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RESUMEN

El experimento se llevo a cabo en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la
carrera de Ingenieria Agricola de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, de la
UNAM. Se emplearon plantulas de papa (Solanum tuberosum L.) cv. Alpha producidas in
Vitro a partir de brotes emitidos por tubérculos sometidos a refrigeracion, que desarrollaron
yemas que sirvieron como material vegetal; estos brotes fueron colocados en un medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS) modificado con diferentes concentraciones de
Benciladenina (BA) y Acido Indolbutirico (AIB), con lo que se modifico la concentracion
hormonal auxina /citocinina. Los parametros a evaluar fueron nimero de segmentos nodales,

altura de planta, volumen de la parte subterranea y nimero de vitro-tubérculos.

Se realizé un andlisis de los cambios morfologicos que presentaron los explantes de
papa al ser sometidos a diferentes proporciones de auxinas/citocininas y sometidas a
diferentes fotoperiodos, donde los resultados obtenidos indican que no es necesaria la
aplicacion exdgena de reguladores de crecimiento para generar mayor niimero de segmentos
nodales, altura y niimero de vitro-tubérculos en condiciones de luz; sin embargo, la aplicacion
solo de auxinas (5 mL de Acido Indolbutirico) al medio de cultivo genera una mayor cantidad
de éstos en condiciones de oscuridad, donde no es recomendable la adicion de citocininas,

ya que disminuye el desarrollo de vitro-tubérculos en las mismas condiciones.



INTRODUCCION

Para que una semilla realmente tenga impacto en la agricultura, es necesario que, ademas
de ser de alta calidad y de una variedad mejorada, sea usada ampliamente por los agricultores,
de esta manera aumentara la produccion y productividad, ayudard a una utilizacién mas
eficiente de insumos debido a una mayor uniformidad de emergencia y vigor de plantas,
especialmente si se trata de un cultivo como la papa que se multiplica en forma vegetativa a
través de tubérculos-semilla. Si bien es cierto que esta forma de multiplicacion es una ventaja
pues permite mantener las caracteristicas propias de la variedad por generaciones, también
es cierto que es una fuente eficaz para la diseminacion de plagas y enfermedades que afectan
al cultivo (Velazquez, 2006); ademas, los programas de produccion de tubérculos para
semilla de forma convencional presentan una baja tasa de multiplicacién y son altamente
susceptibles a las enfermedades, las cuales se pueden transferir a la progenie a través de los

tubérculos (Arellano et al., 2010).

El cultivo de tejidos in vitro es una herramienta muy 1til en la obtencion de material sano
en un corto periodo de tiempo y en un espacio pequefio; de tal forma, la utilizacion de
microtubérculos como semilla tiene grandes ventajas, pues existen antecedentes de que este
material soporta condiciones adversas de plantacion y producen plantas mas vigorosas en las
generaciones sucesivas, también existen reportes de que es posible obtener mayor nimero de
microtubérculos de plantas procedentes del cultivo de tejidos vegetales, que de las tubérculos
en siembras convencionales. Por tanto, con el establecimiento de un sistema de produccion
de microtubérculos in vitro, se puede iniciar un proyecto de produccion de semilla basica que
permita a los productores de papa tener mayor disposicion de material de calidad, asegurando

con ello un buen rendimiento de este cultivo (Arellano et al., 2010; CONPAPA, 2010).

Los microtubérculos son tubérculos de papa producidos in vitro cuando plantulas o
explantes de la misma se colocan bajo determinadas condiciones inductoras de tuberizacion
(Fuentes et al., 2012). Este tipo de materiales han sido empleados como modelo de
investigacion, para la seleccion y mantenimiento de germoplasma, como explantes de

transformacion genética y, en algunos casos, como tubérculo-semilla de alta calidad.



Un aspecto muy importante en la propagacion in vitro es la concentracion hormonal, de
tal forma, el presente trabajo busca promover la formacién de tubérculos en mayor nimero
a través de un balance hormonal, siendo las auxinas y citocininas las directamente
involucradas en la proliferacion de las plantas bajo la técnica de cultivo de tejidos vegetales,
aunado a otros aspectos como temperatura, luz y humedad que también se controlan en el

laboratorio.

Con este trabajo, se busca que el tubérculo-semilla realmente tenga impacto en la
produccion en campo, pues se espera contar con material de alta calidad que permita
incrementar la produccion y productividad, asi como ayudar a una utilizacién mas eficiente
de insumos debido a una mayor uniformidad de emergencia y vigor de plantas, mas si se trata
de un cultivo como la papa que se multiplica en forma vegetativa a través de tubérculos-

semilla.



