculos
subterraneos, le llamaron "patata". De Espana la papa pasé al resto del
continente, a Inglaterra llegd en 1590. Entre los primeros en apreciar la papa
como alimento estuvieron los marineros, que se proveian de tubérculos para
consumirlos durante sus largas travesias, fue asi como la papa llego a la India,
China y Japon a principios del siglo XVII. La papa también recibié gran acogida
en Irlanda, donde resulté adecuada para el clima fresco y el suelo humedo. Los
emigrantes irlandeses se llevaron este tubérculo a América del Norte a
principios del siglo XVIII. Mas tarde (1845-1847), cuando la papa ya era
reconocida como cultivo que proporcionaba seguridad alimentaria, ocurrié una
destruccidon masiva de los cultivos europeos, principalmente de Irlanda, a
causa del oomiceto Phytophthora infestans, provocando una hambruna que
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maté a un millon de personas. Esta catastrofe motivd la busqueda de
variedades mas productivas y resistentes a las enfermedades, produciéndose
en Europa y América del Norte muchas de las modernas variedades que
sentaron las bases de la enorme produccion de papa en ambas regiones
durante la mayor parte del siglo XX, difundidas a todo el mundo gracias al

colonialismo y la emigracion europea (FAO, 2008; Lujan-Claure, 1996).

Contenido nutricional
La papa posee un gran contenido de carbohidratos. Recién cosechada,
contiene un 75% de agua y un 25% de materia seca, de la cual cerca del 80%
esta constituida por almidon. El contenido de proteina de la papa es analogo al
de los cereales, el cual es muy alto en comparacién con otras raices y
tubérculos.

Las papas contienen abundantes micronutrientes, especialmente vitamina
C; una papa de 150 gramos, consumida con piel, aporta casi la mitad de las
necesidades diarias del adulto (100 mg). La papa contiene una cantidad
moderada de hierro, pero su gran contenido de vitamina C fomenta la
absorcion de este mineral. Ademas, este tubérculo tiene vitaminas B1, B2 y B3,
y minerales como potasio, fosforo, calcio y magnesio. También contiene
antioxidantes, fibra y muy poca grasa; todo esto lo convierte en un alimento
muy saludable (FAO, 2008).

Usos

Uno de los primeros usos que se le dio a la papa fue como alimento para el
ganado. En la actualidad se destina principalmente a la alimentacién humana
como producto fresco. Sin embargo, su consumo como alimento procesado, ya
sea frita, congelada, en puré, deshidratada o en hojuelas, ha ido adquiriendo
cada vez mas importancia.

La industria alimentaria utiliza la harina de papa, que no contiene gluten
pero si abundante almidon, para aglutinar productos compuestos de diversos
tipos de carnes, harinas para pastel, masas, galletas y helado, asi como para
impartir espesor a salsas y sopas. En Europa oriental y en los paises
escandinavos, las papas molidas se someten a tratamiento térmico para
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convertir su almidén en azucares que se fermentan y destilan para producir
bebidas alcohdlicas, como el vodka y aguardientes tipicos de esas regiones
(FAO, 2008).

El almidon de la papa también es ampliamente utilizado por las industrias
farmacéutica, textil, de la madera y del papel, como adhesivo, aglutinante,
texturizador y relleno, es un sustituto 100% biodegradable del poliestireno y se
utiliza, entre otras cosas, para hacer platos y cubiertos desechables. La
cascara de la papa y otros desechos se pueden licuar para obtener etanol apto
para la produccion de combustibles.

En la industria minera y petrolera el almidon también desempefia una
funcion importante como agente floculante, en las minas de potasio, en la
recuperacion de vanadio, en la metalurgia del plomo y del cobre y en las
perforaciones petroliferas.

Por ultimo, ya que el cultivo de papa se multiplica principalmente en forma
vegetativa, es decir, a partir del tubérculo mismo, una parte importante de la
cosecha anual (entre el 5 y el 15%) se destina como semilla, incluso existen
proveedores especializados de "semillas certificadas" libres de enfermedades
(Montaldo, 1984).

Clasificaciéon taxonémica

La papa pertenece a la familia de las solanaceas, del género Solanum,
formado por otras mil especies por lo menos, como el tomate y la berenjena.
S. tuberosum se divide en dos subespecies apenas diferentes: la andigena,
adaptada a condiciones de dias breves, cultivada principalmente en los Andes,
y tuberosum, la que actualmente se cultiva en todo el mundo y se piensa que
desciende de una pequefia introduccidon en Europa de papas andigena,
posteriormente adaptadas a dias mas prolongados (FAO 2008; Rousselle et
al., 1996).



De acuerdo con la clasificacion propuesta por Linneo (1753), la

clasificacién taxondémica de la papa es:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: S. tuberosum

Caracteristicas de la planta de papa

La papa (Solanum tuberosum L.), es una planta dicotiledénea cuyo sistema radical
es de origen adventicio, en verticilo, con raices fibrosas, ramificadas extendidas
y superficiales, que se concentran en un radio de 50 cm del eje central.

El sistema caulinar esta representado por uno o mas tallos erectos que se
originan en las yemas del tubérculo-semilla; estos tallos son suculentos, mas o
menos angulares, con ramificaciones y una altura variable entre 0.5 a 1.0 m.
Las hojas compuestas se disponen alternadamente en los tallos y son de
tamafo medio a grande (10 a 20 cm de largo), con nueve o mas foliolos de
color verde cuyo tamafio es mayor cuanto mas alejados se encuentran del
nudo de insercion, son planos o concavos y con vellosidad variable. Las flores
son de tamafio mediano (2 cm) y dispuestas en una inflorescencia cimosa;
estas flores son hermafroditas, pentameras, con caliz gamosépalo, corola de
color blanco a purpura y cinco estambres de color amarillo que cubren un
ovario bilocular. El fruto producido por autofecundacion, es una baya bilocular
redondeada de color verde que contiene cerca de 200 semillas, muy similar a
un jitomate cherry (Figura 1).

El sistema caulinar presenta un desarrollo subterraneo representado por
numerosos rizomas, mal llamados estolones que se originan alternadamente
en los nudos de los tallos bajo la superficie del suelo. Los rizomas en su
extremo distal forman tubérculos, que después de un crecimiento mas o menos

pronunciado constituyen las papas (Bouzo, 2009).
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Figura 1. Anatomia de la planta de papa
(http://www.potato2008.org/es/lapapa/index.html)

El tubérculo

Bajo condiciones fisioldgicas y ambientales determinadas, los rizomas
experimentan la diferenciacion de tubérculos en la zona préxima a su yema
apical, lo que se evidencia primero por un engrosamiento del primer entrenudo
en alargamiento, ubicado a menudo después de ocho yemas del apice
meristematico. Procesos de division y elongacion celular en esta zona y en los
entrenudos vecinos resultan en la formacion de una estructura de forma
variable segun el cultivar, pero a menudo esférica o eliptica y de peso también
variable, desde unos pocos gramos hasta casi medio kilo de peso. En



tubérculos desarrollados se puede observar un periderma de color variable de
casi blanco a negro, pasando por los colores marron y rojizo mas habituales.
En el periderma se pueden ver las yemas tipicas de un tallo, con la yema apical
ubicada en el extremo distal, y la conexidn o restos del rizoma en el extremo
proximal del tubérculo, ademas, existen orificios que permiten la respiracion,
llamados lenticelas (Figura 2). Internamente, el tubérculo es generalmente de
color blanco amarillento y presenta un gran desarrollo de células de
parénquima del cortex y la médula, las que rodean los haces vasculares y
almacenan una gran cantidad de granos de almidén, componente que

contribuye de manera significativa al valor nutritivo del tubérculo.
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Figura 2. Tubérculo de papa (Bouzo, 2009).

Una vez concluido el periodo de crecimiento, las hojas y tallos de la planta
se marchitan y los tubérculos se desprenden de los estolones. A partir de este
momento, los tubérculos funcionan como depdsitos de nutrientes que permiten
a la planta subsistir en el frio y posteriormente reverdecer y reproducirse. De
acuerdo con el método tradicional de implantacion del cultivo, el tubérculo-
semilla es el érgano responsable de dar origen a una nueva planta y de su
grado de sanidad, asi como de su estado fisiolégico depende en gran parte el
rendimiento final del cultivo (Bouzo, 2009).



Este tubérculo presenta en hojas, tallos y brotes un gran contenido de
glicoalcaloides; solanina y chaconina, compuestos toxicos que actuan como
defensa natural de la planta contra hongos e insectos. Estos se encuentran en
mayor concentracion inmediatamente debajo de la piel y aumenta su contenido
por exposicién a la luz, la cual provoca que las papas adquieran un color verde
debido al aumento de clorofila, lo que también indica un aumento del contenido
de solanina y chaconina, sustancias que no son destruidas mediante la
coccion; es por ello que las papas deben almacenarse en lugares oscuros y
frescos (FAO, 2008).

El cultivo de papa
La papa es una planta que tiene una gran capacidad de adaptacion.

Temperatura. Se trata de un cultivo esencialmente de clima templado, la
temperatura representa la principal limitante para su produccion. Las
temperaturas inferiores a 10 °C y superiores a 30 °C inhiben decididamente el
desarrollo del tubérculo, mientras que la mayor produccién ocurre cuando la
temperatura diaria se mantiene en promedio de 18 a 20 °C. Por ese motivo la
papa se siembra a principios de la primavera en las zonas templadas y a fines
del invierno en las regiones mas calidas; en los lugares de clima tropical
caliente se cultiva durante los meses mas frescos del afio. En algunas tierras
altas subtropicales, las temperaturas benignas y la elevada radiacién solar
permiten a los agricultores cultivar la papa todo el afio y cosechar los
tubérculos a los 90 dias de haberlos sembrado, mientras que en climas mas
frios, como en el norte de Europa, pueden ser necesarios hasta 150 dias.

Suelo. Para la siembra de la planta de papa son recomendables tierras
mullidas que proporcionen un adecuado drenaje y ventilacion, de pH
ligeramente acido. Estas condiciones suelen darse en terrenos arenosos en los
que el pH del suelo oscila entre 5.5 y 7, mientras que en terrenos arcillo-calizos
se llegan a presentar valores de pH iguales o superiores a 8.

Riego. La papa es una planta que requiere humedad abundante y regular,
durante el periodo de intensa tuberizacién puede necesitar hasta 80 m® de

agua por hectarea al dia. Es particularmente sensible a la sequia aunque un



exceso de agua produce disminucion de su riqueza en fécula y favorece el

desarrollo de enfermedades (www.siap.sagarpa.gob.mx).

Fertilizacion. La fertilidad del suelo es un factor muy importante en la
produccion de papa por ser un cultivo de rapido desarrollo y por el hecho de
que su materia seca total esté constituida en un 75 - 80% por carbohidratos. La
sintesis de estos carbohidratos requiere la disponibilidad de nitrégeno, fosforo y
potasio principalmente, y un aporte inadecuado de estos elementos tiene un
efecto directo en el rendimiento del cultivo. Por ejemplo, la carencia de
nitrogeno disminuye el crecimiento del follaje y reduce la cobertura del suelo,
mientras que su exceso puede alargar el ciclo del cultivo e incrementar el
riesgo de enfermedades en hoja.

La demanda de nutrientes a lo largo del ciclo del cultivo es variable,
aproximadamente entre un 40 y un 50% son absorbidos en etapas tempranas,
cuando aun la acumulacién de materia seca es relativamente baja (Bouzo,
2009; Montaldo, 1984).

Factores que afectan el cultivo de papa

El rendimiento del cultivo de papa, como el de la mayoria de los cultivos, esta
influenciado por cambios ambientales, siendo los de mayor impacto la
precipitacion pluvial, la radiacion y la temperatura (Sauceda, 2010). La
contaminacion con agentes quimicos u otro tipo de contaminantes ambientales
también puede afectar el cultivo. Sin embargo, el hecho de que esta hortaliza
se propague vegetativamente a través de su tubérculo la hace muy susceptible
a diferentes patdégenos y plagas de insectos, responsables de importantes
pérdidas econdmicas, llegando en algunos casos a constituir una limitante para
su cultivo.

Las malezas afectan la cantidad y calidad de los cultivos tanto de manera
directa, al competir con las plantas de papa por agua, luz, nutrientes y espacio,
como indirectamente, actuando como hospederos alternativos de muchas
plagas, entre ellas los virus y como alimento para insectos vectores,
permitiendo una rapida dispersion de la enfermedad como indculo primario y

como puente entre estaciones de cultivo (Ormefio y Sepulveda, 2005).
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Principales patégenos del cultivo de papa

Una de las principales limitantes en el cultivo de la papa es la gran cantidad de

patogenos fungicos, bacterianos y virales que la atacan, entre ellos destacan:

HONGOS

RofRa (Spongospora subterranea)

Verruga (Synchytrium endobioticum)

Tizon tardio (Phytophthora infestans)

Pudricion rosada (Phytophthora erythroseptica)
Oidiosis (Erysiphe cichoracearum)

Tizén temprano (Alternaria solani)
Esclerotiniosis (Sclerotinia sclerotiorum)
Pudricidn basal (Sclerotium rolfsii)

Torbo (Rosellinia sp.)

Rizoctoniosis (Rhizoctonia solani)

Pudricion seca y marchitez por fusarium (Fusarium spp.)

Marchitez por Verticillium (Verticillium albo-atrum, V. dahliae)

BACTERIAS

Marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum)

Pierna negra y Pudricion blanda (Erwinia spp.)

Pudricion anular (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus)
Sarna comun (Streptomyces sacbies)

FITOPLASMAS

Punta morada
Escoba de bruja
Bola de hilo

VIROIDES

"Potato Spindle Tuber Viroid" (PSTVd) (Salazar, 1997).
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VIRUS

Enrollamiento de las hojas (PLRV "potato leafroll virus")
Virus Y de la papa (PVY)

Virus A de la papa (PVA)

Virus X de la papa (PVX)

Virus S de la papa (PVS)

Virus M de la papa (PVM)

Moteado de la papa andina (APMV)

Virus latente de la papa andina (APLV)

"Mop-top" de la papa (PMTV)

"Cafico" y "Aucuba" (AMV, PAMV, TRSV, PBRSV, TBRYV)
Amarillamiento de las nervaduras de la papa

NEMATODOS

Nematodos del Quiste (Globodera pallida y Globodera rostochiensis)
Nematodos del Nodulo de la Raiz (Meloidogyne spp.)
Falso Nematodo del Nodulo de la Raiz (Nacobbus aberrans)
Nematodos de la Lesion Radicular (Pratilenchus spp.)
(Ardi y Gutierrez, 1996).
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Il. ENFERMEDADES VIRALES QUE AFECTAN EL CULTIVO DE PAPA

Las enfermedades virales son las responsables primarias de la degeneracion
gradual de las variedades, lo cual se traduce principalmente en la pérdida de
rendimiento. Las mermas en la produccién a través del uso de tubérculos-
semilla de baja calidad a causa de virosis, han provocado pérdidas cuantiosas
en diferentes paises, como consecuencia de la ausencia de medidas de
prevencion adecuadas. En algunos casos sélo causan pérdidas cualitativas,
que de igual manera ocasionan pérdidas econdémicas por la reduccion del valor
de mercadeo de los tubérculos (Salazar, 1997).

Los virus que infectan plantas son particulas infectivas, consideradas
como parasitos intracelulares obligados, se componen generalmente por acido
ribonucleico (RNA) de hebra simple y positiva y s6lo en pocos casos por acido
desoxirribonucleico (DNA) de hebra simple o doble, rodeado por una envoltura
proteica (capside). Estos ingresan a la célula vegetal a través de heridas
causadas por danos fisicos, por el medio ambiente o por la accion de vectores,
que pueden ser insectos, acaros, nematodos y ciertos hongos habitantes del
suelo. Una vez en el citoplasma, el virus se desensambla, replica, traduce sus

mensajeros a proteinas y se moviliza local y sistémicamente (Stange, 20006).

Mecanismos de transmisién de los virus

Los virus no pueden penetrar la cuticula de las plantas, por ello no pueden
transmitirse a través del viento ni del agua; como parasitos obligados que son,
requieren de agentes que los transfieran de las células de plantas infectadas a
las células de plantas sanas para dispersarse con éxito. Se pueden definir tres

vias de transmision:

1. Transmisidn por propagacion vegetativa. Cuando las especies que se
propagan en forma agamica ya sea por bulbos, esquejes, estacas o
tubérculos, son infectadas sistémicamente por virus, éstos se transmiten
con alta eficiencia de la planta madre a la descendencia, permitiendo que
la infeccidn continue de generacion en generacion (Conci, 2004).

La papa se multiplica tradicionalmente a partir de tubérculos-semilla, a

través de los que se transmiten con gran facilidad algunos virus como el
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PVY y PVX, dando lugar a la "degeneracion” de la semilla. Este proceso se
favorece cuando los productores inician el cultivo con tubérculos de la
cosecha anterior, después de varias temporadas esto conduce a una

reduccion gradual en el rendimiento del cultivo.

. Transmisiéon mecanica. Para que se lleve a cabo la transmision mecanica
de virus, se requiere de una herida en la planta infectada y que la savia
infectada penetre al interior de la planta sana. Esto incluye la transmision
por maquinaria y herramienta agricola contaminada, o por las manos de los
operadores, y solo ocurre con virus que alcancen una alta concentracién en
los tejidos epidermales de sus huéspedes y cuyas particulas son muy
estables, entre ellos se encuentran el PVX, el virus del moteado de la papa
andina (APMV), el PVY, y el virus latente de la papa andina (APLV)
(Salazar, 1995).

. Transmisién por vectores. Los virus representan el principal grupo de
patégenos vegetales que necesitan de vectores para diseminarse. Solo
algunos grupos de insectos pueden transmitir virus, como los afidos, la
mosca blanca, trips, y los escarabajos. Los afidos constituyen el grupo mas
importante, debido a los numerosos virus que transmiten. Pertenecen al
orden Homoptera y a la familia Aphididae, se encuentran distribuidos
principalmente en zonas templadas, son insectos pequefios de hasta 4 mm
de longitud, existen adultos alados, que pueden ser transportados con la
ayuda del viento a grandes distancias y apteros, con tendencia a formar
colonias en las partes tiernas de la planta y en el envés de las hojas (Ardi y
Gutiérrez, 1996; Salazar, 1995).

Entre los afidos, el Myzus persicae es el vector mas frecuente y que mas
eficientemente transmite virus en el cultivo de papa. Como la mayoria de
los artropodos y nematodos viruliferos, posee un aparato bucal
comunmente descrito como "perforador-chupador" con el que penetra la
pared celular de la planta, dejando el contenido celular disponible como
alimento. Este mecanismo no siempre dafia la célula vegetal
irreparablemente, lo cual es crucial para la supervivencia del virus que

puede replicarse dentro de la célula en la que es depositado (Gray y
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Banerjee, 1999). Es mediante este mecanismo que se transmiten los virus
mas importantes del cultivo de papa, el PLRV y el PVY.

Existen diferentes formas de transmision de los virus por los insectos, que
varian en el tiempo de adquisicion del virus proveniente de la planta
enferma, en el periodo de latencia o incubacion en el vector y en el tiempo
de inoculacién a la planta sana. De acuerdo a todas estas variantes, los

virus se denominan como:

* No persistentes, estos virus son adquiridos e inoculados en el transcurso
de segundos o minutos, ya que se encuentran en altas concentraciones
en tejidos superficiales de la planta (epidermales y subepidermales); en
el vector, no requieren de un periodo de latencia antes de su
transmision, ni se replican en su interior. No son retenidos por el vector
durante mas de algunas horas, pues el afido pierde rapidamente su
infectividad, a esto se debe que no disipe el virus a grandes distancias,
sino solo entre plantas del mismo campo. También son referidos como
no circulativos, ya que no penetran membrana celular alguna dentro del

vector.