II. OBJETIVOS E HIPOTESIS

GENERAL:

Evaluar los cambios morfologicos que presentan explantes a partir de tallos de papa (Solanum
tuberosum), por diferente relacion auxina/citocinina, en el medio de cultivo durante la

propagacion in vitro.

PARTICULARES:

» Analizar los cambios morfologicos que presentan los explantes de papa por efecto de la
variacion de auxina/citocinina.
» Determinar la mejor relaciéon auxina/citocinina que incremente la formacion de

microtubérculos bajo condiciones in vitro.

HIPOTESIS:

La relacion hormonal auxina/citocinina es importante para la formacion de nuevos 6rganos
durante la propagacion in vitro; por tanto, al realizar una variacion de la proporcion de ambas
hormonas, se generaran diferencias en los 6rganos que se formen durante la propagacion in

vitro de papa.



III. REVISION DE LITERATURA

3.1. Importancia de la produccion de semilla de papa en México

La papa es uno de los alimentos mas importantes en México, ya que solo estd por debajo
de los cereales (maiz, frijol, trigo y arroz) en la dieta del mexicano; siendo la semilla el
insumo mas importante en todo cultivo; la disponibilidad de material sano y de buena calidad,
es uno de los principales factores que limitan la produccion de este tubérculo (Arellano, et
al., 2010). Para mantener un potencial genético de una variedad o clon de papa, se deben
conservar las caracteristicas deseadas con tubérculos-semilla libres de patdgenos, ya que la
calidad fitosanitaria repercute en el rendimiento del cultivo, por lo que la produccion de

semilla pre-basica es importante (Ranalli et al., 1994).

Desde 1982, en el INIA, ahora INIFAP, se comenzaron a establecer proyectos de
produccion de semilla de papa; implementando el sistema de produccién en laboratorio para
generar grandes cantidades de plantulas, que posteriormente se aclimataban en invernaderos
y finalmente se entregaban a los productores. A finales de los 80’s e inicio de los 90’s, la
importacion de semillas en México fue restringida debido en gran parte a problemas
fitosanitarios, disminuyendo los proyectos encaminados a la produccion de ellas, aunado a la
crisis de la Productora Nacional de Semillas y la firma del tratado de libre comercio con

América del Norte (Arellano et al., 2010).

En 2009, el Centro Internacional de la Papa (CIP), sefialo que durante los Gltimos afios
se intentd consolidar el sistema producto de papa mediante la creacion de normas
fitosanitarias para programas de produccion de semilla de calidad; sin embargo, no se logro
cubrir la demanda de semilla, por lo que se siguidé importando grandes cantidades de éste
insumo a precios altos. La produccion de este tubérculo en México, aparentemente satisface
el consumo de la poblacion (10 Kg per capita); sin embargo, para el ano 2014 se importaron
alrededor de 287 mil toneladas de papa al afio, esto debido a la demanda de papas procesadas

y en su mayoria a la demanda de semilla de calidad (CONPAPA, 2015).



Las principales variedades comerciales de papa de las que se ha generado semilla en
Meéxico han sido variedades como: Adora, Alpha, Atlantic, Fianna, Caesar, FL-1867, Gigant,
Mondial, Snowden, Vivaldi, Caesar y Felsina; asi como algunas variedades mexicanas como:
Nortefia, Montserrat, Malinche y Tollocan (SNICS, 2012); entre todas ellas destaca la
variedad Alpha, por sus altos rendimientos y buena aceptacion en el mercado. A pesar de
ello, la industria semillera nacional no abastece mas que el 10% de la demanda; por lo cual,
el precio de la semilla y el costo del cultivo por unidad de superficie son muy elevados para
los agricultores de escasos y medianos recursos, considerandose un cultivo clave en la
economia y en la generacion de empleos directos, de hasta 60 jornales por hectarea, e
indirectos a través de companias productoras de agroquimicos, transportes, comercio e

industria (Coria et al., 2004).

Durante el ciclo de produccion P-V 2008, el cultivo de papa tuvo grandes pérdidas debido
a enfermedades, que en su mayoria eran diseminadas por semilla, por lo que se considera
como un factor limitante de la produccion de este cultivo en México (CONPAPA, 2009).
Debido a esto, es importante buscar alternativas para producir material vegetativo de calidad
y libre de patdgenos para la siembra, logrando establecer un modelo de produccion de micro

tubérculos que ofrezca una alternativa viable para la produccion de este cultivar.