* Semipersistentes, cuando son retenidos en el vector por dias o
posiblemente semanas. Al igual que los no persistentes también son
adquiridos e inoculados rapidamente, no requieren periodo de latencia ni

se replican en el vector. Se consideran también no circulativos.

* Persistentes, una vez adquiridos permanecen asociados al vector por el
resto de su vida. Requieren de periodos largos entre su adquisicion e
inoculacion (de horas a dias) y periodos de latencia de entre un dia y
varias semanas. Son conocidos también como virus circulativos por el
hecho de ser transportados activamente a través de multiples
membranas celulares del cuerpo del vector, para finalmente quedar
integrados en sus glandulas salivales y ser inoculados en el huésped.
Como virus circulativos, pueden a su vez clasificarse en propagativos, si
se replican en el interior de su vector ademas de replicarse en la planta
huésped y en no propagativos, si solo se replican en la planta a la que
infectan, por lo que el vector solo constituye un conducto para
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diseminarse entre los organismos vegetales (Gray y Banerjee, 1999;

Salazar, 1995).
La comprension de la relacién vector-virus, asi como de los factores que se
requieren para la transmisién exitosa del patdégeno al huésped, son muy
importantes para controlar la diseminacidn de enfermedades virales
transmitidas por vectores en los cultivos. Los principales métodos para
lograrlo estan basados en limitar la adquisicion del patégeno por el insecto,
o0 en prevenir la transmision del patdogeno por el vector a los cultivos
susceptibles. El impacto que puedan tener los insecticidas, para controlar la
diseminacion de una enfermedad determinada, depende de las
caracteristicas de transmision del patogeno; éstos solamente son utiles en
el caso de virus transmitidos en forma persistente (PLRV) (Purcell y
Almeida, 2005; Salazar, 1995).

Virus de la papa de importancia econémica

Los virus de mayor relevancia que infectan el cultivo de papa debido a las
pérdidas de rendimiento que ocasionan, son el virus X, el virus Y, el virus A, el
virus S y el virus del enrollamiento de las hojas (Cuadro 1) (Ardi y Gutiérrez,
1996; Naik y Karihaloo, 2007; Salazar, 1995).

Cuadro 1. Virus de la papa, modo de transmision, sintomas y pérdida potencial
de rendimiento del cultivo

g "Potato virus X" (Potexviridae)
Pérdida potencial de rendimiento: 10-20%

TRANSMISION: SINTOMAS:
Por tubérculos Generalmente asintomatico. Amarillamiento foliar,
contaminados, contacto | mosaicos y disminucion en el tamafio de la hoja.
entre plantas y uso de Puede interactuar con PVY y PVA provocando
herramienta mosaicos de sintomas mas severos, asi como de
contaminada. mayores pérdidas de rendimiento.
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e "Potato virus Y" (Potyviridae)
Pérdida potencial de rendimiento: 10-80%
TRANSMISION: SINTOMAS:

Por tubérculos
contaminados, por
contacto y por afidos
(Myzus persicae
principalmente) de forma
no persistente.

PVY? variante mas comun, causa sintomas de
mosaico.

PVY® nervaduras punteadas.

PVY" necrosis en hojas. Infecciones mixtas dan
variantes hibridas (PVYN y PVYN™ ),

PVYN™ necrosis anular en la superficie del
tubérculo.

Infecciones secundarias de mayor severidad que
infecciones primarias. Variedades PVY pueden
interactuar con variedades PVX 'y PVA resultando
en mayores pérdidas.

S "Potato virus A" (Potyviridae)
Pérdida potencial de rendimiento: 15%
TRANSMISION: SINTOMAS:

Por tubérculos
contaminados, por
vectores (Myzus persicae
principalmente) de forma
no persistente.

Mosaico ligero y transitorio, particularmente
presente en clima nublado. Decoloracion de la
parte de la hoja que no contiene venas.
Infecciones secundarias mas severas, con hojas
con relieve, combinadas con apariencia vitrea.
Infecciones mixtas con PVY o/y PVX con sintomas
mas severos.

B "Potato virus S" (Carlaviridae)
Pérdida potencial de rendimiento: 10-40%
TRANSMISION: SINTOMAS:

Por tubérculos
contaminados, por
contacto y por vectores
de forma no persistente.

Aclaramiento del follaje, ahondamiento de venas
en el anverso de la hoja, reduccion del tamafio de
la hoja, manchas necrdticas cafés en hojas.
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e "Potato Leaf Roll Virus " (Luteoaviridae)
Pérdida potencial de rendimiento: 50-90%
TRANSMISION: SINTOMAS:
Por tubérculos Infeccidn primaria. Hojas superiores ligeramente
contaminados y por enrolladas, de color amarillo. La orilla puede

vectores (Myzus persicae | presentar pigmentacion purpura.

principalmente) de forma | Infeccion secundaria. Las hojas de la base estan
persistente. exageradamente enrolladas y endurecidas. La
planta crece mas erecta y con entrenudos mas
cortos. La planta es amarillenta y a veces enana.
En algunas variedades puede haber necrosis
interna del tubérculo.

Control de enfermedades virales

En la actualidad México cuenta con una economia muy activa, que incluye el
intercambio comercial de una gran variedad de productos agricolas. La
importacion de tubérculos-semilla de papa implica un riesgo potencial de
introducir fitopatdogenos, concediéndole mayor importancia a aquellos virus que
aun no se encuentran en el pais, o que estan restringidos a un area limitada
dentro del territorio nacional (cuarentenados). Con la finalidad de prevenir la
diseminacioén de plagas que afecten este cultivo, la SAGARPA (Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion) a través de la
SENASICA (Servicio Nacional de Sanidad Inocuidad vy Calidad
Agroalimentaria) regula y controla los aspectos fitosanitarios relacionados con
la produccion, industrializacidn y movilizacidon de la papa, mediante las normas

oficiales:

NOM-040-FITO-2002, Requisitos y especificaciones para la produccién y

movilizacion nacional de papa comercial.

NOM-041-FITO-2002, Requisitos y especificaciones fitosanitarios para la

produccion de material propagativo asexual de papa (www.senasica.gob.mx).
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El control de las enfermedades virales que afectan el cultivo de papa se
basa principalmente en métodos preventivos, como la eliminacion de las
plantas enfermas del campo en etapas muy tempranas, dejando solo las sanas
hasta la cosecha ("roguing"), la produccién de semilla sana y la resistencia
genética. En la actualidad es posible comenzar un programa con material
completamente sano obtenido por cultivo de tejidos y su posterior multiplicacidon
a través de generaciones sucesivas, evitando o reduciendo la reinfeccidén. Sin
embargo, para poder aplicar efectivamente cualquiera de estos métodos, se
requiere de métodos sensibles y especificos de deteccion de virus, los cuales
ademas deben ser sencillos y de bajo costo. Los métodos serolégicos como
ELISA y las técnicas de hibridacion de acidos nucleicos son comunmente
empleados. Inclusive existen métodos aun mas sensibles como PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa), pero debido a su elevado costo y la necesidad de
infraestructura mas sofisticada, su uso es mas limitado en la deteccidn rutinaria
de los virus que infectan vegetales (Ardi y Gutiérrez, 1996; Salazar, 1995;
1997).

Deteccion de virus por técnicas seroldgicas, ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay)

Los métodos inmunologicos son ampliamente utilizados en la deteccion de
patogenos en areas clinicas, agricolas y ambientales. Utilizan
inmunoglobulinas, que son glicoproteinas presentes en el suero y otros fluidos
animales, producidas en respuesta a un antigeno y que funcionan como
anticuerpos. Un diagnostico inequivoco depende de la afinidad y especificidad
del anticuerpo utilizado, lo que permite realizar la deteccion de bajas
concentraciones de un patégeno.

ELISA es una técnica de laboratorio usada para detectar la presencia de
antigenos o anticuerpos de interés, en una amplia variedad de muestras
bioldgicas. El formato mas comun para la deteccion de patdégenos en plantas
es el de doble anticuerpo o sandwich (DAS ELISA), consiste en adsorber
anticuerpos a las paredes de una placa de plastico (poliestireno), a la que
posteriormente se agregaran extractos de savia de la planta que se desea
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evaluar; si el antigeno esta presente en la muestra éste sera inmovilizado a las
paredes de la placa. Un segundo anticuerpo que reconoce al antigeno
inmovilizado y que tiene unida covalentemente una enzima, es agregado
posteriormente. Al aplicar un sustrato cromogénico, utilizado por la enzima
conjugada al segundo anticuerpo, se revela la presencia del complejo
"anticuerpo-antigeno-anticuerpo+enzima" mediante el cambio de color, que
puede ser cuantificado por medio de la determinacion fotométrica del color
desarrollado por el sustrato hidrolizado. La intensidad de color de las muestras
positivas depende de manera directa de la concentracion de antigeno presente
y capturado. Los pozos con muestras negativas permanecen incoloros debido
a que no reaccionan con el sustrato (Rosales, 2002).

Entre las caracteristicas mas relevantes de los métodos de
inmunoadsorcion enzimatica para la deteccion de virus patégenos de plantas,
estan su elevada sensibilidad para la deteccion de un gran namero de virus
morfolégicamente diferentes, tanto en soluciones purificadas, como en
extractos herbaceos y cultivos de plantas infectadas; su especificidad, rapidez,
y la posibilidad de estimar cuantitativamente la concentracion viral presente
(Figura 3) (Clark y Adams, 1997; Khan et al., 2003; Valenzuela et al., 2003).
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El anticuerpo especifico para el virus que
se desea detectar, es adsorbido en una
superficie sélida de poliestireno

(microplaca). v v v

El virus presente en la muestra a
examinar, es selectivamente atrapado e
inmovilizado por el anticuerpo adsorbido

en la microplaca. v v v

g E
El virus atrapado reacciona con otro /Q ?E
anticuerpo, al cual se le ha ligado a una E
enzima.
La enzima ligada al anticuerpo, que ahora = O E O
forma un complejo con el virus y el VE )
anticuerpo atrapado a la superficie de la E %V
microplaca, reacciona con su sustrato, que
es adicionado, desarrollando un 0 bl
compuesto colorido cuya intensidad es v v
posible cuantificar. v

Figura 3. Pasos involucrados en la técnica de ELISA
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lll. CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) puede definirse como un conjunto de
técnicas que permiten el crecimiento y desarrollo de células, tejidos u 6rganos
aislados de la planta madre, empleando medios nutritivos artificiales, en
condiciones asépticas. La capacidad de las células cultivadas de proliferar y
organizarse para formar cultivos y eventualmente desarrollar una planta
completa es denominada totipotencia (George et al., 2008; Khachatourians et
al., 2002). Este atributo sélo esta presente en las células de tejidos jévenes y
meristemos, y puede presentarse en algunas células diferenciadas, pero no en
aquellas que han completado el desarrollo de estructuras especializadas
(George et al., 2008; Loyola y Vazquez, 2006).

El cultivo de tejidos se ha convertido en una herramienta fundamental
para la biotecnologia moderna, sus aportaciones practicas van desde estudios
tedricos sobre fisiologia y bioquimica vegetal, hasta la obtenciéon de plantas
libres de patdgenos, la propagaciéon masiva de individuos seleccionados, la
conservacion de germoplasma, la produccidn de metabolitos secundarios y el
mejoramiento genético mediante la induccion de mutaciones, seleccion in vitro,

e introduccion de genes (transformacion genética), etc. (Pérez-Ponce, 1998).

Establecimiento de cultivos de tejidos vegetales in vitro

Para llevar a cabo el establecimiento de un cultivo de células o tejidos
vegetales es necesario considerar diversos factores que variaran de acuerdo
con el objetivo que se persiga. Es importante enfatizar que el uso de CTV para
ser aplicado en la agricultura, debe lograr como producto final la regeneracién
de plantas completas (Roca y Mroginski, 1991).

Explante: Todo cultivo de tejidos parte de material vegetal que puede
obtenerse de una porcion de tejido, de organos, o de plantas completas. Su
eleccion estara determinada por el propdsito del cultivo y la especie vegetal
utilizada. La respuesta de los explantes cultivados puede variar notablemente
de acuerdo con su estado de desarrollo, su tamafio y la edad ontogénica de los

mismos (Roca y Mroginski, 1991; George et al., 2008).
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Debido a que el cultivo se inicia en un medio nutritivo favorable para el
crecimiento del explante, y para el crecimiento de microorganismos (bacterias,
hongos), éste debe establecerse y mantenerse en condiciones asépticas,
evitando asi la competencia adversa entre contaminantes y el material vegetal
que se desea desarrollar en condiciones in vitro. Para lograr dichas
condiciones, es necesario tratar el material vegetal con diversos quimicos que
eliminen los microorganismos superficiales, esterilizar las herramientas
necesarias para la diseccion del explante, asi como los recipientes y el medio
nutritivo en los que se desarrollara el cultivo. El aislamiento y transferencia del
explante se lleva a cabo en campanas de flujo laminar, en las que los

microorganismos puedan ser excluidos (George et al., 2008).

Medio: EIl material vegetal s6lo puede crecer en condiciones in vitro cuando se
provee de un medio especializado que consiste en una solucion de sales, esto
aunado a vitaminas, aminoacidos y una fuente de carbohidratos (comunmente
sacarosa) para reemplazar el carbon que la planta, en condiciones normales,
fija de la atmdsfera mediante fotosintesis (Roca y Mroginski, 1991; George et
al., 2008).

Las formulas salinas basales de las soluciones de cultivo, suministran los
elementos inorganicos necesarios para el desarrollo de una planta completa,
tanto los macronutrientes (N, K, Ca, P, Mg y S), los cuales desempefian
funciones esenciales en el desarrollo de las células vegetales, como
fotosintesis, respiracion y sintesis de biomoléculas; como los micronutrientes
(Fe, Ni, CI, Mn, Zn, B, Cu y Mo) que se requieren en cantidades muy pequefias
y contribuyen principalmente en la regulacion enzimatica, en la sintesis de
clorofila y la funcion de los cloroplastos. Estos nutrientes son absorbidos por las
células vegetales, como cationes (Ca**, Mg®* y K*), el nitrégeno es absorbido
principalmente en la forma de nitrato (NO3;) o de amonio (NHs), el fosforo
como fosfato (HPO,* y H,POy4) y el azufre como sulfato (SO42).

Los aminoacidos proporcionan a las células de la planta una fuente de
nitrogeno disponible de manera inmediata, pueden adicionarse al medio de
cultivo para satisfacer los requerimientos de nitrdgeno reducido,

particularmente en aquellos que carecen de iones amonio. Son frecuentemente
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utilizados glutamina, asparagina, alanina, glicina y prolina; todos ellos en su
forma L- que es la unica biolégicamente activa. En ocasiones es necesario
adicionar vitaminas al medio de cultivo debido a que cuando las células y
tejidos vegetales crecen en condiciones in vitro, algunas vitaminas esenciales,
que normalmente son sintetizadas enddégenamente, son sintetizadas pero en
cantidades inferiores a las 6ptimas; principalmente son empleadas tiamina (B1),
acido nicotinico (Bs), piridoxina (Bg), pantotenato de calcio (Bs) y mio-inositol
(George et al., 2008).

Algunos medios de cultivo son suplementados con una variedad de
extractos organicos que contienen constituyentes de naturaleza poco definida,
como caseina hidrolizada, leche de coco, extractos de levadura o malta, etc.
Estos no son muy recomendables debido a que la calidad y cantidad de sus
constituyentes pueden variar con la edad del tejido del cual proviene el
extracto, lo cual afecta la reproducibilidad de los resultados; por ello se tiende a
remplazarlos con otras sustancias organicas como aminoacidos (Razdan,
2003).

El crecimiento y desarrollo de los cultivos también depende de la
administracion de reguladores de crecimiento al medio, éstos son componentes
que a muy baja concentracion son capaces de modificar el crecimiento o la
morfogénesis del cultivo. Entre los reguladores de crecimiento se encuentran
auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico, etc.

De acuerdo con el objetivo que persiga el cultivo, es necesario mantener
un balance apropiado entre auxinas y citocininas en el medio, para ello es
importante considerar las concentraciones enddgenas presentes en el
explante, lo cual dependera a su vez de la especie, el tipo de explante
empleado y la edad del organismo del que proceda el explante (Pérez-Ponce,
1998; Sathyanarayana y Varghese, 2007). En CTV las auxinas intervienen en
la division, el crecimiento y la diferenciacion de las células, inducen la
elongacion celular debido a que aumentan la plasticidad de la pared y la
penetracion de agua, participan en el desarrollo y crecimiento de brotes, raices
y callos. Mientras que el principal papel las citocininas, es promover la division
celular, la modificacion de la dominancia apical y la diferenciacion de los brotes
(Pérez-Ponce, 1998; Sathyanarayana y Varghese, 2007).
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El caso de las giberelinas es mas complejo, ya que en algunas especies
estas hormonas son requeridas para estimular crecimiento y en otras para
inhibirlo, incrementan el crecimiento de cultivos celulares a baja densidad,
promueven el crecimiento de callo, e inducen plantas enanas o achaparradas a
alargarse. GAs es la giberelina empleada mas comunmente. El acido abscisico
estimula o inhibe el crecimiento de callo, dependiendo de la especie (Razdan, 2003).

La adiciébn de un agente gelificante permite la solidificaciéon parcial del
medio de cultivo, lo cual le puede conferir atributos particulares en cuanto a la
disponibilidad de nutrientes, reguladores de crecimiento y productos de
desecho del metabolismo (George et al., 2008).

Tanto los componentes del medio del cultivo como el tipo y concentracion
de reguladores de crecimiento empleados, repercuten directamente en el
abastecimiento de nutrientes y sustancias necesarias para el desarrollo de

células, tejidos u 6rganos (Mejia-Mufioz et al., 2006).

Incubacion: Una vez iniciados los cultivos, son colocados en ambientes con luz,
temperatura y humedad controladas. Comunmente se utiliza un ciclo de
fotoperiodo de 16 horas luz por 8 horas de oscuridad, el cual se logra empleando
lamparas fluorescentes. En cuanto a la temperatura, entre 25 y 28 °C son
adecuados para el establecimiento de cultivos (Roca y Mroginski, 1991;
George et al., 2008).

Cultivo de tejidos vegetales en la propagacion de plantas

El objetivo de la propagacién de plantas via cultivo de tejidos, también llamado
micropropagacion o clonacion, es reproducir plantas de manera vegetativa, a
gran escala y en espacios reducidos, creando una poblacién en donde todos
los individuos presenten la misma constitucion genética que la planta madre.

Existen tres vias para llevar a cabo la micropropagaciéon de plantas:

* Partiendo de brotes, yemas o meristemos pre-existentes a los que se
induce crecimiento y proliferacion.

* Mediante induccion de nuevos brotes, a partir de 6rganos de la planta
madre siguiendo la ruta organogénica (caulogénesis o rizogénesis). La

organogeénesis puede ocurrir directa o indirectamente.
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* A través de la formacion de embriones somaticos que pueden
posteriormente desarrollar plantulas. De igual manera, la embriogénesis
puede ocurrir de manera directa o indirecta (Roca y Mroginski, 1991;
George et al., 2008).