3.1.1. Zonas de produccion

En México la produccion de papa se destina para el consumo humano y como materia
prima en la industria de "frituras". Su alta demanda ha originado el aumento de la superficie
cultivada y la gran variedad de climas dentro del territorio nacional hace posible la siembra
de papa en diferentes regiones, por lo que todo el afio, con ciertas deficiencias, se dispone de

tubérculos frescos para el consumo humano y para la siembra (CONPAPA, 2012).



3.1.1.1.  Produccion de papa

En México se cultiva papa en casi todos los estados, excepto en Tabasco, Campeche,
Yucatan y Quintana Roo; siendo las principales regiones productora las del norte del pais,
asi como la region del Bajio; cuyas producciones son altamente tecnificadas, con acceso a
tubérculo- semilla certificado, se practica bajo riego, contando con rendimientos promedio
que se aproximan a las 30 tonha™ y los costos de produccion a los $60,000/ha (Coria et al.,

2004).

Otra zona de produccion de papa es la temporalera, donde destacan particularmente los
estados de México, Puebla, Tlaxcala y Veracruz; donde los rendimientos no alcanzan las 15
ton-ha! y los costos superan los $35,000/ha., la carencia de semilla certificada obliga al uso
continuo de semilla degenerada que encarece el cuidado sanitario de las siembras, dando
como resultado una baja produccion, ademas de mala calidad del producto (Coria et al.,

2004).

Como dato referencial de la importancia de este cultivo, se tiene que durante el periodo
2002-2011, la superficie sembrada fue de 63.2 miles de hectéareas, ubicando el 70% de dicha
superficie en solo seis estados de la Republica, entre los principales se encuentran: Sinaloa
con 20.6%, Sonora 17.2%, Chihuahua 9.4% y Estado de México 8.1% (Tabla 1). Destacando
una tendencia a la baja a partir del afio 2007, posiblemente por la fuerte presencia que se tuvo
de la enfermedad de la punta morada de la papa (PMP); siendo hasta 2010 que se establecio
por parte de la SAGARPA un programa para produccion de plantulas y semilla prebasica de
variedades comerciales de papa libres de enfermedades, mediante el cual se logré un repunte
significativo al afio siguiente; de tal forma la superficie sembrada nacional pasé de 63.8 miles
de hectareas en 2002 a 69.1 miles de hectareas en 2011, lo que represent6 un incremento de

8.3% (SIAP, 2012).

En el noroeste del pais, se cuenta con la produccion de semilla de alta calidad, lo cual permite

que se tengan produccion con alto rendimiento, en donde se ubica a los estados de Sinaloa y



Sonora, con una superficie sembrada por arriba de las 13000 ha, duplicando la produccion

de otros estados de la Republica que también cultivan papa.

Tabla 1. Superficie sembrada de papa en miles de hectareas (2002-2011)

TMCA | TMCA
Entidad 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2002- 2007-

2006 2011
Sinaloa 11.1 | 124 | 145 | 147 | 133 | 14.1 | 140 | 125 | 103 | 13.4 | 4.7 -1.2
Sonora 7.3 8.5 103 | 11.9 | 99 12.1 | 11.6 | 10.8 | 12.2 | 139 | 7.9 3.6
Chihuahua | 7.6 8.3 7.6 6.6 6.4 6.3 53 3.5 4.1 3.9 -4.2 -10.9
México 4.2 4.5 44 6.0 5.7 5.6 4.6 4.6 4.0 7.5 7.9 7.4

Veracruz | 5.0 53 4.5 43 4.4 5.0 3.9 4.2 4.4 6.4 -3.1 6.1
Puebla 6.5 4.2 4.1 4.0 4.6 3.9 4.9 3.6 44 54 -8.2 8.5

Subtotal 41.8 | 43.1 | 454 | 473 | 444 | 469 | 443 | 393 |39.5 | 506 | 1.6 1.8
Otros

22.0 [ 239 [ 224 |187 | 175 | 187 | 16.8 | 149 | 16.1 | 185 | -5.6 -0.2
Estados

Nacional | 63.8 | 67.0 | 67.8 | 66.0 | 61.9 | 65.6 | 61.1 | 54.1 | 55.6 | 69.1 | -0.7 1.3
Fuente: SIAP, con informacion de las delegaciones de SAGARPA en los estados, 2012.

3.1.1.2. Produccion de semilla-tubérculo

En México, se habia estado utilizando semilla de papa obtenida por seleccion masal,
aprovechando que se reproduce de forma vegetativa y que las caracteristicas genéticas son
transmitidas a los nuevos cultivares, se escogian los tubérculos més limpios y de mejor
calidad para la siembra. Este método sirvié durante muchos afios, pero con el paso del tiempo
y la presencia de enfermedades como la punta morada de la papa (PMP) y el tizon tardio
(Phytophthora infestans) se vieron drasticamente afectadas las producciones; fue entonces
que se comenzo la investigacion buscando alternativas para generar material vegetativo libre
de patogenos, partiendo del hecho de que algunos organismos permanecen en los tubérculos
de forma inerte y cuando se presentan las condiciones favorables desarrollan la enfermedad.
Desde entonces se han desarrollado estrategias para la produccion de tubérculo-semilla
principalmente mediante la técnica de cultivo de tejidos vegetales, donde los laboratorios

comerciales deben estar dados de alta, contar con su registro fitosanitario y cumplir con la
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Norma Oficial Mexicana NOM-041-FITO-2002 y con la Ley Federal de Produccion y
Certificacion de Semillas SAGARPA-SNICS, para poder comercializar la semilla en calidad
de certificada (Arellano et al., 2010; CONPAPA, 2012).

Hernandez (2008), sefial6 que se tenian establecidos 10 laboratorios y 17 invernaderos
con una superficie util de 60000 m?, en los que se producia aproximadamente 25 millones de
microtubérculos por afio, con los que se abastece solo el 1.3% de la superficie cultivada. Con
ello no se puede satisfacer la demanda nacional, por lo que se veian en la necesidad de
importar plantulas in vitro o vitro-tubérculos a precios altos (Arellano et al., 2010). A partir
de 2006, en la zona papera del noreste de México fue donde se tuvieron severas afectaciones
por la enfermedad de la PMP, por lo que los productores de esta region establecieron para
2011, cuatro laboratorios y cinco invernaderos con una capacidad instalada de 11248 m?y
una superficie de 8000 m? de superficie cultivable, donde se llegan a generar hasta tres
cosechas de microtubérculos al afio, obteniendo 1.5 millones de unidades de
microtubérculos-semillas clasificados como semilla con categoria prebasica, mismos que se
pueden utilizar para establecer 50 ha de cultivo, con lo que solo pueden cubrir el 1% de la

superficie sembrada (SNICS, 2012).

Ante la necesidad de produccion de material de siembra de calidad, fueron agregados
mas laboratorios al programa de produccion de semilla de papa, resaltando la participacion
del Valle de Toluca, el norte del Estado de México y la zona papera del Noreste, como
principales productores de semilla. De tal forma, para el 2010, se logro cubrir cerca del 10%
de la superficie del pais, un 10% mas se importo, y el resto de la produccion se contintia
estableciendo en sistemas de produccion con semillas seleccionadas de ciclos anteriores por

los productores (Hernandez, 2008).



3.1.2. Demanda de semilla de papa

A nivel de Latinoamérica, México fue el primer pais certificador de semilla de papa en
el ano de 1957. La produccidon de semilla certificada de papa en México se inicid con
materiales importados de Europa, particularmente de Holanda, este hecho fue fundamental
para establecer el programa mexicano de certificacion, ya que se tuvieron importantes logros
al ser reconocidos como exportadores de semilla certificada, hasta 1972, afio en el cual se
hizo oficial la presencia en el pais del nematodo dorado (Globodera rostochiensis), evitando
con esto la continuidad de las exportaciones; por lo que para el siguiente aflo, México impidid
la entrada al pais de material para siembra. Afios mas tarde debido a intereses comerciales,
se reanudo la importacion de semilla de Europa y Canada, pero se seguia presentando semilla
contaminada con patdgenos que no se habian presentado en el pais. Al presentarse un riesgo
potencial; al conocer el problema fitosanitario de la semilla importada, en 1988 los
productores iniciaron la produccion de tubérculo-semilla, en ambientes semi controlados,

mediante el sistema laboratorio invernadero-campo (Flores et al., 1997).

La produccion de semilla de papa en México tuvo un conjunto de disposiciones legales
para prevenir la introduccion o diseminacion de plagas al pais, e implico restricciones a la
movilizacion y comercio nacional e internacional. Por una parte, eso implica una restriccion
al libre comercio y por otra, minimiza los riesgos de introducir organismos dafiinos y causar

pérdidas cuyo impacto econdomico va mas alla de los beneficios (Patron, 2014).