Tanto la organogénesis como la embriogénesis indirecta van
acompafadas de una fase previa a la regeneracibn de estructuras
especializadas u 6rganos. Esta, es una fase de proliferacion de masas
celulares desorganizadas e indiferenciadas llamadas callo, su formacioén in vitro
se induce bajo el estimulo de reguladores de crecimiento tanto enddgenos,
como de aquellos adicionados al medio de cultivo; de este modo, el
metabolismo de las células del explante es modificado y comienzan una activa
division, revirtiendo los procesos de diferenciacion y especializacion que
hubieran presentado en la planta intacta y dando origen a este nuevo tejido,
compuesto por células meristematicas sin especializacion alguna. En el caso
de micropropagacion, no es favorable optar por procesos morfogenéticos
indirectos, ya que la formacion de callos constituye un riesgo de obtener
variacion e inestabilidad genética en los individuos regenerados (Roca y
Mroginski, 1991; George et al., 2008).

Las ventajas mas sobresalientes que ofrece la micropropagacién sobre
los métodos tradicionales de propagacion son:

* Obtencion de gran numero de plantulas libres de enfermedades,
partiendo de una sola planta, en un periodo corto de tiempo.

* La propagacion puede llevarse a cabo durante todo el afio, ya que las
condiciones ambientales se pueden controlar artificialmente.

* El material de propagacion puede mantenerse en un espacio reducido
(Naik y Karihaloo, 2007).

Murashige (1974) propuso tres etapas fundamentales para micropropagar
eficientemente una especie; estos pasos fueron ampliados mas adelante por
Debergh y Maene (1981) quienes afadieron dos mas a este proceso, adoptado
tanto por laboratorios de investigacion como por laboratorios dedicados a la

micropropagacion comercial (Pérez-Ponce , 1998).
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Etapa 0: Seleccion y preparacion de la planta madre

Para el establecimiento de un esquema de micropropagacion exitoso, es de
vital importancia seleccionar adecuadamente, o en algunos casos hacer crecer
en invernadero, la planta donadora, ya que de su estado fisiologico y
fitosanitario dependera la calidad del explante. Dependiendo de su
procedencia, las plantas donadoras deberan mantenerse en cuarentena o bajo

un programa fitosanitario previo.

Etapa |: Establecimiento de cultivos axénicos

Esta etapa consiste en la introduccidon del explante aislado y superficialmente
desinfectado en el medio de cultivo, de tal manera que se logre una respuesta
apropiada, ya sea crecimiento o formacion de callo. En algunos casos se
pueden utilizar antibiéticos en el medio de cultivo para eliminar contaminantes

superficiales adquiridos durante la diseccion del explante.

Etapa lI: Proliferacion

Durante esta etapa el objetivo es inducir la multiplicacion de 6rganos y
estructuras capaces de originar plantas completas a través de la formacion de
brotes axilares, brotes adventicios, embroides, etc. Estos brotes, llamados
también propagulos, pueden ser a su vez separados y transferidos a medio
fresco en repetidas ocasiones para maximizar la poblacion. En esta etapa no
sb6lo es determinante el numero de propagulos a obtener, sino su calidad
genética ya que es en esta fase en la que se pueden producir variantes

somaclonales.

Etapa lll: Preparacidon para el crecimiento en su ambiente natural

Es el paso previo a la transferencia a suelo. En esta etapa es necesario inducir
la elongacion y enraizamiento de los brotes propagados, a fin de que
comiencen la absorcibn de nutrientes al trasplantarse a un sustrato
enriquecido, con menor concentracion de sales minerales, mayor
concentracion de sacarosa y un balance hormonal con ausencia o menor
proporcion de citocininas y mayor de auxinas. Es posible efectuar este proceso

ex vitro, esto puede proporcionar ventajas practicas y econdmicas.
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Etapa IV: Aclimatizacion

Durante el cultivo in vitro las plantas crecen bajo un ambiente con alta
humedad relativa, baja intensidad luminosa, temperatura constante, escaso
intercambio gaseoso y medios ricos en compuestos organicos. Estas
condiciones provocan cambios en la morfologia y fisiologia de las plantulas,
presentan tallos mas delgados, menor cantidad de ceras cuticulares, reduccion
de los tejidos mecanicos de soporte, incremento del contenido de agua en las
células, escasa capacidad fotosintética, estomas con baja funcionalidad y
crecimiento heterotrofo. Para procurar un retorno gradual a las caracteristicas
naturales, las plantas obtenidas in vitro se transplantan a recipientes con suelo
estéril y se cubren con peliculas plasticas que se perforan gradualmente hasta
quedar eliminadas por completo, durante esta fase de endurecimiento las
plantas se riegan preferentemente con medio de cultivo diluido al 50% que
posteriormente se sustituye por soluciones nutritivas menos complejas. El
incremento de la intensidad luminosa, asi como de la concentracion de CO, de
manera paulatina, han sido empleados con buenos resultados para aumentar
su adaptacion a las condiciones de campo. Esta etapa es crucial para la
supervivencia de las plantas una vez que se transfieran a su ambiente natural y
del resultado de ésta dependera en gran medida la calidad final de las plantas
y la eficiencia total del proceso (Roca y Mroginski, 1991; Pérez-Ponce, 1998;
Loyola y Vazquez, 2005; Sathyanarayana y Varghese, 2007; George et al.,
2008).
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IV. MICROPROPAGACION DE PLANTAS DE PAPA LIBRES DE VIRUS

La aplicacion de las herramientas biotecnoldgicas en el cultivo de papa, ofrece
un gran potencial del cual nos podemos beneficiar enormemente, desde la
propagacion masiva a gran escala de material sano, la eliminacién de virus
contaminantes, la produccion de semilla-tubérculo, la obtencién de plantas
transgénicas para la produccion de variedades que posean altos rendimientos,
calidad y resistencia a enfermedades, el mantenimiento de germoplasma,
hasta la conservacion de la diversidad bioldgica, sin considerar las numerosas
areas de investigacion en las que se puede incursionar para ampliar el

conocimiento de este cultivo (Gémez et al., 1997; Vetia et al., 2008).

Micropropagacion de papa

En contraste con la propagacion convencional de la papa a través de sus
tubérculos, lo cual representa bajos indices de multiplicacion con intervalos de
entre 1:4 y 1:15 (Rabbani et al,, 2001), la micropropagacion es una técnica
alternativa que ofrece una rapida multiplicacién masiva de la planta, ademas de
ser confiable en términos del mantenimiento de la integridad genética de los
clones multiplicados (Badoni y Chauhan, 2009).

Las condiciones necesarias para una regeneracion eficiente, varian entre
células de la planta y tejidos, asi como entre especies y variedades. La
formacion de brotes y raices depende principalmente del in6culo inicial o
explante, y de la composicion del medio de cultivo, incluyendo los reguladores
de crecimiento con que sea suplementado el mismo (Hamdi et al., 1998).

Explante. La papa ha mostrado una gran plasticidad en su desarrollo, haciendo
posible la regeneracion de plantas enteras a partir de diferentes fuentes de
explantes: segmentos nodales de tallo y hojas, ya sea desarrolladas in vitro o
ex vitro (Visser et al., 1989; Hamdi et al., 1998), discos de tubérculo (Ishige et
al., 1991; Hamdi et al, 1998) y discos de microtubérculo (Snyder y Belknap,
1993; Hamdi et al., 1998). Para poder incrementar la eficiencia de este
proceso, es fundamental determinar el tipo de explante que mejor responda, de acuerdo

con la variedad que se desea propagar.
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Es muy importante, en la medida de lo posible, la seleccion de individuos
sanos, como donadores de explantes, para ello es conveniente realizar
pruebas de ELISA y asi asegurar la sanidad del material vegetal con el que se
va a iniciar la propagacion de plantas.

El cultivo de segmentos nodales, en el cual las yemas apicales y axilares
crecen formando plantas nuevas al cabo de tres semanas de haberse
sembrado, es predominantemente utilizado para la multiplicacién. Estas plantas
pueden a su vez ser subcultivadas en medio fresco hasta obtener el numero
deseado de individuos. Es frecuente que después de dos o mas subcultivos
aumente el numero de yemas que se producen a partir de un explante. Sin
embargo, no es aconsejable mantener el material indefinidamente en etapa de
multiplicacion, pues aumenta el riesgo de que ocurran cambios genéticos.
Debido a esto, de diez a doce seria el numero maximo de subcultivos sugerido
(Conci, 2004).

Medio de cultivo. El medio de cultivo utilizado para la rapida multiplicacion de

plantas de papa es la formula de Murashige y Skoog (medio MS), desarrollada
en 1962 para el crecimiento 6ptimo de callo de tabaco. Este medio favorece la
supervivencia y la tasa de desarrollo de los in6culos y esta caracterizado por su
alta concentracién de sales, particularmente de iones potasio, amonio y de mio-
inositol, que repercuten en el abastecimiento de nutrientes y sustancias
necesarias para el desarrollo de células, tejidos y érganos (Mejia-Mufioz et al.,
2006).

Para prevenir la contaminacion bacteriana de los cultivos, asi como para
eliminar bacterias sistémicas, es comun incorporar antibiéticos en el medio de
cultivo. Entre otros, la cefotaxima ha sido utilizada con éxito para estos fines
(Lizarraga et al.,1991).

Requladores de crecimiento. La regeneracion de brotes requiere la presencia
de concentraciones y combinaciones apropiadas de reguladores de crecimiento
en el medio de cultivo. Se ha demostrado que los requerimientos hormonales
para que la organogénesis in vitro se lleve a cabo eficientemente son altamente
dependientes del genotipo, variando entre especies y entre variedades de una misma
especie (Hamdi et al., 1998; Sarker y Mustafa, 2002; Jiménez et al., 2009).
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La relacion auxina-citocinina es de vital importancia en la organogénesis,
sin embargo, algunos autores han citado la necesidad de utilizar giberelinas
para que la regeneracion se lleve a cabo eficientemente (Jiménez et al., 2009).
En la literatura se encuentran reportadas diferentes combinaciones vy
concentraciones de reguladores de crecimiento, utilizadas en la regeneracion
de diversas variedades de papa. Podemos encontrar trabajos en los que se
utilizé acido naftalenacético (ANA), como fuente de auxina responsable de una
rapida respuesta morfogenética cuando se ocupd en bajas concentraciones
(Jiménez et al., 2009), o como promotor del aumento de la formacién de callo
(Yasmin et al., 2003; Mejia-Mufioz et al., 2006), asi como protocolos en los que
la presencia de auxinas en el medio no fue requerida para el desarrollo
morfogenético del explante (Gomez et al., 1997; Sarker y Mustafa, 2002).

La influencia de la zeatina (Z) y la zeatina ribdsido (ZR) ha sido destacada
en varios trabajos, acelerando la formacion de yemas y promoviendo la
formacion de brotes. Sus efectos estan estrechamente ligados al nivel de
auxina presente en el medio (Hamdi et al., 1998; Jiménez et al., 2009). Otros
estudios reportan exitosamente 6-bencilaminopurina (BA) como citocinina en el
medio de cultivo (Rabbani et al., 2001; Yasmin et al., 2003; Mejia-Mufioz et al.,
2006). La presencia de acido giberélico (AGs), estimula la iniciacion y formacion
de tallos adventicios, asi como también actua intensificando la respuesta de
otros reguladores, favoreciendo asi la organogénesis (Rabbani et al., 2001;
Yasmin, et al., 2003; Jiménez et al., 2009).

Eliminacién de virus

El control efectivo de insectos en los campos de cultivo de papa es una labor
extremadamente dificil, y por tanto, la diseminacion de enfermedades
sistémicas mediante insectos es practicamente inevitable. Las elevadas
probabilidades de que las plantas adquieran infecciones virales, hace que los
meétodos convencionales de produccion de tubérculos sanos sean impracticos,
(Wang y Hu, 1982).

Una larga lista de especies han sido liberadas de virus a través de la
regeneracion de plantas in vitro. El sistema mas frecuentemente utilizado y con
mayores éxitos es el cultivo de meristemos, suplementado en muchos casos
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por tratamientos de termoterapia y quimioterapia. Algunos ejemplos se

muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Ejemplos de especies liberadas de virus mediante técnicas in vitro

Especie Virus Técnica Cita
Albaricoque . Cultivo de yemas | Koubouris et
(Prunus armeniaca L.) Plum pox virus (PPV) + termoterapia al., 2007
Cafa de azucar Virus del mosaico de la cafia Cultivo de Naz et al.,
(Saccharum officinarum L.) | de azucar (SCMV) meristemos 2009

Uva (Vitis vinifera L.)

Ajo (Allium sativum L.)

Grapevine fanleaf virus
(GFLV)

Onion yellow dwarf virus
(OYDV)

Leek yellow stripe virus
(LYSV)

Quimioterapia
(Ribavirina)

Cultivo de yemas
+ termoterapia

Weiland et al.,
2004

Torres et al.,
2000

Carnation latent virus (CLV)
Shallot latent virus (SLV)

Arracacha virus B (AVB)
Papaya mosaic virus (PapMV)
Ullucus mild mottle virus
(UMMV)

Termoterapia +
quimioterapia
(Ribavirina)

Fletcher &

Oca (Oxalis tuberosa) Fletcher, 2001

Cultivo de meristemos

El cultivo de meristemos representa un método reproducible y econémicamente
factible, para la produccion de plantas libres de patdégenos. Esta técnica fue
aplicada por primera vez para la erradicaciéon de virus en dalias hace unos
sesenta afnos, por Morel y Martin (1952).

El meristemo es el punto activo de crecimiento del apice de la raiz o del
brote de una planta, es una zona pequefa, compuesta de células en continua
division. EI domo de la yema apical contiene las verdaderas células
meristematicas y esta rodeada por primordios foliares y hojas primarias.

Los virus en la planta no estan uniformemente distribuidos. En las
infecciones sistémicas algunos estan limitados al floema o a pocas células
parenquimaticas adyacentes; otros involucran a todas o casi todas las células

de la planta. Existen otros virus que dejan sectores de tejidos sin infectar y solo
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unos pocos invaden los tejidos meristematicos. Esto puede tener diversas
explicaciones:

* ElI floema, el sistema vascular a través del cual se distribuyen
sisttmicamente los virus, no se encuentra desarrollado en la region
meristematica, por lo tanto, el avance lo llevan a cabo solamente a través
del movimiento célula a célula, lo cual evita o aminora la invasion en esta
zona de la planta.

* La elevada actividad metabdlica durante la mitosis y el alto contenido de
auxinas en el meristemo, pueden inhibir la multiplicacion viral, interfiriendo
con el metabolismo del acido nucleico del virus.

* La existencia de un sistema que inactive los virus, con mayor actividad en
la region apical, que en ninguna otra parte de la planta. (Lizarraga et al.,
1991; Conci, 2004; Naik y Karihaloo, 2007)

El aislamiento en condiciones asépticas de la porcion apical (0.1 - 0.5 mm),
y su cultivo en un medio nutritivo adecuado e igualmente aséptico, permite el
desarrollo de plantulas. Este procedimiento es necesario realizarlo con la
ayuda de herramientas de diseccion finas y bajo un microscopio
estereoscopico, su diseccidon y manipulacién requiere de un alto grado de
experiencia del personal que lo va a realizar y el crecimiento de las plantas
puede llevar mas de cuatro meses En general, mientras mayor sea el tamafio
del tejido aislado, mayores son las probabilidades de su sobrevivencia en
condiciones in vitro, sin embargo, mientras mas pequefio sea el meristemo
aislado, mayores seran las probabilidades de ser liberado de la presencia de
virus (Wang y Hu, 1980). Todo esto ofrece como resultado, un bajo porcentaje
de plantas regeneradas libres de virus, por lo que se recurre a la combinacién
de esta técnica con termoterapia o quimioterapia, para incrementar las
probabilidades de obtener plantas libres de virus.

Como es de esperarse, tanto el medio de cultivo como los reguladores de
crecimiento utilizados para el cultivo de meristemos, son cruciales para una
regeneracion de plantas exitosa, aunque no podemos dejar de lado el genotipo
del material vegetal empleado (Badoni y Chauhan, 2009).

Existen otras aplicaciones atractivas del cultivo de meristemos, entre ellas
estan la conservacidon de germoplasma a baja temperatura, o criopreservacion.
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Termoterapia
La replicacion de varios virus vegetales se reduce significativamente cuando la

planta huésped, crece a elevadas temperaturas, es posible que esto ocurra
debido a una interrupcion en la actividad de las proteinas involucradas en el
movimiento célula a célula de los virus, a través de plasmodesmos (Naik y
Karihaloo 2007); otra explicacion a este fendmeno es la degradacion de la
cubierta que protege el acido nucleico del virus, compuesta por muchas
subunidades de proteina, a altas temperaturas la union entre estas
subunidades se debilita, permitiendo el ataque de las nucleasas presentes en
la célula vegetal (Lizarraga et al.,1991).

La termoterapia aplicada a la planta entera, o a los tubérculos ya
brotados, seguida por cultivo de meristemos, ha sido exitosamente utilizada
para la eliminacion de muchos virus de papa, especialmente del virus del
enrollamiento de la hoja (PLRV).

Un ejemplo de esta técnica, es el procedimiento estandar empleado en el
Centro Internacional de la Papa (CIP). La planta es "decapitada" antes de ser
tratada con termoterapia, de tal manera que las yemas axilares se encuentran
creciendo mientras se aplica un régimen de temperatura diaria de 36 °C por 16
horas y 30 °C por 8 horas bajo luz continua, durante cuatro semanas.
Posteriormente se aislan los meristemos y se cultivan para continuar con el
proceso de desarrollo. Esta terapia puede aplicarse también a plantulas in vitro
(Lizarraga et al.,1991; Conci, 2004; Naik y Karihaloo, 1997).

Quimioterapia

El uso de compuestos antivirales incorporados al medio de cultivo, ha
complementado los procesos de eliminacién de virus en plantas. Estos suelen
inhibir o interferir la replicacion o el movimiento viral. Han sido evaluadas
diferentes sustancias, la mas utilizada es la Ribavirina o Virazole (1-D-
ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida), que es un analogo de la guanosina
(Lizarraga et al.,1991; Naik y Karihaloo, 1997; Conci, 2004). Se han reportado
resultados positivos para la erradicacion de PVX, PVY, PLRV y PVS mediante
el uso de Ribavirina a concentraciones de 10 y 20 ug/ml (Klein y Livingston,
1983; Nasir et al., 2010).
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Produccién de microtubérculos

Las plantulas crecidas en condiciones in vitro pueden utilizarse para la
produccion de microtubérculos en el laboratorio. Los microtubérculos son
tubérculos miniatura desarrollados in vitro, bajo ciertas condiciones. Son muy
pequefios (peso promedio 100-150 mg) y muy convenientes para su
manipulacion, almacenamiento y transporte a distancias largas, ademas de
poder utilizarse como semillas (Naik y Karihaloo, 2007).

La tuberizacién es inducida por cambios hormonales enddgenos y/o
exdgenos, particularmente por un desbalance hormonal debido a la alteracidn
en concentraciones de citocininas y auxinas en el medio de cultivo (Wang y Hu,
1982), por el incremento de carbohidratos (Coria et al., 2004), por la adicion de
retardantes de crecimiento como Daminozida (B9), cloruro cloro colina (CCC)
(Hussain et al., 2006), por la accion de hormonas como cinetina (Palmer y
Smith, 1970), 6-bencilaminopurina (BA) (Yousef et al., 1997; Hussain et al.,
2006), acido abscisico (ABA) u otras sustancias como cumarinas, jasmonatos,
etc. Otros factores importantes son el fotoperiodo y el soporte utilizado en el
medio de cultivo, ya que se ha comprobado que existe una relacion directa
entre el peso fresco del microtubérculo y el soporte utilizado (Borda et al,,
2001). En todos los casos se reporta la existencia de una alta dependencia
genotipica para que se lleve a cabo la microtuberizacion, en presencia de
distintos inductores.