A partir de los sucesos presentados, fue que se establecio la NOM-025-FITO-2000,
relacionada con la exportacion de tubérculos-semilla producidos bajo condiciones
controladas (invernadero) por parte de México a Canada, la cual regula el manejo de las areas
geograficas, plagas cuarentenarias y todo el sistema de produccion de este tubérculo desde el
material vegetativo dedicado al consumo y siembra, hasta los sistemas de embalaje y
transporte. De igual forma se establecieron la NOM-012-FITO-1995, en la que se establece
la cuarentena exterior para prevenir la introduccion de plagas de papa; la NOM-069-FITO-
1995, para el establecimiento y reconocimiento de zonas libres de plagas de papa; y la NOM-

041-FITO-2002, tiene como objetivo establecer los requisitos y especificaciones



fitosanitarias que debe cumplir el material propagativo asexual de papa en el territorio
nacional, para prevenir el establecimiento y diseminacion de plagas cuarentenarias y plagas

no cuarentenarias reglamentadas.

En México se siembran alrededor de 64000 ha de papa al afno (Tabla 2), de las cudles solo
en el 20% se hace uso de semilla calificada (bésica, registrada o certificada), para ello se
utilizan 58702 toneladas de microtubérculos; del total de este material, inicamente alrededor
del 35% (20545 ton) son producidos en el pais y el resto se tiene que importar a precios
elevados. En 2010 la mayoria de la superficie todavia fue cubierta por la seleccion del
material de cosechas anteriores, debido en gran medida a la falta de recursos y la insuficiencia

en la produccion de semilla prebasica bajo las normas establecidas (CONPAPA, 2011).

Tabla 2. Superficie y demanda de tubérculo/semilla a nivel nacional

2004 2005 [2006 2007 [2008 [2009 |2010 [2011 |2012 |2013

Superficie
Sembrada (Ha.) |[67,848 | 66,016 |61,900|65,617 | 61,070 | 54,141 | 55,646 | 69,054 | 68,928 | 62,201
*Demanda de
Tubérculos/semilla
(ton) 10177299024 | 92850 | 98426 (91604 | 81212 | 83468 | 103581 | 103392 | 93302

Nota: * Datos obtenidos de multiplicar 1.5 por la superficie sembrada, de acuerdo a lo sefialado por
CONPAPA (2009)

Fuente: Elaboracion propia con datos de SIAP, (2014)

3.1.3. Volimenes de produccion

Mientras la superficie cultivada ha tenido fluctuaciones a lo largo del tiempo, el volumen
de la produccion total ha aumentado, debido a un continuo incremento en el rendimiento por
unidad de superficie, principalmente por la incorporacion de innovaciones tecnologicas que
contrarrestan los problemas fitosanitarios, asi como el mejoramiento en las técnicas de

manejo del cultivo (Santiago y Garcia, 2001).
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3.1.3.1.  Volumen de produccion de papa

En México, al afio se producen en promedio aproximadamente entre 1500 y 1600 miles
de toneladas de papa para consumo, de las cuales solo en los estados de Sinaloa, Sonora,
Chihuahua, Nuevo Ledn, Estado de México y Guanajuato, se concentra por arriba del 70%
de la produccion nacional (Tabla 3). La producciéon en 2002 fue 1483 miles de toneladas y
para el 2011 fue de 1433 miles de toneladas, lo que represent6 una disminucion en la
produccion de 3.4%, aunque presentd un aumento en el valor de la produccion, de
aproximadamente el 139%, pasando de $ 6,529.00 millones de pesos en 2002 a $ 9,070.00
millones de pesos en 2011 (SIAP, 2012). El estado de Sinaloa contribuyd con 20.9% del
total, seguido por Sonora 20.4%, Nuevo Ledn 11.6 y Chihuahua con el 9%.