Algunos autores consideran a las citocininas como los inductores mas
fuertes de la tuberizacién, siendo cinetina una de las mas potentes por
promover division celular y por ser requerida para la sintesis y acumulacion de
almidon en la tuberizacion (Palmer y Smith, 1970). En general, el incremento
de la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo a 80 g/L, ha reflejado
un incremento en el porcentaje de microtubérculos obtenido y una disminucion
en el tiempo en el que comienza este proceso (Wang y Hu, 1982). Esto puede
deberse a que la sacarosa actua no sélo en la sintesis de carbohidratos, sino
ademas como un regulador osmotico de los niveles endogenos de acido
giberélico, que aparentemente inhibe la tuberizacion (Coria et al., 2004).

Los microtubérculos comienzan a crecer dentro de las primeras 2
semanas, dependiendo del genotipo, y pueden cosecharse después de 60 a 75
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dias de incubacion. Antes de cosecharse deben dejarse durante 10 a 15 dias
bajo luz difusa o artificial para permitir su reverdecimiento, durante el cual
endurecen la piel, acumulan glicoalcaloides, que les proporcionan proteccion
contra enfermedades fungicas y bacterianas, ademas de evitar pérdidas
importantes debido a encogimiento, pudricion o brotaciéon excesiva. Una vez
cosechados los microtubérculos deben lavarse, tratarse con una solucidn
fungicida, dejar a que sequen en la oscuridad, empacarse en bolsas de
polietileno perforadas y almacenarse por 3 a 4 meses entre 5 y 6 °C, hasta ser
liberados de su periodo de dormancia, para después poder ser cultivados.

En la actualidad es posible producir microtubérculos masivamente, con el
uso de biorreactores y sistemas automatizados, que emplean medios de cultivo
liquidos administrados por inmersion temporal, lo cual permite crear dentro de
cada reactor, una atmdsfera que es renovada casi en su totalidad a intervalos
regulares, permitiendo asi la eliminacion de gases tdxicos y logrando una
mayor disponibilidad y asimilacion de nutrientes. Estos sistemas constituyen
una alternativa de interés para la produccion de tubérculos in vitro de papa, no
so6lo por la induccién de un mayor numero de tubérculos, sino por el incremento
en peso y tamafo de los mismos, consiguiendo asi la obtencion de semilla de

papa de elevada calidad fitosanitaria (Pérez et al., 2001).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Obtener plantulas de papa (Solanum tuberosum L.) libres de virus a partir de

tubérculos-semilla de una variedad comercial.

Objetivos particulares

Detectar la presencia de virus X, Y, A y S mediante técnicas de ELISA, en

plantas de papa (Solanum tuberosum L.).

Establecer cultivos para la regeneracién de plantas de papa (Solanum

tuberosum L.), en condiciones in vitro.

Micropropagar el material regenerado, mediante subcultivos periddicos.

En plantas a las que se haya detectado la presencia de virus, eliminar los
virus infectantes mediante el uso de termoterapia, quimioterapia y/o cultivo

de yemas.

Seleccionar las condiciones para inducir el desarrollo de microtubérculos

en las plantas regeneradas en condiciones in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo siguiendo la ruta critica que se describe en

la Figura 4.
Lote original de tubérculos-semilla
Almacenamiento a 4 °C durante un mes
Grupo A Grupo B
Siembra en condiciones de Incubacion a 25 °C un mes,
invernadero. Obtencion de tratamiento fitosanitario
planta donadora de yemas preventivo
Pruebas de ELISA () . _ Termoterapia
\, - a38°C
Método de Métodos de 3 semanas
. . Desinfeccion
desinfeccion 4 \ _—
3 < 1,2y 3
Cultivo de yemas . o
Siembra en condiciones
de invernadero, riego
Termoterapia a 38 °C Pruebas de ELISA (11) con antiviral
3 semanas l/

Subcultivos con
antiviral v

o " Pruebas de ELISA (Ill)
Pruebas de ELISA (1V)

Obtencion de plantas libres
de PVS

\%
e Plantulas

Clonacion y
micropropagacion

NV Microtubérculos

Figura 4. Ruta critica para la obtencion de plantas de papa libres de virus
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Lugar de ejecucion
Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, del
Departamento de Bioquimica, de la Facultad de Quimica, de la Universidad
Nacional Auténoma de México.

La deteccion de los diferentes virus mediante la prueba seroldgica de
ELISA, se realiz6 en el laboratorio 101 del Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Quimica, de la UNAM, bajo la direccién del Dr. Javier Plasencia y

la asistencia técnica de la M. en C. Diana Sanchez Rangel.

Material biolégico
Se partié de un lote de 155 tubérculos-semilla de papa (Solanum tuberosum L.),
variedad Fiannas, los cuales presentaban brotes multiples y en desarrollo
(Figura 5).

Los tubérculos se clasificaron por su tamafo y se desecharon quince que
presentaban dafo o algun sintoma de enfermedad. Se almacenaron durante un

mes aproximadamente a 4 °C bajo condiciones de oscuridad.

Figura 5. Tubérculos-semilla de papa, variedad Fiannas
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Posteriormente, el lote original se dividié en dos grupos: (Figura 4).

Grupo A. Obtencion de planta donadora de yemas.

Del lote original, se sembraron 85 tubérculos bajo condiciones de invernadero
en cajas plasticas de 40 x 60 cm, utilizando como sustrato una mezcla de
peatmoss (45%), agrolita (45%) y arena (10%). Las cajas se mantuvieron en
invernadero y se regaron 2 veces por semana con agua corriente, aplicando en
el riego una vez cada 2 semanas, una solucién de sales MS (Murashige y
Skoog, 1962) al 25% y 1 mg-L" de BA (6-bencilaminopurina). Durante el
desarrollo de las plantas en el invernadero, se aplicd en repetidas ocasiones
insecticida casero Raid y Furadan® 350 L para eliminar los insectos presentes,

principalmente mosca blanca.

Grupo B. Tratamiento fitosanitario preventivo
Los 55 tubérculos-semilla restantes, se mantuvieron en un cuarto de
incubacion a 25 °C, con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.
Durante la incubacion los tubérculos se sometieron a un programa fitosanitario,
regandolos por aspersion una vez a la semana con una solucion compuesta
por:

« Agrimycin 500° 2 g-L”

+ Benlate®2 g-L™

* Tritdon 100 (3 gotas por cada 100 ml de solucion)

« BA1mgL

Después de 5 meses de haber comenzado el tratamiento fitosanitario los
tubérculos se sembraron bajo condiciones de invernadero en cajas plasticas de
40 x 60 cm, utilizando un sustrato organico estéril. El riego se realizé 2 veces
por semana con agua corriente, aplicando en él una vez cada 2 semanas una
solucion de sales MS (Murashige y Skoog) al 25% y 1 mg-L™ de BA, y una vez
por semana 40 mg-L™" de Ribavirina (antiviral). Durante su desarrollo, se aplicé
insecticida casero Raid y Furadan® 350 L para eliminar cualquier insecto
presente.
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Aspectos generales

1. Preparacion de medios de cultivo.

Los medios de cultivo empleados en este trabajo se basaron en los utilizados
por el Centro Internacional de la Papa (Tissue culture, CIP training manual) los
cuales emplean las sales del medio Murashige y Skoog (1962) (Anexo 1),
adicionados con sacarosa comercial, vitaminas, aminoacidos, reguladores de
crecimiento y agente gelificante. Ademas, los medios fueron suplementados
con antibidtico, antiviral y antimicético, como se explicara mas adelante. Los
componentes de los medios de cultivo empleados en las diferentes etapas de
este trabajo se pueden observar en el Cuadro 3.

La preparacion de medios de cultivo se realiz6 a partir de soluciones
concentradas 100X (Anexo 1), el pH se ajustdé a 5.7 y se esterilizaron en
autoclave vertical a 122 °C, 1.2 kgcm? durante 18 minutos. Una vez
esterilizados los medios y cuando alcanzaron una temperatura aproximada de
40 °C, se afnadi6 el antibidtico, el antiviral y el antimicotico dentro de la
campana de flujo laminar, manteniéndolos en agitacién continua para
homogeneizar la solucion. Los medios de cultivo se dosificaron en tubos de
ensaye a razon de 20 ml por tubo, frascos de vidrio de alimento infantil a razén
de 30 ml por frasco o tarros cuadrados grandes a razon de 100 ml por frasco.

2. Incubaciodn.
Los cultivos se incubaron a 25 + 2 °C, con fotoperiodo de 16 horas luz por 8
horas de oscuridad.
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Cuadro 3. Composicién de los diferentes medios de cultivo utilizados
(1L de medio) (Basados en el CIP, ajustados a stocks del lab CTV)

zZ > O
z Q ® =
O < o L
O o N S
O L] = =
2 TR o ]
(| _| L -
z @) o b
- X P <
o =
Sales MS 100% 100% 100% 100%
Vitaminas St
(Anexo 1) 100% 100% - 100%
1 mg
AGs 0.5mg i i i
BA 5 mg
Sacarosa 25¢g 25¢g 80 g 20g
Sorbitol - - - 40 g
o 3.3¢9 3.3¢ 9g 85¢g
Gelificante Gellan Gellan Agargel Agargel
Cefotaxima 0.325¢ 0.325¢ 0.325¢ 0.325¢
Nistatina 600,000 UI - - 100,000 UI
Ribavirina 20 mg 20 mg 20 mg
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Establecimiento de cultivos in vitro de plantas de papa (Solanum

tuberosum L.), variedad Fiannas

1. Seleccion del explante
Para seleccionar el explante adecuado con el cual se llevaria a cabo el
establecimiento de cultivos in vitro de planta de papa, se probaron dos fuentes
de explante (Figura 6):

* Yemas apicales y axilares procedentes de plantas crecidas en

condiciones de invernadero (Grupo A).

* Yemas obtenidas de los brotes de tubérculo-semilla (Grupo B).
El tipo de explante 6ptimo se seleccion6 de acuerdo a la capacidad de
desarrollar plantulas libres de contaminacion.

MATERIAL DE USO E
INVERNADERO

Figura 6. Fuentes de explantes empleadas:

a) yemas apicales de plantas crecidas en invernadero; b) yemas axilares de
plantas crecidas en invernadero; c) yemas de brotes de tubérculo

2. Desinfeccion de explantes
Para llevar a cabo la desinfeccion superficial, se sometieron a diferentes
tratamientos de desinfeccion:
* Segmentos apicales y nodales de tallo, de las plantas crecidas en
condiciones de invernadero (Grupo A).
e Tubérculos-semilla sometidos a incubacion de 25 °C y bajo programa
fitosanitario (Grupo B).
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Cada tratamiento se probé de manera consecutiva modificando la
concentracion y tiempo de exposicion de las diferentes sustancias
desinfectantes, hasta lograr el establecimiento de cultivos estériles.

Una vez que el material vegetal (apices, nudos y brotes) se lavo con agua
corriente y jabdn, se introdujo en una campana de flujo laminar para llevar a
cabo la desinfeccidn en un ambiente aséptico. Algunas de las sustancias
empleadas en los tratamientos de desinfeccion, como las soluciones de
Benlate®, Agrymicin 500°, antioxidantes, asi como el agua utilizada para los
enjuagues, fueron previamente esterilizadas en un autoclave vertical a 122 °C,
1.2 kg-cm? durante 18 minutos (el agua fue sometida a esterilizacién durante
40 minutos). La solucién de Nistatina empleada en el tratamiento 3 se filtro
previamente con una membrana de 0.22 um. El material vegetal sumergido en
cada una de las soluciones, se mantuvo en agitacion suave el tiempo indicado
para cada tratamiento (Cuadro 4).

La efectividad de la desinfeccion se evalu6 tomando en cuenta el
porcentaje de plantulas desarrolladas libres de contaminacion.
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Cuadro 4. Tratamientos de desinfeccién probados para el establecimiento

de cultivos de yemas de papa, variedad Fiannas

SUSTANCIAS TRATAMIENTOS
1 2 3 4

Aguay jabon v v v v
Etanol 70% (v/v) 1 min 1 min 1 min 1 min
Vanish® (2 g.L™") 15 min 15 min 15 min
Trion 100° goasy 20 i
NaClO,® 20% (v/v) + Tritdn
100° (2 gotas) +Microdyn® 15 min 15 min 15 min 10 min
(1 ml-100 mI™" de sol.)
40 deconads JERERE
Benlate®™ (4 g.L") 25 min 40 min 40 min 20 min
Agrimycin 500%9 (4 g-L™") 20 min 40 min 40 min 20 min
Nistatina" (60,000 UI-L™) 15 min
(0 desloizads BERERE
?\5% SSLC?rc?lIJC)O + Ac. citrico' v % % %

a) H»O,, blanqueador comercial, germicida; b) Antimicético; c) Agente
tensoactivo, surfactante; d) Blanqueador comercial, 6% de ingrediente
activo, bactericida y viricida; e) Nitrato de plata, bactericida y viricida; f)
Benomyl, fungicida sistémico; g) Sulfato de estreptomicina, clorhidrato
de oxitetraciclina y sulfato tribasico de cobre, bactericida y fungicida; h)
Antimicético; i) Solucion antioxidante
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3. Diseccion del material vegetal

Una vez que se llevo a cabo el tratamiento de desinfeccion, los explantes se
mantuvieron en solucién antioxidante durante todo el tiempo transcurrido entre
la disecciéon y siembra en los frascos con medio de cultivo. Las yemas
provenientes de segmentos de tallo o de brotes de tubérculo, se disectaron
individualmente con bisturi del numero 3 y navajas del numero 11, con el fin de

sembrar la menor cantidad de tejido posible en medio de cultivo de induccion.

4. Siembra de yemas en medio de cultivo de induccion
Se sembraron 5 yemas aisladas de entre 0.5 y 1 cm, por cada frasco, o
individualmente por cada tubo de ensaye con medio de induccién (Cuadro 3).
Todos los cultivos se incubaron durante 3 a 4 semanas.

Proliferacion y mantenimiento de plantulas de papa (Solanum tuberosum
L.), variedad Fiannas

Después de 3 6 4 semanas de haber cultivado las yemas, las plantulas
desarrolladas en el medio de induccién se subcultivaron en medio de cultivo de
proliferacion (Cuadro 3), para ello, dentro de la campana de flujo laminar se
disectaron las plantulas en segmentos uninodales, colocando 5 estacas por
frasco de alimento infantil y hasta 20 estacas por tarro cuadrado. Los
subcultivos se mantuvieron en incubacion.

Para multiplicar la poblacién de plantulas, se llevaron a cabo tres
subcultivos. El segundo subcultivo se realiz6 entre las 5 y 6 semanas
posteriores al primer subcultivo y el tercero alrededor de 10 semanas después
de haber realizado el segundo subcultivo, hasta alcanzar una poblacién de
1,000 individuos.

Con la finalidad de conservar una coleccién de los propagulos in vitro, se
llevé a cabo un cuarto subcultivo en medio de mantenimiento (Cuadro 3), del
10% de la poblacion resultante.

De igual manera que en los otros subcultivos, las plantulas se disectaron
en segmentos uninodales dentro de la campana de flujo laminar y se
sembraron 16 estacas por cada tarro cuadrado de medio de cultivo. Los

subcultivos se mantuvieron en incubacion.
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Deteccién de los virus PVA, PVS, PVY y PVX en plantas de papa crecidas

en condiciones de invernadero y en plantulas crecidas en condiciones in

vitro, mediante técnica de ELISA

Para llevar a cabo la deteccidn de estos virus, se utilizaron kits de reactivos
DAS ELISA, Alkaline phosphatase label, marca Agdia (Indiana, EUA):

PVA (No. catalogo SRA60000)
PVS (No. catalogo SRA40000)
PVX (No. catalogo SRA10000)
PVY (No. catalogo SRA20001)

El protocolo seguido fue el siguiente:

a) Inmovilizacién del anticuerpo de captura.

Cada anticuerpo de captura (almacenado a 4 °C), especifico para cada
virus, se preparo realizando una dilucion 1:200 con buffer de carbonatos
(Anexo 1) (se recomienda hacer la dilucién en tubos de ensayo tratados
con acido sulfurico)

En cada pozo de la microplaca (cada placa contiene 96 pozos) se
colocaron 75 ul del anticuerpo diluido 1:200

Se cubrio la placa con kleen-pack y se incubo6 a 4 °C toda la noche (es
posible incubar durante 4 h en camara humeda, a temperatura ambiente)
Transcurrida la incubacion del anticuerpo de captura, se lavd la placa
con buffer PBST 1X (buffer de lavado) (Anexo 1), para ello, se llen6
cada pozo con buffer y se incubd por 1 min, con un movimiento rapido
se elimind el exceso de buffer. Se repitid el lavado dos veces mas (sin

incubar por 1 min)

b) Preparaciéon de las muestras.

Cada muestra (de aproximadamente 300 mg), ya fuera de plantula in
vitro o de planta de invernadero, se coloc6 en una bolsa de plastico
estéril y se le adiciono entre 1.5 a 2 ml de buffer GEB 1X (buffer de
extraccion) (Anexo 1)

Con ayuda de un pistilo se macero el tejido

Se colectd el volumen de la solucion resultante en un tubo eppendorf
estéril y se incubd en hielo hasta su uso
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c¢) Incubacién de las muestras.
* Se colocaron 100 ul de cada muestra, considerando para cada uno de
los virus que se deseaba detectar:
- 100 ul de blanco (buffer GEB 1X) — B
- 75 ul del control positivo diluido 1:4 (almacenado a -20°C) — C+
- 100 ul de control negativo (extracto de plantas ya evaluadas y
negativas para los 4 virus) — C-
* Blancos y controles se distribuyeron de acuerdo al esquema mostrado
en la Figura 7.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

I @& m m O O W »
o

Figura 7. Distribucion de blancos y controles en la microplaca de ELISA

* Se cubrio la placa con kleen-pack y se incub6 por 2 h en una camara

humeda a temperatura ambiente

d) Aplicacién del anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina.

* 10 min antes de concluir la incubacién, se preparo el segundo anticuerpo
especifico para cada virus a evaluar (anticuerpo anti-antigeno conjugado
con fosfatasa alcalina), utilizando una dilucion 1:200 con buffer ECI 1X
(buffer de albumina sérica bovina + PVP) (Anexo 1)

NOTA IMPORTANTE: Para el caso de los virus PVA y PVY, hubo una
pequefia diferencia, se tenian dos componentes (proporcionados en
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tubos diferentes): anticuerpo anti-antigeno y anticuerpo anti-anticuerpo
conjugado con fosfatasa alcalina, ambos se prepararon utilizando una
dilucion 1:200 en el mismo tubo.

Una vez transcurrida la incubacion de las muestras se lavé la placa con
buffer PBST 1X. En el primer lavado se incub6 la placa por 1 min y se
repitié (sin incubar) el lavado por lo menos 6 veces mas

Se colocaron 75 ul del segundo anticuerpo

Se cubrid la placa con kleen-pack y se incubd por 2 h en una camara

humeda a temperatura ambiente

e) Aplicacion del sustrato de revelado.

Cuando faltaban 10 min para terminar la incubacién, se preparo el sustrato
PNP (solucion de 4-nitrofenil fosfato). Para preparar 10 ml de solucion
PNP se mezclaron: 2 ml del buffer de sustrato (Anexo 1) + 8 ml de agua
desionizada + 2 tabletas de sustrato. Se agitd hasta disolver por completo
Terminada la incubacion, se lavo la placa con buffer PBST 1X por lo
menos 7 veces, durante el primer lavado se incubd con buffer por 1 min
Se agregaron 100 ul de la solucion PNP en cada pozo

Se incubd por 60 min en una camara humeda a temperatura ambiente

f) Lectura espectrofotomeétrica.

Una vez transcurrido el tiempo, se observé el desarrollo de color y se
midié absorbancia con un espectrofotdmetro a 405 nm

Las pruebas de ELISA para la deteccion de virus en plantas de papa, se

realizaron en diferentes momentos de la propagacion (Figura 4):

I.  Se evalud la presencia de PVA, PVS, PVY y PVX en una muestra aleatoria

de 10 plantas crecidas en condiciones de invernadero (Grupo A).

II. Se evalud la presencia de PVA, PVS, PVY y PVX en una muestra aleatoria

de 4 plantulas crecidas en condiciones in vitro.

[ll. Se evalué la presencia de PVS, en cada uno de los individuos en

propagacion.
IV. Se evalu6 la presencia de PVA, PVS, PVY y PVX en cada una de las
plantas crecidas en condiciones de invernadero, a partir de los tubérculos

sometidos a tratamiento fitosanitario preventivo (Grupo B).
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Eliminacién de virus

Termoterapia

Se incremento la temperatura del cuarto de incubacion a 35 + 2 °C, durante 3
semanas. Esta terapia fue aplicada simultaneamente tanto a las plantulas in
vitro en proceso de propagacion, como en los tubérculos brotados del Grupo B
(Figura 4).

Quimioterapia

Se anadieron 20 mg-L'1 de Ribavirina (1-p-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida),
en los medios de cultivo de proliferacion, tuberizacion y mantenimiento (Cuadro
3), asi como en el riego de plantas crecidas en condiciones de invernadero
provenientes de tubérculos brotados del Grupo B (Figura 4).

Produccién de microtubérculos

Para conocer la tendencia a formar tubérculos de la variedad en estudio y su
respuesta a algunas de las condiciones reportadas en la literatura, se realizo
un ensayo en el que se probaron dos medios de cultivo para la induccién de
microtubérculos. Para la realizaciéon de este ensayo se utilizaron 12 tubos de
ensaye con las plantulas obtenidas de la siembra de los brotes de tubérculos
(Grupo B), con la que se inici6 la induccion de plantas de papa y la evaluacion
de los primeros tratamientos de desinfeccion de explantes (Figura 4). Las
plantulas de 6 de estos tubos se individualizaron y se sembraron en medio de
cultivo IT4, y las plantulas de los otros 6 tubos de ensaye se sembraron de igual
manera en el medio de cultivo IT,. La composicion de estos medios de cultivo
se muestran en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Composicion de los medios de cultivo empleados
en el ensayo de induccion de tuberizacion (1 L de medio)

|T1 |T2
Sales MS 100% 50%
Vitaminas R, 100% 100%
(Anexo 1)
Glicina 10 ml 10 ml
Sacarosa 80 g 80g
Agar Gel 9g 9g

Se sembraron entre dos y tres plantulas intactas por frasco, dentro de la
campana de flujo laminar y se incubaron manteniéndolas en observacion
constante. Al cabo de 7 semanas se evalud el desarrollo de microtubérculos en
ambos medios de cultivo.

Una vez establecida la proliferacion masiva de plantulas, se optdé por
sembrar las menos desarrolladas en un medio de cultivo de tuberizacién similar
al empleado en el CIP (Cuadro 3). Las diferencias del medio de cultivo utilizado
en este trabajo, con respecto al utilizado en el CIP son que el medio de cultivo
del CIP es liquido y que contiene un retardante de crecimiento (cloruro cloro
colina).

Se sembraron aproximadamente 10 plantulas por frasco, dentro de la
campana de flujo laminar y se incubaron.

Cuando los microtubérculos alcanzaron un peso aproximado de entre 100
y 150 mg, se cosecharon colocandolos en una caja Petri con una solucidn
fungicida de Benlate® (4 g-L™") durante 15 minutos, para posteriormente
dejarlos secar en la oscuridad a 20 °C por 2 dias. Transcurrido este tiempo los
microtubérculos secos se empacaron en bolsas plasticas perforadas y se
almacenaron a 5 °C durante 4 a 5 meses en oscuridad.
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RESULTADOS

Establecimiento de cultivos in vitro de plantas de papa (Solanum
tuberosum L.), variedad Fiannas

Una vez concluido el periodo de cuarentena de los tubérculos-semilla (Grupo
B) y después de haberlos sometido a tratamiento fitosanitario durante un mes,
se llevo a cabo la desinfeccion superficial de los tubérculos para su posterior
diseccién y siembra en medio de cultivo de induccion (Cuadro 3).

Se probaron cuatro tratamientos de desinfeccion (Cuadro 4), en un total
de 102 yemas. Los tratamientos de desinfeccién 1, 2 y 3 se probaron en los
tubérculos con brotes del Grupo B, obteniendo un desarrollo de plantulas
menor al 50%, debido a un alto porcentaje de contaminacion principalmente
ocasionada por hongos. A medida que se aplico el tratamiento subsecuente, la
efectividad de los tratamientos (% de plantulas desarrolladas) fue aumentando,
ya que fueron incrementado las soluciones desinfectantes y/o el tiempo de
exposicion del material biolégico con las mismas. En el tratamiento 2, por
ejemplo, se observé una menor contaminacidén con respecto al tratamiento 1
debido a la introduccién de Vanish® en el esquema de desinfeccidon y al
incremento en el tiempo de exposicion a los agroquimicos Benlate® y Agrimycin
500°, disminuyendo asi la contaminacion del 81 al 65%. En el tratamiento 3 se
logré disminuir la contaminacion al 50% con la intervencidn de Nistatina, un
potente antimicético de uso clinico.

Para este momento, las plantas crecidas en condiciones de invernadero,
procedentes de los tubérculos del Grupo A, contaban ya con dos meses de
desarrollo, habiendo alcanzado una altura de 40 a 45 cm aproximadamente y
entre 4 y 5 nudos cada rama (Figura 8).

Se cortaron los tallos por debajo del cuarto nudo, para segmentar sus
nudos y apices, someterlos al tratamiento de desinfeccion 4 (Cuadro 4) y
posteriormente disectar yemas y establecer con ellas cultivos en medio de
induccion (Cuadro 3).
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Figura 8. Plantas de papa desarrolladas en condiciones de invernadero

Con este nuevo material se logré disminuir la contaminacion a un 34%, lo

que permitié el desarrollo de un mayor numero de plantulas. Todos los cultivos

axénicos establecidos durante este periodo del proyecto, se evaluaron ocho

dias después de la fecha de siembra y los resultados se presentan en el

Cuadro 6.

Cuadro 6. Resultados de cultivos de yemas establecidos, después de

someterse a los diferentes tratamientos de desinfeccion

OBSERVACIONES TRATAM ENTOS
Grupo B Grupo A
1 2 3 4
Numero de yemas sembradas 16 17 36 33
Contaminacion (%) 81 65 50 34
Plantulas desarrolladas (%) 19 35 50 66

53



El tratamiento de desinfeccion mas efectivo fue el 4 que mostré una
efectividad del 66% (Cuadros 4 y 6), utilizando yemas de plantas de papa
crecidas en condiciones de invernadero. A partir de este punto se utilizaron
estas condiciones para llevar a cabo el establecimiento de cultivos asépticos de
plantas de papa y a partir de ellos llevar a cabo la propagacion a gran escala
de este cultivo.

Induccioén, proliferacién y mantenimiento de plantulas de papa (Solanum
tuberosum L.), variedad Fiannas

Una vez seleccionado el tratamiento de desinfeccién adecuado, asi como el
explante idoneo para llevar a cabo el establecimiento de cultivos in vitro de
plantulas de papa, se sometieron las yemas apicales y axilares provenientes de
plantas crecidas en invernadero al tratamiento de desinfeccion 4 (Cuadro 4).

En el transcurso de 8 semanas, se desinfectaron y cultivaron 368 yemas
en medio de induccion, de las cuales 49 yemas fueron apicales y el resto
axilares. De las yemas apicales cultivadas 43 sufrieron oxidacion, por lo que se
tomo la decision de no continuar utilizando este material para la induccion de
cultivos. Ademas, tampoco se contaba con un numero considerable de yemas
apicales, ya que durante el crecimiento de las plantas en el invernadero se
fueron eliminando las inflorescencias que surgian, pues se requeria favorecer
el desarrollo foliar (vegetativo).

Al cabo de entre 3 a 4 semanas de incubaciéon se obtuvieron 251
plantulas viables, lo cual reflej6 un 68% de sobrevivencia; el resto de las
estacas se perdieron, ya fuera por oxidacién, por contaminacion o por falta de
desarrollo (Cuadro 7).

Se realiz6 el primer subcultivo partiendo de 122 plantulas con un
promedio de 2.6 nudos, aunque la poblacion de plantulas desarrolladas fue de
251, muchas de ellas presentaban tallos muy delgados, por lo que se
seleccionaron aquellas que tenian mayor probabilidad de desarrollar una
plantula vigorosa. Basandonos en la observacidon de que las plantulas
resultantes se habian alargado mucho, se decidié disminuir la concentracién de

AG3 en el medio de cultivo de induccién de 1 mg-L™" a 0.5 mg-L™ (Cuadro 3),
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logrando asi una mejor proporcion entre la altura de la plantula, su grosor y el

numero de nudos que presentaba.

Cuadro 7. Resultados de la induccién de yemas y la proliferacion
de nudos de planta de papa

.'8 & Ne) 3 o © *
t —~~ e &) —~~
8| 85| 3 | 88| 5 |28 8
EG | 02| Z 273 2 R 2
o | I3 a c £ > S E
QO =) @ © g Q 2 ) CD
73 c 2 = o 9 Q 2 » o
GE) 2| &2 @ o) o) n= 3
i= o > © n
Induccion 8 - 368 251 68% 3-4 2-3
1° subcultivo 6 122 318 148 47% 5-6 5
2° subcultivo 8 148 691 596 86% | 9-12 5
3° subcultivo 9 402 1206 | 989 82% - 3

Se subcultivaron 318 nudos en medio de proliferacion (Cuadro 3), de los
cuales solo se desarrollaron 148 plantulas, lo cual refleja una tasa del 47% de
sobrevivencia debido a la presencia de contaminacidon en los cultivos
principalmente causada por hongos y bacterias (Cuadro 7).

Después de 5 semanas se realizd el segundo subcultivo partiendo de 148
plantulas que en su mayoria presentaban 5 nudos, con lo cual se multiplico la
poblacién a 596 plantulas. Los tiempos de incubacion se prolongaron a un
promedio de 10 semanas, lograndose un mayor crecimiento de las plantulas y
por tanto un aumento en el numero de nudos.

Se decidio detener la propagacion de plantas durante el tercer subcultivo,
pues con ello se alcanzé una poblacion cercana a los mil individuos.
Transcurrieron un total de 26 semanas, a partir del momento en que se optd

por utilizar como fuente de explante yemas provenientes de las plantas
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crecidas en condiciones de invernadero, al momento en que se decidié detener

la propagacion de plantulas de papa (Figura 9 y Figura 10).

ELISA Il | ELISA Il ]
¢ semanas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
I I S S S N N N TERMOT I S S S S N N S
INDUCCION |
[ 1° SUBCULTIVO 2° SUBCULTIVO 3° SUBCULTIVO
nimero de plantulas ———> [148_] [5%6 ] [[9897]

| PROLIFERACION |

. _QUIMIOTERAPIA |
| TUBERIZACION |

Figura 9. Cronograma del esquema de micropropagacion

Para realizar el cuarto subcultivo se segmentaron las plantulas en nudos
individuales, de igual manera que en los subcultivos previos, y se sembraron
en medio de mantenimiento. Este medio de cultivo permite disminuir la tasa de
crecimiento de las plantulas y extender el intervalo de transferencia a medio de
cultivo fresco sin afectar su viabilidad, siempre y cuando se evite su
contaminacion, para lo cual se adicion6 el medio con antiviral, antimicotico y

antibioético.
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Figura 10. Induccién y proliferacion de plantulas de papa, variedad Fiannas

a) Induccién; b) Subcultivo de nudos provenientes de plantulas in vitro;
c) Proliferacién; d) Micropropagacion

Deteccion de los virus PVA, PVS, PVY y PVX en plantas de papa crecidas
en condiciones de invernadero y en plantulas in vitro mediante técnica de
ELISA

Se establecio la técnica de ELISA para evaluar la presencia de los virus X, Y, A
y S de papa en diferentes momentos del proyecto (Figura 4 y 9). La intensidad
del color desarrollado en las muestras y por tanto la absorbancia reportada,
mostrd una relacion directa con la concentracion de antigeno (virus) presente y

capturado en el pozo de la microplaca (Figura 11). Para cada corrida de ELISA

57



fue necesario establecer un valor umbral a partir del cual se discriminaron las
muestras positivas de las negativas. Este valor umbral se calculé con los
valores de absorbancia del control negativo y a falta de éste, con los del blanco
de reactivos. Se realizaron once corridas de pruebas de ELISA, cuyas lecturas
de absorbancia y las graficas que sustentan la interpretacion de los datos se

muestran en el Anexo 2.

Figura 11. Microplaca de ELISA mostrando resultados
positivos (pozos amarillos) y negativos (pozos transparentes).

Primeramente se evaluaron diez plantas seleccionadas al azar, crecidas
en condiciones de invernadero (Grupo A), el objetivo era conocer el estado
fitosanitario original del material biolégico del cual se partid, con respecto a
estos cuatro virus, ademas de estandarizar la técnica en el laboratorio. En esta
primer corrida, el 100% de la muestra se encontrd infectada con PVS y sélo un
20% con PVY y PVX, no se detectaron plantas infectadas con PVA (Cuadro 8).

Para la segunda evaluacion se tomaron 4 plantulas al azar crecidas en
condiciones in vitro, en esta muestra no se detecto la presencia de PVA, PVY
ni PVX, mientras que 3 de ellas resultaron positivas para PVS (Cuadro 8). A

partir de estos resultados y tomando en cuenta que el material presentaba

58



principalmente infeccion con PVS, se decidié enfocar las pruebas soélo a la
deteccion de este virus. Durante las corridas correspondientes a esta
evaluacion (corridas 2 y 3, Anexo 2), se aprovecho para probar diluciones
seriadas del control positivo, esto permitio elegir la dilucién 1:4 del control
positivo como la mas conveniente para realizar las corridas subsecuentes, ya
gue con esta dilucién se obtuvieron valores de absorbancia por arriba del valor
umbral, pero sin sobrepasar valores de 2 como ocurrié en la corrida 1, (Anexo 2).
(NOTA: Valores de absorbancia superiores a 2 reflejan una desviacion a la Ley
de Lambert-Beer, en la cual se fundamenta la determinacion de la
concentracion de una sustancia absorbente, a partir del conocimiento de la
proporcion de intensidad luminosa absorbida. Esta ley s6lo se cumple para
sustancias diluidas) (Charlote, 1975).

Cuadro 8. Resultados de las pruebas de ELISA realizadas a plantas de
papa crecidas en condiciones de invernadero y a plantulas in vitro
procedentes de tubérculos-semilla del Grupo A

Evaluacién | Muestra | rocedenciadel oy 1 oug s | pyy + | PUX +
material vegetal

10 Plantas de o o o o
| (al azar) invernadero 0% 100% | 20 % 20%
I a :Zar) Plantulas in vitro | 0% | 75% | 0% | 0%
1| 143 Plantulas in vitro - 29% - -

La tercera evaluacion consistio en probar todas las plantulas in vitro que
se encontraban en propagacion, éstas corresponden a la poblacion de
plantulas de las que se parti¢ para llevar a cabo el segundo subcultivo (Cuadro
7 y Figura 9). Estas plantulas solo fueron evaluadas para PVS, encontrando un
29% de plantulas infectadas con este virus. Si comparamos los resultados de la

segunda y tercera evaluacion, podemos observar una notable disminucion en
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el porcentaje de plantulas infectadas con PVS, en esta comparacién es
importante tomar en cuenta el tamafio de muestra utilizado, ya que en la
evaluacion |l se evaluaron solo 4 plantulas y en la evaluacion 11, 143 (Cuadro
8).

Las plantulas que resultaron positivas a PVS fueron eliminadas del
programa de micropropagacion para garantizar la sanidad de las plantas
propagadas, al menos con respecto a este virus, que era el que predominaba
de acuerdo a los resultados obtenidos de la segunda evaluacion.

Un mes después de haber sembrado en condiciones de invernadero los
tubérculos-semilla del Grupo B, cada una de las plantas obtenidas fueron
sometidas a pruebas de ELISA (Evaluacion V) para detectar la presencia de
PVA, PVS, PVY y PVX (Figura 4). Para llevar a cabo esta evaluacion fue
necesario realizar 3 corridas (corridas 9, 10 y 11, Anexo 2) y asi conocer el
estado fitosanitario de la porcion del material biolégico que fue sometido a
tratamiento fitosanitario previo, ademas de termoterapia y quimioterapia. Se
encontré una franca disminucion en la presencia de PVS, PVY y PVX, solo en
el caso de PVA las pruebas mostraron un discreto aumento (Cuadro 9).

Cuadro 9. Resultados de las pruebas de ELISA realizadas a las plantas de
papa crecidas en condiciones de invernadero obtenidas de tubérculos-
semilla del Grupo Ay del Grupo B

., Plantas crecidas
Evaluacion | Muestra en invernadero PVA+ | PVS + | PVY + | PVX +

| 10 Grupo A 0% | 100% | 20% | 20%
(al azar)
v 62 Grupo B 16% | 3% | 1% | 0%

* 43% dudosas o positivas débiles
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Eliminacion de virus mediante termoterapia y quimioterapia
El efecto de haber incrementado en 10 °C (de 25 a 35 + 2 °C) la temperatura del
cuarto de incubacién en el que se encontraban tanto los tubérculos brotados
del Grupo B como el material in vitro en plena proliferacion (Grupo A), por un
periodo de tres semanas (Figura 9), puede apreciarse en los resultados obtenidos
con las pruebas de ELISA. El efecto causado por el agente antiviral empleado
tanto en el medio de cultivo de propagacion (Grupo A), como en el agua de
riego de las plantas de invernadero provenientes de los tubérculos del Grupo B,
debe evaluarse de manera conjunta con el efecto causado por la termoterapia,
ya que ambas terapias fueron aplicadas en la misma poblacion y simultdneamente.
En el caso de las plantulas in vitro, si se comparan la evaluacion Il con la
[l (Cuadro 8), se observa una disminucién de 46 puntos porcentuales en la
presencia del virus S de papa en el material probado (en la evaluacion Il sélo
se probo PVS), esto puede atribuirse tanto a la termoterapia como a la
quimioterapia aplicada a dicho material. Lamentablemente no se disponia de
los kit de ELISA al inicio del proyecto, lo cual constituyé una limitante para
realizar las evaluaciones en una muestra representativa, a fin de comprobar
objetivamente el efecto de las terapias empleadas para la eliminacidn de virus.
También se observa que los tubérculos-semilla del Grupo B, que fueron
expuestos a termoterapia durante tres semanas, y al tratamiento con Ribavirina
en el agua de riego mientras desarrollaban plantas en condiciones de
invernadero, presentaron una menor contaminacién con PVS, PVY y PVX con
respecto a las plantas crecidas en condiciones de invernadero provenientes del
Grupo A que no fueron sometidas a termoterapia ni a quimioterapia (Cuadro 9).
En el caso de PVS, se encontré un porcentaje bajo de plantas (3%) infectadas
con este virus, sin embargo 43% de las ellas presentaron titulos muy bajos
pero por arriba del valor umbral (Anexo 2), que condujo a considerarlas como
"dudosas"; aun considerando este porcentaje de la muestra como positivas
débiles, es posible reconocer una disminucion franca de la presencia del virus
S. No se puede decir lo mismo de PVA, que presentd un discreto aumento en
los tubérculos tratados (Grupo B) con respecto a los no tratados (Grupo A),

esto puede atribuirse al tamafo de muestra empleado en la evaluacion |.
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Produccién de microtubérculos
Para realizar el ensayo de induccion de tuberizacion, se tomaron algunas de
las plantulas desarrolladas durante el establecimiento de cultivos de yemas
provenientes de tubérculos brotados (Grupo B) y se subcultivdo la mitad en
medio IT¢ y la otra mitad en el medio IT».

El primer microtubérculo desarrollado se observé al cabo de 3 semanas
de haber cultivado las plantulas. Después de 7 semanas los cultivos
presentaban varios tubérculos (Cuadro 10).

Cuadro 10. Resultados del ensayo de induccion de tuberizacion

IT4 1T,
Numero de plantulas evaluadas " 12
Plantulas que desarrollaron al v 5
menos un microtubérculo

En ambos casos se observd la formacion de tubérculos, la diferencia
entre los medios de cultivo no fue significativa, por lo cual consideramos que en
este caso el medio de cultivo no fue un factor determinante para inducir la
tuberizacion.

Debido a que ya se contaba con una poblaciéon grande de plantulas en
proliferacion, se comenz6 a seleccionar las plantulas menos robustas que
quiza no iban a resultar utiles para propagar y aquellas que comenzaban a
desarrollar tubérculos, para sembrarlas en medio de tuberizacién (Cuadro 3 y
Figura 9).

El numero de plantulas utilizadas en la produccion de microtubérculos, asi
como el numero de microtubérculos obtenidos no fueron registrados
cuantitativamente, sin embargo, se observaron caracteristicas que es

importante destacar:
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* Los microtubérculos se desarrollaron tanto de forma aérea, como en la
base de la plantula partiendo de una estructura similar a estolon y
guedando inmersos en el medio de cultivo.

* Los microtubérculos que se desarrollaron al interior del medio de cultivo
presentaron mayor talla que los aéreos.

* Las plantas desarrollaron en promedio un microtubérculo.

* Las plantulas que no se transfirieron a medio de tuberizacion pero se
dejaron sin subcultivar a medio de mantenimiento al finalizar la etapa de
micropropagacion, (Cuadro 7) desarrollaron también microtubérculos,
aun cuando las plantulas no continuaron su desarrollo.

e Los microtubérculos cosechados presentaron una amplia variedad de
peso fresco, oscilando entre los 50 y 400 mg.

* El tiempo en el que se desarrollaron los microtubérculos fue variable, ya
que éstos se obtuvieron tanto en medio de tuberizacién, como en medio
de proliferacién, lo cual implica que fueron diferentes factores los que
indujeron la formacion de tubérculos.

En la Figura 12 se pueden apreciar algunas de las caracteristicas antes
mencionadas. Una vez desarrollados los microtubérculos, se cosecharon y se

almacenaron en bolsas plasticas perforadas a 5 °C en la oscuridad.
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Figura 12. Tuberizacioén in vitro de plantulas de papa

a) Desarrollo de tubérculos en la base de la plantula; b) Desarrollo
de tubérculos aéreos; c) Desarrollo de tubérculo de plantula
sometida a estrés; d) Microtubérculos empacados; e) Cosecha de
microtubérculos.
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ANALISIS DE RESULTADOS

La seleccion del explante idoneo, asi como la implementacion de un
tratamiento eficaz para su desinfeccion, son factores fundamentales para lograr
el establecimiento de cultivos in vitro. En el presente trabajo, se probaron como
posibles fuentes de explantes yemas provenientes de brotes de tubérculo-
semilla de papa y yemas obtenidas de plantas de papa crecidas en condiciones
de invernadero.

En los cultivos realizados a partir de yemas de brote de tubérculo se
obtuvieron elevados niveles de contaminacion, aun habiendo sido tratados
previamente con fungicidas y bactericidas, esto se debe a que los tubérculos
provenian directamente del campo, donde se encontraban expuestos a
diversos agentes contaminantes. En contraste, al utilizar como fuente de
explante, yemas obtenidas de plantas de papa a partir del mismo lote de
tubérculos-semilla, pero crecidos en condiciones de invernadero, se logro
reducir la contaminacién a un 34%; esto confirma que la mayor fuente de
contaminacién primaria en los cultivos in vitro, proviene de la planta madre o en
este caso, del explante (Cassells, 1997). Durante esta etapa los contaminantes
que se presentaron fueron principalmente hongos, coincidiendo con las
observaciones de Alvarado que menciona que los contaminantes mas
frecuentes en el cultivo in vitro son hongos filamentosos, bacterias y levaduras;
muchos de éstos no provocan dafos a las plantas en campo y sin embargo, se
convierten en patdgenos en condiciones in vitro (Pérez-Ponce, 1998).

La implementacion de un tratamiento de desinfeccidon basado en la
inmersion con agitacion en diferentes agentes quimicos, permitieron el
establecimiento de cultivos asépticos de plantas de papa con una eficacia del
66%. El tratamiento seleccionado consistio en el uso de etanol al 70% (v/v)
durante un minuto, éste disminuye la tension superficial penetrando facilmente
entre las pilosidades foliares y desnaturalizando las proteinas plasmaticas de
microorganismos, lo que le confiere propiedades germicidas. El tratamiento
continué con Vanish® (2 g-.L™") durante 15 minutos, este producto de uso
domeéstico contiene peroxido de hidrégeno, el cual es un agente oxidante que
al ceder oxigeno, inactiva ciertas proteinas enzimaticas presentes en los
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microorganismos. La exposicién a una solucién de ketoconazol (400 mg-L™")
mas 3 gotas de Triton 100 durante 20 minutos, limita el crecimiento de hongos,
ya que los azoles interrumpen la sintesis del ergosterol en la membrana
celular, provocando la acumulacién de esteroles intermediarios toxicos que
hacen mas permeable la membrana (Gregori, 2005), el Triton 100 abate la
tension superficial, facilitando la penetracion del antimicético. Posteriormente,
el hipoclorito de sodio comercial (NaClO2 20% v/v), mas 2 gotas de Triton 100 y
Microdyn® (10 ml-L™") durante 10 minutos, elimina bacterias y virus por ser
también un oxidante fuerte, la plata coloidal presente en Microdyn® reacciona
con los compuestos de azufre de las enzimas localizadas en la membrana,
esto conlleva a la pérdida de su permeabilidad, imposibilitando procesos de
respiracion bacteriana (Morones, 2009). El uso de Benlate® (4 g-.L™") durante 20
minutos tiene un efecto fungicida a nivel sistémico; ya que benomil el principio
activo de este agroquimico, se une selectivamente a los microtubulos fungicos,
interfiriendo en actividades celulares como la mitosis (http://benomyl.com). Por
dltimo se utilizé Agrimycin 500® (4 g-L™") durante 20 minutos, que es una
formulacién en la cual la estreptomicina, oxitetraciclina y el sulfato tribasico de
cobre actuan con un efecto sinérgico, controlando eficazmente las
enfermedades fungosas y bacterianas; como actua también en forma
sistémica, se obtiene una proteccion interna y externa del explante.

Aunado a este intenso tratamiento de desinfeccion, se incorporaron en el
medio de cultivo, cefotaxima (325 mg-L™") un antibiético semisintético de amplio
espectro que actua inhibiendo la sintesis de mucopéptidos en la pared celular
bacteriana, haciéndola defectuosa y osmoticamente inestable y nistatina
(600,000 UI-L™"), antimicético con propiedades fungistaticas y fungicidas que se
une a esteroles de la membrana celular fungica, formando canales iénicos y
alterando la permeabilidad de su membrana (www.vademecum.es). La
intencion de utilizar dichos agentes fue la de inhibir el crecimiento de bacterias
y hongos que pudieran haber permanecido en la superficie del in6culo, o que
se hubieran introducido durante la siembra.

De las yemas de plantas de papa utilizadas como explantes, unicamente
las yemas axilares desarrollaron brotes, de las yemas apicales no se obtuvo

respuesta pues se oxidaron facilmente, lo cual concuerda con lo reportado por
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Valle-Sandoval et al. (2008) en un trabajo de regeneracién de crisantemo en el
que establece que existe un gradiente de etapas de desarrollo en el tallo, lo
que determina que sea critico seleccionar la etapa mas adecuada para
asegurar un alto porcentaje de regeneracion.

La induccion de plantulas de papa se llevé a cabo en un medio de cultivo
compuesto por sales MS (Murashige y Skoog) (Anexo 1), esta férmula ha sido
probada por varios investigadores en el cultivo in vitro de Solanum tuberosum L.
De acuerdo a lo publicado por Mejia-Mufioz et al. (2006) sobre sus
investigaciones de propagacion in vitro de papa ratona, las altas
concentraciones de iones potasio, amonio y de l-inositol presentes en la
formula MS, favorecen la supervivencia y tasa de desarrollo del inoculo, lo cual
es decisivo para el cultivo de meristemos apicales de papa y su desarrollo en
plantulas vigorosas. A este medio de cultivo se adicioné 0.5 mg-L™" de AGs, el
cual mostro tener un efecto en la ruptura de la dormancia de yemas y en la
aceleracion del alargamiento de los brotes; observacion que coincide con
Sarker y Mustafa (2002) y con el CIP trainning manual, quienes asi lo reportan
con diferentes variedades de papa. No se utilizaron auxinas ni citocininas en
los medios de cultivo de induccion ni de proliferacion; en cuanto a las auxinas,
algunos investigadores como Jiménez et al. (2009), Sarker y Mustafa (2002) y
Goémez et al. (1997), coinciden en que en varios cultivares éstas no son
requeridas para el desarrollo morfogénico del explante. Sin embargo, en el
caso de las citocininas, aun en su ausencia se obtuvo un promedio de 2 a 3
brotes en el transcurso de 3 semanas, lo cual se contrapone con los resultados
de Badoni y Chauhan (2009), Mejia-Muriioz et al. (2006), Yousef et al. (1997),
entre otros, quienes sostienen que la presencia de citocininas es indispensable
para lograr una regeneracion eficiente y de esta manera obtener un mayor
numero de plantas por explante. Esto podria por un lado apoyar el hecho de
que la respuesta morfogénica puede variar de un genotipo a otro y por otro
lado, confirmar que el desarrollo in vitro no s6lo se encuentra moderado por la
interaccidon de los reguladores de crecimiento proporcionados en el medio de
cultivo, sino que también las hormonas enddgenas presentes en el explante,
juegan un papel determinante (Pérez-Ponce, 1998; Sathyanarayana vy
Varghese, 2007).
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Se llevé a cabo la proliferacion de plantulas de papa mediante subcultivos
secuenciales de segmentos nodales, al cabo de 3 subcultivos se obtuvo una
poblacién cercana a los mil individuos (Figura 9); de haberse llevado a cabo un
cuarto subcultivo del total de los propagulos (Cuadro 7) se hubiera alcanzado
una produccién de aproximadamente 5,000 plantulas de 3 nudos, lo cual podria
representar una produccion interesante si se utilizara con fines comerciales.
Aun cuando la tasa de sobrevivencia de las plantulas en las distintas etapas de
propagacion tan solo alcanzé un 86% (Cuadro 7), el medio de cultivo empleado
fue satisfactorio para garantizar una brotacidon y multiplicacion aceptable,
alcanzando una tasa de multiplicacién de 8 brotes por explante.

El mantenimiento de plantulas de papa se logré alterando las condiciones
optimas de cultivo, para ello, el medio de cultivo original compuesto por sales
MS fue adicionado con sacarosa (20 g-L™"), sorbitol (40 g-L™") y solidificado con
una elevada concentracion de agargel (8.5 g-.L™"). El incremento de aztcares en
el medio, en este caso la sacarosa y el sorbitol, no sélo actuan como fuente de
carbohidratos sino como reguladores osmoticos, al descender el potencial
osmotico del medio, la adsorcion celular de agua y nutrientes disminuye, lo cual
abate a su vez la tasa de division celular y por tanto el metabolismo de la
planta. La sacarosa por si misma, por ser altamente asimilable puede actuar
como agente osmotico en concentraciones elevadas, sin embargo, la presencia
de sorbitol en el medio de cultivo interactua con el contenido de sacarosa,
haciendo mas efectiva la limitacién del crecimiento (Garcia-Aguila et al., 2007).
El decremento del potencial osmatico es frecuentemente utilizado para reducir
la tasa de crecimiento de los cultivos y de esta manera preservar los genotipos
en condiciones in vitro; en el caso de papa Gopal et al. (2002), reportan que la
combinacién sacarosa/sorbitol, 20/40 g-L”', proporciona la supervivencia
maxima (55%) de las microplantas. Aunado a esto, una mayor concentracion
de gelificante compromete el agua disponible en el medio de cultivo,
restringiendo aun mas el suministro de agua a la célula vegetal. El crecimiento
celular se reanuda al transferir los propagulos a un medio de cultivo con
concentraciones normales de azucar y gelificante (George et al., 2008).

La técnica de ELISA ha sido utilizada para la deteccion de patdégenos en
plantas desde los afios 60, actualmente se cuenta con kits comerciales que
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permiten realizarla de manera sencilla, rapida y confiable. Sin embargo, un
aspecto que requiere particular atencidn es el analisis e interpretacion de
datos.

A partir de los valores de absorbancia de los controles negativos se
establecio el valor umbral mediante el cual fue posible discriminar entre las
muestras positivas de las negativas. Para interpretar los datos obtenidos en las
corridas de ELISA, se tomaron en consideracion los lineamientos propuestos
por Gillet et al, (1986), un grupo de investigadores preocupados por definir los
criterios para otorgar un significado objetivo a los resultados arrojados por esta
técnica. Estos son:

1. Establecer claramente el valor umbral utilizado, los criterios mas
comunes para determinarlo son "2x"y "x + 3s" (siendo x la media del
control negativo y s, su desviacion estandar)

2. Evaluar suficientes plantas para familiarizarse con el intervalo de valores
negativos (sanos) que se pueden obtener

3. Incluir en cada corrida muestras previamente evaluadas como negativas,
a manera de control negativo, de tal manera que se asegure la
representacion de un amplio intervalo de valores negativos
Siempre incluir un control positivo
Comparar controles y muestras provenientes de tejidos similares,
obtenidos bajo condiciones similares de crecimiento

6. Correr las muestras por duplicado

Ademas, como apoyo para la interpretacion de los resultados, se recurrio
a la representacion grafica de los valores de absorbancia obtenidos (Anexo 2).

Se evaluo la presencia de virus A, Y, X y S de papa, en cuatro puntos
diferentes a lo largo de la propagacion, esto permitié por un lado, al trabajar
con plantas crecidas en condiciones de invernadero procedentes de tubérculos
del Grupo A, conocer el estado original (con respecto a estos cuatro virus) del
material biolégico con el que se trabajo, (ELISA ). Posteriormente al evaluar
las plantas procedentes de los tubérculos del Grupo B, que fueron sometidos a
termoterapia y quimioterapia (ELISA 1V), se pudo valorar el efecto que tuvieron
ambas terapias en la eliminacién de virus, el cual resulté positivo para los tres
virus detectados originalmente, PVS, PVY y PVX (Cuadro 9).
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Por otro lado, al evaluar las plantulas crecidas en condiciones in vitro, se
puede apreciar el estado de las mismas con respecto a PVS, antes (ELISAIl) y
después (ELISA 1ll) de haber recibido termoterapia y quimioterapia (Figura 9),
observandose también una disminucion en el contenido de este virus (Cuadro 8).
Dichos resultados corresponden con los de Naik y Karihaloo (2007) quienes
recurren a la combinacion de termoterapia, quimioterapia con antivirales y al
cultivo de meristemos para incrementar la probabilidad de obtener plantas de
papa libres de virus en la regién de Asia-Pacifico. Ellos mismos expresan que
las principales limitantes del cultivo de meristemos son la dificultad para llevar a
cabo su diseccidn, su baja supervivencia y el tiempo prolongado que toman
para desarrollar una plantula viable (de cuatro a ocho meses). Para evitar esto
recomiendan aplicar termoterapia a la planta madre, seguido del cultivo de
nudos de aproximadamente 0.5 cm, cultivados en medio que contenga
Ribavirina, lo cual se aproxima bastante a lo efectuado en este trabajo.

Los microtubérculos de papa pueden utilizarse como un componente
adicional al método de propagacion, ademas éstos ofrecen la ventaja de poder
ser almacenados por periodos mas prolongados y manipulados y transportados
mas facilmente que las plantulas; en este trabajo se alcanz¢ la tuberizacién in
vitro partiendo de los cultivos de plantas libres de virus obtenidas por
micropropagacion, usando medio MS, con un incremento en la concentracion
de sacarosa (80 g-L™"), la presencia de BA (5 mg-L™) y una alta concentracién
de agargel (9 g'L™).

El fenomeno de la tuberizacion in vitro ha sido investigado extensamente,
en diversos estudios se evalua el efecto que provocan los diferentes inductores
con respecto al numero, peso, y tiempo en que se producen los tubérculos.
Yousef et al. (1997), reportan que el explante utilizado tiene una influencia en el
tiempo en que tardan en formarse los tubérculos, siendo el cultivo de brotes
completos el que presenta mayor rapidez, comparado con nudos individuales.

La importancia de la sacarosa ha sido descrita por Wang y Hu, (1982)
quienes explican que a altas concentraciones de este carbohidrato se
incrementa la osmolaridad del medio, lo cual constituye un estimulo critico para
la formacion del tubérculo, repercutiendo directamente en el numero de
tubérculos producidos. Coria et al. (2004) argumentan que el efecto que tiene
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la sacarosa en la tuberizacién, es el de comportarse como un regulador
osmotico sobre los niveles enddgenos de acido giberélico, lo cual inhibe la
tuberizacion por privar la participacion de la glicoproteina patatina. Lo
observado en este trabajo fue que las altas concentraciones de sacarosa
sometieron a las plantulas a cierto estrés hidrico, el cual detuvo el crecimiento
de la planta y propicio el desarrollo del tubérculo.

En lo que respecta al uso de BA, los criterios no se encuentran tan
unificados en la literatura, algunos autores como Wang y Hu (1982), Hussain et al.
(2006), entre otros, defienden que es posible obtener un maximo numero de
tubérculos mediante el uso de altas concentraciones de esta citocinina (4 mg-L™
a 10 mg-L™"); sin embargo, otros autores plantean la obtencién de mayor
numero de tubérculos de elevado peso y talla con el uso de bajas
concentraciones de BA (0.1 mg-L™" a 1 mg:-L™") (Yousef et al., 1996; Montoya et
al., 2008), pero casi todos coinciden en que la produccion de microtubérculos
de papa in vitro tiene un proceso con dependencia varietal para los diferentes
inductores (Gopal et al., 1998), de ahi que sea necesario desarrollar protocolos
de tuberizacidn especificos para cada variedad. En el caso de este trabajo, los
resultados del ensayo de induccién de tuberizacion, no presentan una
diferencia significativa al utilizar 3 6 5 mg-L™" de BA en el medio de cultivo.

En el CIP se utiliza para la induccién de tuberizacién cloruro cloro colina
(CCC), un retardante de crecimiento involucrado en procesos celulares, de
desarrollo y de estrés en plantas. Sin embargo, otras publicaciones reportan
que CCC puede ser sustituido por otros inductores como Kinetina, BA o
simplemente sacarosa en altas concentraciones (Hussein et al.; 2006, Borda et
al., 2001).

Tanto en el experimento de induccion de tuberizacion, como en el medio
de cultivo para inducir la tuberizacion de las plantas micropropagadas, se
emplearon altas concentraciones de agargel (9 mg-L™"), con la finalidad de
restringir el aporte de humedad vy crear estrés en la planta. De acuerdo con
las caracteristicas cualitativas que presentaron los microtubérculos obtenidos y
gue se muestran en los resultados, los tubérculos que se formaron mediante el
hinchamiento del extremo del "estolén" y que permanecieron en contacto, o
inmersos en el medio de cultivo, lograron un mayor desarrollo; ésto conduce a
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pensar que un medio de cultivo liquido podria resultar mas propicio para la
obtencion de tubérculos de mayor peso y talla, tal vez por el hecho de exponer
mayor superficie en contacto con el medio nutritivo. Tanto el manual de
procedimientos del CIP, como otras publicaciones reportan el uso de medios
liquidos con buenos resultados (Naik y Karihaloo, 2007; Hussein et al., 2006;
Borda et al., 2001). Actualmente con el uso de medios de cultivo liquidos, se
han desarrollado biorreactores de inmersion temporal que permiten optimizar la
produccion de microtubérculos, no solo por la induccién de un mayor numero
de tubérculos/planta, sino por el incremento del peso y tamafio de los mismos y
la reduccién de los costos de produccion (Montoya et al, 2008; Naik y
Karihaloo, 2007; Pérez et al., 2001).

Algunos investigadores recurren también a factores ambientales como
fotoperiodo y temperatura para inducir el proceso de tuberizacion. Hussein et
al. (2006) por ejemplo, consideran que la incubacion bajo condiciones de
completa oscuridad es fundamental, ya que la luz promueve la sintesis de
acido giberélico, que como se menciond anteriormente inhibe la tuberizacion,
mientras que la oscuridad favorece la sintesis de acido tuberonico, el cual
juega un papel importante en la formacién del tubérculo. Los resultados
muestran que la luz no impidié que se produjera al menos un microtubérculo
por plantula sembrada. En condiciones convencionales, la tasa reportada de
tubérculos varia dependiendo el tipo de explante, los inductores empleados, las
condiciones ambientales y la variedad en cuestion, oscilando entre 0.85 y 3.6
tubérculos por planta o nudo sembrado (Hussein et al., 2006; Borda et al.,
2001; Yousef et al., 1997).
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CONCLUSIONES

Se implementé un tratamiento de desinfeccion para la esterilizacion
superficial de yemas axilares de plantas de papa crecidas en condiciones de
invernadero, con una eficacia del 66%, mediante la accion de diferentes
agentes quimicos como etanol, peroxido de hidrogeno, como germicida,
Ketoconazol, como antimicético, hipoclorito de sodio, como bactericida y
viricida superficial, Benlate®, como fungicida sistémico y Agrimycin 500°
como bactericida.

Las yemas axilares de plantas de papa crecidas en condiciones de
invernadero, resultaron ser un explante adecuado para el establecimiento

de cultivos in vitro de papa (Solanum tuberosum L.) variedad Fiannas.

Se logré inducir el crecimiento de yemas axilares de plantas de papa en
condiciones in vitro, en medio MS suplementado con Ac. Giberélico,

Cefotaxima como antibiotico y Nistatina como antimicotico.

Se consiguid la multiplicacion masiva de plantas de papa, mediante
subcultivos periddicos del material vegetal establecido en condiciones in
vitro, con una tasa de multiplicacion de 8 brotes por explante, en el
transcurso de 26 semanas; asi como el mantenimiento de un lote de dichos

propagulos.

Se detectod la presencia de los virus A, S, Y y X de la papa en extractos
herbaceos provenientes tanto de plantas crecidas en condiciones de
invernadero, como de plantulas crecidas en condiciones in vitro mediante la
técnica de ELISA, para conocer la sanidad del material vegetal del que se
partio y para garantizar la eliminacion de virus en los individuos propagados.

Se llevo a cabo la eliminacion de un porcentaje de los virus infectantes de
los tubérculos-semilla de papa, mediante termoterapia a 35 °C, y

quimioterapia con Ribavirina, tanto en condiciones in vitro como ex vitro.

Se logré el desarrollo de microtubérculos de peso variable en cultivos in
vitro de papa, en medio MS suplementado con BA y altas concentraciones

de sacarosa (8%).
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PERSPECTIVAS

El presente trabajo constituye una evidencia de que el Cultivo de Tejidos
Vegetales puede aportar beneficios sustanciales para la produccién comercial
de papa, ya que se logro realizar la propagaciéon de plantas sanas y el
desarrollo de microtubérculos, que pueden ser utilizados como semilla de
elevada calidad fitosanitaria. El uso de material sano para iniciar las
plantaciones tiene una repercusion directa en el rendimiento de este cultivo.

Es por lo anterior que se recomienda realizar futuros trabajos

encaminados a complementar el protocolo establecido:

* Explorar un proceso de aclimatizacion que garantice una buena tasa de

supervivencia de las plantas al ser transferidas a suelo.

» Establecer un programa para el monitoreo de virus contaminantes, a fin de

constatar si las técnicas de eliminacidon de virus son efectivas.

* Evaluar el desempeno de los microtubérculos desarrollados, asi como
elaborar procedimientos para optimizar su produccion e incrementar su

calidad.

* Y con un horizonte mas amplio, buscar genes efectivos de resistencia a
patdbgenos, para su incorporacion en genotipos comercialmente

sobresalientes.

Todo esto con la finalidad ultima de incrementar las cosechas de este
alimento, que sera fundamental en las estrategias para garantizar la seguridad

alimentaria.
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ANEXOS

ANEXO 1. COMPOSICION DE SOLUCIONES MADRE

SALES DEL MEDIO MS (Murashige y Skoog, 1962)

Soluciones de macro y microelementos concentradas (100X), para preparar

COMPUESTO FORMULA P.M. (g) 1L (g)
SOLUCION I: NITRATOS
Nitrato de potasio KNO3 101.10 190
Nitrato de amonio NH4NO3 80.04 165
SOLUCION II: SULFATOS
Sulfato de magnesio MgSO,-7H.0 246.49 37
Sulfato de manganeso | MnSO4-H,0 169.01 1.69
Sulfato de zinc ZnS04-7H0 287.54 0.860
Sulfato de cobre CuS045H,0 249.68 0.0025
SOLUCION lIl: HALOGENOS
Cloruro de calcio CaCly-2H,0 147.02 44
Yoduro de potasio Kl 166.01 0.083
Cloruro de cobalto CoCly-6H20 237.93 0.0025
SOLUCION IV: FOSFATO, AC. BORICO, MOLIBDATO
rostalo 06 POaSIO | KH,PO,H,0 136.09 17
Acido bérico H3BO3 61.86 0.620
Molibdato de sodio NazMoO4-2H,0 241.95 0.025
SOLUCION V: QUELANTES
Sulfato ferroso FeSO4-7H,0 278.02 2.784
Na; EDTA C10H14N2019Naz-H,0 372.30 3.724
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VITAMINAS
Soluciones concentradas (100X), para preparar

COMPUESTO FORMULA P.M. (g) 250 ml (mg)
VITAMINAS St
Tiamina-HCI C12H17N4OSCI-HCI 337.30 10
Glicina C2HsNO3 75.07 50
Ac. Nicotinico CeHsNO> 123.10 12.5
Piridoxina-HCI CgH11NO3-HCI 205.60 12.5
VITAMINAS R;
Myoinositol CeH1206 180.20 2.5x10°
Ac. Nicotinico CsHsNO2 123.10 25
Piridoxina-HCI CgH11NO3-HCI 205.60 25
Tiamina-HCI C12H17N4sOSCI-HCI 337.30 50

FITOHORMONAS Y COMPUESTOS ORGANICOS
Soluciones concentradas (100X), para preparar

COMPUESTO FORMULA P.M. (9) 100 ml (mg)
Acido Giberélico (AG3) C19H2206 346.40 10
6-Bencilaminopurina (BA) C12H11Ns 225.3 10

Acido aminoacético (Glicina) | C2HsNO; 75.07 20
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COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES BUFFER
EMPLEADAS EN LAS PRUEBAS DE ELISA
Soluciones concentradas (1X), para preparar

COMPUESTO 1L (9)
BUFFER DE CARBONATOS (captura) pH 9.6
Carbonato de sodio (anhidro) 1.59
Bicarbonato de sodio 2.93
Azida de sodio 0.2
Disolvente: agua destilada
BUFFER PBST (lavado) pH 7.4
Cloruro de sodio 8.0
Fosfato de sodio, dibasico (anhidro) 1.15
Fosfato de potasio, monobasico (anhidro) 0.2
Cloruro de potasio 0.2
Tween 20 0.5
Disolvente: agua destilada
BUFFER ECL pH 7.4
Albumina sérica bovina (BSA) 2.0
Polivinilpirrolidona (PVP) 20
Azida de sodio 0.2
Disolvente: buffer PBST
BUFFER PNP (sustrato) pH 9.8
Cloruro de magnesio hexahidratado 0.1
Azida de sodio 0.2
Dietanolamina 97 ml
Disolvente: agua destilada cbp 1L
BUFFER GEB (extraccion) pH 7.4
Sulfito de sodio anhidro 1.3
Polivinilpirrolidona (PVP) 20.0
Azida de sodio 0.2
Ovoalbumina 2.0
Tween 20 20.0

Disolvente: agua destilada

85




ANEXO 2. DATOS Y GRAFICAS DE LAS EVALUACIONES REALIZADAS POR TECNICA DE ELISA

Prueba de ELISA realizadas a 10 plantas de invernadens, seleccionadas al azar (PVA, PYY, PVE v PVX)
Valoras de Absorbanca 405 nm

PVA PVY PVS PVX
1 2 3 4 5 5 7 B g 10 11 12
A 0.272 0.403 0.191 3.129 0.11 0.676 ZZZa7ssd 0184 0.434
B 0.192 027 efasisd] 0164 0.22  EEEEAETd 0215 0.679  dEgHzss] 0485 0345 o
c 2785 0.226 ErobErosd PB4 0217 ZZoiEARss]  3.278 0.587 zBE#Ed 3308 0.347 SR
D 2.487 0.233 7 3.097 0216 2 664 0.625 =72 3.118 031z i
E 0.33 0.258  ZEEAEECS 0217 e ZEEEEAT g5z 3604 SUEgAR o288 0385 T
F 0.358 0238 eperrssd] ozaz 0221 ok 0534 0.672 gl 0047 0358 oomHErE
G | oa3se ZE@MEEccommnmod op0  DOpAECCoRSndc 0517 SEEETTTOomamai) oopey  CORABETCRAEEE
H 0.415  ZEgEETTomprrt] Qo4 CEBPEEUCCUESRTS 054 CEOEETURSERC 0400 SUNMORTS CUguss
Blanco (GBE)
Control + valaras an rojo: valores por armba del valor umbral
Muestras 1=-10
Muestras de ofra variedad
PVA | x=' 0232
. s=" 0.056569
g l 2x= 0.464 €—— wvalar urnbral
= ¥+3s= 0401706
PYY x=' 01775
. s=" 0.019092
5 l 2x= 0.355 K &— walar urnbral
= ¥+ds=  0.234776
PVS x='  0.1625
. s=" 0.074246
5 l 2x= 0325 & — valar urmnbral
= ¥+ds=  0.385239
PV x='  0.1845
. s=" 0.000707
5 l 2x= 0.380 | &— wvalar umbral
5 ¥+3s= 0186621

CORABIDA 1
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Absorbancia [405% nm)

=
in

Absarbancia (905 nm)

Grafica de distribucion de Absorbancia (405 nm) de las pruebas de ELISA realizadas a 10 plantas al azar (PVA, FVY, PVS y PVX)
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Pruebas de ELISA realizadas a 4 planiulas in wifro seleccionadas al azar (PVY. PVE)

Valores de Absorbancia 405 nm

PVY PVS
1 2 3 4 5 B T B a 10 11 12
A 0116 101 498 0432 0413 0183 o111 0572 0156 0106 0113 0.252
B 0105 0.754 0466 0403 0389 0186 o107 0347 0156 0103 0.1 0.233
C 0103 0736 0467 03493 0415 0204 102 0134 0124 0105 0102 .181
D 2413 0704 0437 0391 0389 0205 1.686 0.338 0125 0105 0.1 164
E 2.233 0.585 0.538 0417 .18 0204 1.673 0217 0128 0105 0208 Q179
F 2487 0587 421 0435 0202 0202 1.678 0224 12 0116 0.213 0.243
G 1.164 .02 a4z 0458 0181 0183 0EDE 0222 Q.17 0109 0.22 0.241
H 1. 228 .54 2471 0505 JA7E 0134 0613 067 0121 14 0.237 0.256
Disposicion de los pozos
PY¥Y PVS
1 2 3 4 5 G T B a 10 11 12
A Blanco GBE  PVY+1:4 PFYWY+1:32 PVYWY+12256 PVY+1:1024 Muestra 2 |Blamco GBE  PYS+14 FYWE+1:32 PVE+12256 PVS+1:1024 Muesira 2
B Blanco GBE PVY+138 PVWY+1:32 PVWY+1:2256 PVY+122048 Muestra 2 |Blamco GBE PWS+18 PYWE+1:32 PVE+12256 PVWE+122048 Muesira 2
c Blanco GBE PVY+138 PYWY+1:84 PVWY+12256 PVY+122048 Muestra 3 |Blamco GBE PWS+18 FYWE+1:84 PVYE+12256 PVWE+122048 Muesira 3
0] PVY+122 PVY+1:8 PYWY+1:84 PVWY+1:512 PYVY+122048 Muestra 3 PVE+12 PVE+1:8 FYE+184 PVYE+1:512 PYE+122048 Muesira 3
E P12 PWY+1:16  PVWY+1584 PVYWY+1:512  Muestra 1 YMuestra 3 PW5S+1:2 P¥5+1:16 PVE+154 PVWS+1:512  Muestra 1 YMuestra 3
F P12 PWY¥+1:16 PYY+1:128 PWY+1:512  Muestra 1 YMuestra 4 PW5S+1:2 P¥5+1:16 PVWS+1:128 PVWS+1:512  Muestra 1 YMuestra 4
G P14 PWY+1:16 PYWY+1:128 PVYY+1:1024  Muestra 1 YMuestra 4 PW5S+1:4 P¥5+1:16 PVWS+1:128 PVS+1:1024  Muestra 1 YMuestra 4
H Py +1:4 PWY+1:32 PYY+1:128 PVYY+1:1024 Muestra 2 Muestra 4 PWE+1:4 PYE+1:32 PVE+1:128 PVYE+1:1024 YMuestra 2 Muestra 4
contrel + a diderantas dilucones
muestras ¥ control + 2e corneron por triplicado valores an njos valores por arrmba del valor urnbral
PVY x=' 0108
q =" 0007
| | 2x= 0216 &— valor umbral
] H+A5= 0129
PVS x=" 0106667
. s=" 0.004508
g | 2x= 0213331 £— valor umbral
0 ¥+d5= 01207184

CORRIDAZ
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Graficas de distribucion de Absorbancia (405 nm) de |as prusbas de ELISA realizadas a 4 plantulas i @it seleccionadas al azar (PVY, PVS)
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Pruebas de ELISA realizadas a 4 pldntulas in vilro seleccionadas al azar (PVA, PVX)

Valores da Absorbancia 405 nm

PVA PVX
1 2 3 4 5 G T B 8 10 1 12
A 0.364 {0.788 0446 036 0.347 {.166 0.242 1.173 0486 0221 0207 0.166
B 0316 0.522 0408 0.347 0.334 0.16 0.188 0.855 0445 0.22 0,196 0.158
C 0.32 0.539 042 0.338 0.326 0.185 0.222 0.885 0381 02259 0.198 0.165
D 1.76 0511 034 0.333 0.326 0176 2088 0.844 0341 02 0181 0147
E 1.869 .48 0.432 0.345 0175 0.183 2.188 0863 0.3496 0226 {.168 0172
F 1.82 0427 0.364 0372 {1398 0206 2.11 0.583 0.286 0253 0.194 0.203
G 0. 721 0.464 041 0.341 0167 0.181 1.206 0.624 0308 0136 0.16 0175
H {826 0.452 0437 0.381 0.183 0206 1237 0.5 0.33r 02359 0.207 0.245
Disposicitn de o pozos
PYA PYX
1 2 3 4 £+ L T B a 10 1 12
A Blanco GBE PVA+1:4 FyA+1:32 PVA+1:256 PVA+1:1024 ‘uesira 2 |Blanco GBE PWVE+1:4 PWa+1:32 PVE+1256 PYE+1:1024  Muestra 2
B Blanco GBE PVA+1:8  PVA+1:32 PVA+1:256 PVA+1:2048 Muestra 2 [Blanco GBE PVE+18  PVE+13E32 PVE+12256 PYE+122048 Muesira 2
c Blanco GBE PVA+1:8 FyA+1:64 PVA+1:256 PVA+1:2048 ‘'duestra 3 |Blanco GBE PWVE+1:8 PWa+1:84 PVE+12256 PYE+1:2048 ‘uestra 3
0] Fya+1:2 Fyia+1:8 FyA+1:64 PVA+1:512 PVA+1:2048 ‘duesira 3 Pwa+12 PVE+1:8 Pya+1:84 PVE+1512 PYE+1:2048 ‘Muestra 3
E Pya+1:2 PVA+1:16  PVA+1:64 PVWA+1:512 Muestra 1 Muestra 3 Pwa+12 PveE+1:16  PYE+184 PVE+12512  Muestra 1 Muestra 3
F Pya+1:2 PVA+1:16  PYA+1:128 PVA+1:512 Muestra 1 Muestra 4 Pwa+12 PYeE+1:16 PVE+12128 PVE+12512  Muestra 1 Muestra 4
G Fyid+1:4 Fya+1:16  PYA+1:128 PYA+1:1024 Muestra 1 Muestra 4 Pwie+1:4 PYE+1:16 PVE+12128 PYE+1:1024 Muestra 1 Muestra 4
H L Pya+1:32 PWA+1:128 PYA+1:1024 Muestra 2 Muestra 4 Pwis+1:4 Pyi+1:32 PVE+12128 PYE+1:1024 Muestra 2 Muestra 4
contral + a dilerentas dilucones
muestras y control + sa cormaron por triphcadao valoras an rojo= valores por armba del valor urnbral
PYA x=" 0.333333
. s=" 0.026633
g | 2x= 0.B66EE7 €—— valor umbral
o ¥eds= 0413233
P x=" 0.217333
. s=" 0.027301
g | 2x= 0434667 €—— valor umbral
o ¥e#ds= 0295236

CORRIDAZ
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Absorbanda (405 nm)

Graficas de distribucion de Absorbancia (405 nm) de las prusbas de ELISA realizadas a 4 plantulas i wim seleccionadas al azar (PVA, PVE)
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Pruebas de ELISA realizadas para toda la poblacidn de plantulas in witro, Parte I {1-13) (PVS)
Valores de Absorbancia 405 nm

1 2 4 4

A 0088 ° 0.144 0113 0.189

B 0.078 0.122 0.119 0.194

c 0.568 0.102 0.083 0.162

o 0.564 0.103 0.04a 0.149

E 0.145 0.167 0.098 0.084

F 0.147 0.165 0.099 0.0a2

G 0.105 0.109 0.091

H 0116 0124 0.094

valoras en rojo= valores por encima dal valor umbral

PVS x='  0.083

g s=" 0.007071

5 2x= 0.166

S | x+3s=  0.104213€———  valor umbral (0.116]

= Walor umbral calculado

Valor umbral ajustado

Absorbancia (405 nm)

06

05

04

03

0.2

01

Disposicitn de 1o pozos

1 2 3 4

A Blanco GBE M3 M7 M1
B Blanco GBE M3 M7 M1
c PVYE + 14 M4 nMa Mi12
D PVYE + 14 M4 nMa Mi12
E M ME Ma M3
F M ME Ma M13
G M2 ME M0
H M2 ME M1

) PVS

-
H o 4 : ol =] E

3 = - ¥ ¢ ¥ »
€ - =) i = o= r= = &n =] — i~ ]
E E = = X ZE =2 E E = =E E = E i‘
= B
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Pruebas de ELISA realizadas a toda la poblacién de plantulas i wivo, Parte Il (14-53) (PVS)

Valores de Absorbancia 405 nm

1 2 3 4 5 B 7 B g 10 1 12
A 0.112 0.126 0.138 0.191 0.104 0.087 0.108 0.108 0.114 0.125 0104  FEEART
B 0.114 0.132 0.13 0.171 0.099 0.097 0.108 0111 0.113 0.1 0107 ooars
c 0.117 0.176 0.113 0.192 0.137 012 0.161 0.114 0.115 0.087 0.092 ZEOeE
D 0.111 0.176 0.113 0.192 0.137 0.11 0.185 0.119 o122 0.098 0.086 SRR
E 0.817 0.171 0.112 0.196 0.126 0.157 0.214 0.151 0.177 0411 s
F 0.825 0.175 0.1 0.18 0.119 0.148 0.245 0.158 0.176 0121 oppans i
G 0.135 0.136 0.102 0121 0.154 0.187 0.139 0.114 0.123 0133 ZoBHER gt
H 0127 0.134 0.128 0.127 0.157 0.216 0.144 0.13 0.137 0.153 oo npag
Disposicién de los pozos
1 2 3 4 5 B 7 B g 10 1 12

A |BlancoGBE  MiS E M23 M27 M3 1 M35 M33 M4 M48 M52
B |[BlancoGBE  MI15 Mig Mz23 M27 M31 M35 M3a Ma4 M48 M52 el
C |BlancoGBE  MiG M2 M24 28 M3z M35 M40 M45 M43 M53 oo
D |BlancoGBE  MiG M2 M24 28 M3z M35 M40 M45 M43 M53 oo
E |PVS+14  Mi7 M21 M25 M2 M33 M3T M42 M46 MBO o
F | Pvs+14 MAT Mz21 Mz25 Mza M33 M3T M4z M4G MBS0 S
G M4 M18 Mz2 M26 M30 M3 M38 M43 M4T MS1
H M14 M18 Mz22 M2 W30 W34 M35 M43 4T M51 2 i

lag mueslras sa cormaron por duplicadao valoras an rojo= valores por armba del valor umbral

PVS x=" 0.1135

2 s=" 0.002646
E 2= 0227
o | x+3s= 0121437 €———  valorumbral (0.15

CORRIDA S
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Pruebas de ELISA realizadas a la poblacion de plantulas in witro. Parte Il (54-68) (PVS)
Valores de Aborbancia 405 nm

1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 1 12
A 0091 BT R R 0124 0.119 0.189 0.206
B 0087 AR e A o 0.121 0.185 0.206
c 017  ZZOHsE oo LAl i 0,155 0.135 0.154 RE
D 0119 SR e g 0,16 0.126 0.152 0.116
E 0114  ZEigEe o si sl e s .20 0.111 0.256 0.185
F 0112 SrpErggem s e e 0,195 0.108 0.256 0.18
G 0.443 W A W AAAEE 0478 0.103 0.134
H 045 OO TR R TR 0485 0.096 0.147

Disposicién de |08 pozos

1 2 3 4 5 (A 7 8 9 10 1 12
A |Blanco GRE gl i e B4 M58 ME3 MET
B |Blanco GBE W WW W ME4 M58 ME3 MET
G Control - Fereiiiiscisagioiar e 56 M54 ME4 MES
D Control - Zooerdfermm e, MBS M52 ME4 MES
E Control - s MGE MED MES MESb
F Control - oo e MGE MED MES MESE
G | PvS+1a WW WW MS5T ME1 MES
H | PVS+1@ 2ol e M57 ME1 MEE

valoras en roje= valores por armba del valor urnbral

T Muestras de otra variedad

VS ¥='  0.1155
s=" 0.003109
Dx= 023
¥+3s= 0124827

| xeds=  0.127337 €valor umbral (0.137)

Cantral -

CORRIDA B
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Absorbancia (405 nm)

Absorbancia (405 nm)

Graficas de distribucitn de Absorbancia (405 nm) de las pruebas de ELISA realizadas a la poblacidon da plantulzs in witin, Parta [1(14-53)

y Parte Il {54-58) (PVS)
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Pruebas de ELISA realizadas a la poblacidn de plantulas i wilra, Parte [V (B9-143) (PVS)
Valores de Absorbancia 405 nm

1 2 3 4 5 [: 7 8 g 10 11 12
A 0.124 0.241 0.161 0.152 0.168 0.146 0.166 0.193 0.279 0.278 0.237
B 0.127 0.167 0.151 0.175 0.145 0141 0.176 0.3 0.251 0.208 0122 g
c 0.122 0.185 0.21 0.151 0.199 0.186 0.188 0.287 0.273 0204  ZoAEE W
D 1.103 0.149 0.144 0.15% 0.166 0.195 0.244 0.274 0.274 0226 e
E 0.573 0.188 0.219 0.138 0.214 0.198 0.176 0.284 0.277 0138 AR e
F 0.254 0.154 0.162 0173 0.145 0.145 0.22 0.21 0.248 0172 SEERET oA
G 0.156 0.14 0.146 0.154 0.189 0.151 0.147 0.241 0.265 0103 Zoagmn oo met
H 0.209 0.14 0.197 0.289 0.147 0172 0.282 0.179 0.247 0.228  Zgsator R
Disposiciin de os pozos

1 2 3 4 5 [; 7 8 g 10 11 12
A [BancoGBE  M7T3 MEB1 MED M100 M108 M116 M124 M132 M140 M148
B |BlancoGBE  MT4 MEBZ MZ0 M101 M109 M117 M125 M133 M141 M149  Zoppibss
C |BlancoGBE  M75 ME3 MB1 M102 M110 M118 M126 134 M142 i
D | PVS +14 M7E B4 M2 M103 M111 Mi19 M127 M1 35 M143 xﬁW L
E | Pvs+i4 M77 MBS Ma3 M104 Mi12 M120 M128 M135 Midd  SEciiRg s
F MES M78 MEBB MG M105 M113 121 M125 M137 M145 oo g
G M70 M7 MET Moa M1 06 M114 M1 22 M130 M138 M146  Zoogigrr i
H M71 MBO MES MBI 3 M107 M115 M123 M134 M135 MI47 il

valoras en rjo= valores por armba del valor umibral

pree  Muestras de ofra variedad

VS ¥= 0.124333

s=" 0002517

blanco ¥+55= 0.136916
| %= (.248667 #—— valor umbral

CORRIDA 7
Febrero 9, 11



Absorbancia (405 nm)

Graficas de distribucidn de Absorbancia (405 nm) de las prusbas de ELISA realizadas a la poblacion de plantulas in witm, Parte IV (E8-149) (PVE)
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Pruebas de ELISA realizadas a la poblacidn de plantas de invernadera. Parle | {1-1
Valores de Absarbancia 405 nm

B) (PVA, PVY. PVS y PVX)

PYA PY¥Y PVsS PYX
1 2 3 4 5 B T B 8 10 1 12
0.215 01259 0.126 0172 0.135 0127 0116 0.15 014 0251 0.139 0.129
0175 0048 0.095 0.143 011 1.904 0.0a1 0132 0143 0.238 0.154 0.153
1 0.096 0.089 0126 0.104 .11 a417 0.744 0181 0.182 0125 0123
0106 0.084 0.089 0115 0.048 0.088 114 0142 014 0.185 013 0114
0132 0103 0086 11 0109 0.083 0104 0126 122 017 0117 0117
0.0E9 a1 0079 o102 0.908 0.082 0109 0138 0.153 0182 0116 0129
.54 0.081 0.087 0475 1.605 0.088 0.2859 .13 0135 1.333 0.102 0.115
0.543 0.0859 0.088 .48 0105 0.105 0281 0.133 0147 1.275 0.124 0.134
Disposicién de los pozos
1 2 3 4 5 B T B g 10 1 12
Blanco GBE M1 Mg Blanco GBE M M9 Blanco GBE WA Mg Blanco GBE M1 Mg
Blamco GBE M2 Mi0 Blanco GBE M2 NAD Blamco GBE M2 M0 Blamco GBE M2 Mi0
Control - M3 M1 Control - M3 M1 Control - N3 M1 Control - M3 M1
Control - 4 Mi2 Control - W4 N2 Control - i M2 Control - 4 Mi2
Contral - ME M13 Contraol - ME NM13 Contraol - ME M3 Contral - ME M13
Contral - ME W14 Control - ME 14 Contraol - ME M4 Contral - ME W14
Pyd + 14 My M15 PVY + 14 M7 N15 PVS + 14 N7 M5 P + 14 My M15
Pya + 14 e M16 PVY + 14 nMa N16 PVS + 14 nB M1G6 P + 14 e M16
valaras an rojo= valores por armba del valor umibral
PYA K= : 0.10925 PYS x=" 0.11225
control - 3=! 0015375 contral - s="0.006994
| xeds= 0171164 «£—  valor umbral | xeds= 0140228 €—valor umbral (0.15)
PVY X= : 0.11325 PV x= : 0.18225
=" L0045 &= 0005179
cantrol |  xs4s= 0.153433 €&— valor umbral cantrol | xeds= 0218955 «€—  valor umbral
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Graficas de distioucion de Absorbancia (405 nm) de las pruebas de ELISA realizadas a la poblacion de plantas de invernadaro. Parte | {1-18) {PVA, PVY,
PVSE y PVXE)
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Pruebas de ELISA realizadas a la poblacidn de plantas de invernadero. Parte 1| (17-32) (PVA, PVY, PVS y PVX)

Valoras do Absorbancia 405 nm

PYA PYY PVS PYX
1 2 3 4 5 L] 7 B g 10 11 12
A 142 0.089 0105 0178 111 0127 0.079 0.133 0107 0167 0106 0125
B 0.191 0.086 0.082 01398 0.103 0,104 0.079 0.132 0.155 0176 0.096 0.099
G 0128 0078 0.082 0135 0.1 0.087 0.089 0,128 .13 0141 0102 0.087
D 0.135 0.085 0.085 0141 2.407 0.085 {0.088 0.131 0.135 {0.158 011 0.0a8
E 0134 0.087 0.083 0152 0083 0.087 0.087 0121 .13 0163 0106 0.104
F 0128 0.084 0.1 0.139 0108 0,104 01 0.13 0.147 017 0108 0144
G 0467 0103 0082 .51 0114 .11 0276 .14 0145 0,836 0111 012
H 0459 0106 0112 0.545 0.109 0.107 0.269 0.134 0.138 0.848 0.103 014
Disposicién de los pozes
1 2 3 4 5 L] 7 Lz g 10 11 12
A | Blanco GBE M17 MZ5 Blarco GBE M17 MZ25 Blarco GBE M17 M25 Blanco GBE M17 MZ5
B |Blanco GBE M18 MzZ6 Blanco GBE M18 MZE6 Blanco GBE M18 M26 Blanco GBE M18 MzZ6
c Control - M18 M27 Control - Mi1a M27F Control - M14a M2TF Control - M1 M27
o Control - M20 MZ8 Control - M0 MZ8 Control - W20 MZ8 Control - M0 MZ8
E Control - M21 MZ4a Control - M1 M23 Control - M21 M24a Control - M21 MZ4a
F Control - M2 Magd Control - M2 Maa Control - M2 Magd Control - M2 Wagd
G Fya + 14 Mz23 W31 PVY + 14 M23 M31 PVE + 14 M23 M3 PV + 14 Mz3 M31
H FWA + 14 Mz24 M3z PWY + 134 M24 M3z PVE + 134 MZ4 M3z FVX + 14 Mz4 M3z
valaras an roje= valores por armba del valor umbral
PyA, x=' 0.13125 PVS x='  0.0935
control - s=" 0.003775 control - s=" 0.005916
weds= 014635 £——  wvalor umbral | ®+#d5= 0117164 valor umbral (0.16])
PAY X= : 0.14275 Py x='  0.158
controd - s=" 0.006238 control - s=" 0.012356
W+d5= 0167703 €—— walor umnbral | wads= 0207423 €— valar wmbral
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Graficas de distribucion de Absorbancia (405 pm) de las prusbas de ELISA realizadas = la poblacion de plantas de invernadero. Parte 1 [17-32) (PVA, PVY,
Py PV
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Pruebas de ELISA realizadas a la poblacién de plantas de invernadera. Parte 111 (33-48) (PVA, BVY, PVS y PVX)

Valores de Absarbanca 405 nm

F'm PVY VS Fﬂ.rx
1 3 4 5 B 7 B g 10 12
0.144 W 0.164 0235 HEEST  0o43 011 SRS oo0d 0.092 W 0.129
012 oissss 0428 0215 oEEEs 0157 0153 UHASESS 0494 0100 Zefettas 0116
0.135 0.154 0.124 0.232 0.302 0.227 0.178 0.2 0.196 0.11 0.136 0.132
0.132 0.135 0.124 0.288 0.282 0.244 0.178 0.238 0.208 0.104 0.134 0.123
0.118 0.108 0.124 0.237 0.212 0179 0175 0.198 0.196 0.087 0124 0.124
0.126 0.12 0.117 0.276 0.206 0.184 0.175 0.197 0.19 0.107 0.129 0.13
0.744 0.1 0.125 1.474 0.196 0.176 0.62 0.179 0.18 0.758 0.091 0.098
0.75 0.283 0.117 1.416 0.285 0.186 0544 0.188 0.196 0.798 0.123 0.113
Disposiciin de los pozos
1 2 3 4 5 B 7 B g 10 1 12
Blanco GBE Z7-fF-77 M3 |Blanco GBE 7273847777 M3 |Blanco GRE 2RSS M39  [Blenco GRESZZ2BES7-2  mas
Blanco GBE xﬁfW Ma0  |Blanco GBE xﬁffm M40  |Blanco GBE zjﬁf’W M4D  |Blanco GBE xfffm M40
Contral - M3a [ Control - M33a e Control - M33 e Control - M33 Wa1
Control - 34 a2 Control - 34 a2 Control - M3 a2 Contral - M34 a2
Control - M35 M43 Control - M35 M43 Control - M35 M43 Contral - M35 M43
Contral - M35 R Control - M35 [T Control - M3E6 Wida4 Control - M3E6 a4
PVA + 134 M3T M45 PYY + 134 M37 45 PVS + 134 M37 45 PVX + 134 M3T M45
PUA + 1:4 38 M45 PYY + 14 M35 M45 PVS + 1:4 M3a M4E PVX + 134 M3a M45
valoras en nojo= valores por armba del valar umibral
e Muestras de ofra variedad
PVA X= : 0.12775 PVS X= : 0.1765
control - g= OO0S cantral - 2= OO0
| wsds=  0.15775 €——  valor urnbral | xsds=  0.183428 € —valor umbral (0.24
PAY X= : 0.28825 Py X= : 0.1045
control - a=! (MKXESE oontral - =] OG0
| xsds=  0.324083 €——  valor umbral | xeds=  0.126771€—valor urnbral (0.137)
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Graficas de distribucién de Absorbancia (405 nm) de las prusbes de ELISA realizadas a la poblacion de plantzs de invemaderc. Pare (Il (33-48) (PWA, PVY
Py P
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Pruebas de ELISA realizadas a la poblacidn de plantas de invernadera Parle 1V (47-82) (PVA, PVY, PVS y PVX)

Valores de Absorbancia 405 nm

PYA PY¥Y PVS P¥X
1 2 3 4 5 B T B g 10 1 12
0166 .18 0174 .1893 0.2 2.843 00897 .18 0.086 .08 0117 O.116
0163 0136 {.161 .18 .18 2.629 0.098 168 0186 0.1 0.111 0113
0.2 0.158 {.158 205 0.2 2.574 01895 0.184 0.185 012 0115 0111
0208 .16 0138 .205 0176 .185 0187 0178 0.184 0113 0105 0.1
0187 0.155 0144 014 0194 0.2 0182 0174 0.189 0.0899 0103 0108
LR i) 0142 01659 186 a7y 0187 0187 0168 0182 0086 004959 011
.76 0.161 0122 1.185 0.3 0187 0.382 0132 a17 0.734 0113 012
0.843 0.168 0144 1.054 0.233 .18 {.383 0.183 0.168 0.833 0.1 0109
Disposicién de los pozos
1 2 | 4 5 B T B k| 10 1 12
Blanco GBE MaT MES Blanco GBE Ma7 MES Blanco GBE MaT MBS Blamco GBE Ma7 MES
Blanco GBE 48 MEG Blanco GBE [ B MEG Blanco GBE a8 MEE Blanco GBE Mas MEE
Control - Maa MET Control - (LR MET Control - M4 M&T Control - Mg MET
Control - MEd MEeS Contral - MED MEB Control - Med ME8 Control - [ L MES
Control - ME1 MEa Control - g1 MEa Control - ME1 MEa Control - WS Msa
Control - Me2 MED Control - ME2 MED Control - Me2 MED Control - Me2 MED
Fa + 14 ME3 ME1 Py + 14 ME3 ME1 FVE + 14 Ms3 ME1 P + 14 Ms3 ME
Fia + 124 B4 ME2 Py + 14 NE4 ME2 FVE + 14 B4 ME2 PV + 124 M54 ME2
valaras an rojo= valores por armba del valor umbral
PYA x=' 0.19325 PVS x=' 018775
conrol s=F 0.013913 conrol s=F 0.005377
[ xsds= 0248904 €&—— valor umbral [ x+ds= 030526 €— wvalorumbral
PY x=' 01965 Py x=' 0107
oontrol - s=" (0.00995 oontrol - s=" 0.011402
| x+d4s= 0236299 €—— valor umbral | xsds=  0.152607 €—— valor umnbral
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Graficas de distribucion de Absorbancia (405 nm) de las pruabas de ELISA realizadss & |a poblecion de planias de invermadero. Parte [V (47-62) (PWA, PVY,
FWS y PWX)

Absorbancia (405 nm})
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