Tabla 3. Volumenes de produccion de papa, miles de toneladas (2002-2011)

Entidad 2002 | 2003 | 2004 | 2005 |2006 |2007 |2008 |2009 | 2010 | 2011
Sinaloa 205|320 | 306 |349 |280 |359 |344 |314 262 |271
Sonora 168|219 |172 392 [297 [341 |387 [347 |377 |267
Chihuahua | 165 | 212|213 [152 |175 |180 |131 |87 108 | 103
N. Leén 167 221 143 101 117 134 |121 133|135 | 127
México 100|112 [112 159 157 159 | 129 [134 |108 | 105
Guanajuato | 111 | 85 113 |95 82 109 |91 50 |46 |44
Subtotal 1005 | 1169 | 1059 | 1248 | 1109 | 1281 | 1204 | 1065 | 1035 | 917
Otos Estados | 477 | 403 447 |386 |414 |470 |467 |436 |502 |516
Nacional 1483 | 1662 | 1507 | 1635 | 1523 | 1751 | 1670 | 1500 | 1537 | 1433

Fuente: STAP, 2012

El rendimiento ponderado promedio a nivel nacional de papa en el periodo 2002-2011
fue de 26.1 toneladas por hectérea, destacando Zacatecas con 39.8 ton'ha™! y Coahuila con
34.7 ton-ha’'; mientras que Sinaloa fue el estado con mayor produccion, el cual se ubico en

el lugar 15 en rendimiento, con 24.3 ton-ha™' en promedio (SIAP, 2012).
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3.1.3.2.  Volumen de produccion de tubérculo-semilla

La produccién de tubérculo-semilla para la producciéon de papa en México, esta

reglamentada por la NOM-041-FITO-2002, la cual define a la semilla (microtubérculo o

plantula) obtenida en el laboratorio in vitro bajo condiciones asépticas como semilla

Prebésica I o prenuclear y el término de semilla Prebésica II o nuclear a la progenie de

material prenuclear producida en un medio ambiente protegido en sustrato y diagnosticada

libre de plagas.

Por otra parte, el Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (2012),

utiliza los términos de Basica, referida a la primera generacion de campo, Registrada a la

segunda generacion de campo y Certificada a partir de la tercera generacion y que siga

cumpliendo con los requisitos que la norma exige. Para mayo de 2012 se tenia una existencia

de 20,545 toneladas de semilla de papa en las diferentes categorias como se observa en la

Tabla 4.

Tabla 4. Existencia de semilla calificada de papa en México

CULTIVO BASICA | REGISTRADA CERTIFICADA TOTAL ,

VARIEDAD CATEGORIA

PAPA 4929.803 15598.374 17.15 20,545
ADORA 27 270 0 297
ALPHA 248.7 1750 0 1,999
ATLANTIC 1152.92 2426.555 0 3,579
FIANNA 700.2 1840.764 0 2,541
FL-1867 1171.283 3212.385 0 4,384
GIGANT 660 1436.72 0 2,097
MONDIAL 155 1711.55 0 1,867
SNOWDEN 490 925 0 1,415
VIVALDI 257.2 1947 17.15 2,221
CAESAR 67.5 0 0 68
FELSINA 0 78.4 0 78

Fuente: SNICS, 2012
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De acuerdo a lo sefialado por SIAP (2014) para los ultimos afos, se observan altibajos en
los volumenes de produccion a lo largo del tiempo, destacando un aumento considerable en
2010 (Tabla 5), afio en que se dieron impulsos a la produccion de papa en México por parte
de SAGARPA, logrando establecer el sistema de laboratorio-invernadero-campo con base en
la metodologia que presenta el Dr. Marco Antonio Arellano Garcia, con ayuda del gobierno

federal (Arellano et al., 2010).

Tabla 5. Volumen de produccion en toneladas de tubérculos-semilla de papa en México

2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013
2,400 | 2,374 | 1,260 | 4,366 | 3,174 | 4,413 | 735 | 12,233 | 7,900 | 6,234 | 14,527
Fuente: SIAP, 2014.

Considerando la relacion entre las tablas 2 y 5, se puede determinar que a pesar del aumento
que se ha tenido en la produccion de tubérculos/semilla de papa alin no se logra satisfacer la
demanda de semilla, ya que solo representa el 15% de lo que se necesita para satisfacer la

superficie sembrada en el pais en 2013.

3.1.4. Problemas Fitosanitarios

Existe una variada gama de enfermedades que afectan tanto a la planta como el tubérculo
de papa. Los patdgenos que provocan las numerosas enfermedades, por lo general estan
presentes en el suelo o bien pueden ser transmitidos por tubérculo-semilla. Todos los agentes
patogenos se multiplicaran a medida que el hospedero sea abundante y permanente; de esta
manera, cuando un suelo esté siendo utilizado como monocultivo y/o se use tubérculo-semilla
de mala calidad, se aumentara el indculo y también las pérdidas debidas a un bajo

rendimiento (Castro y Contreras, 2011).

Debido a la cultura de produccion y la condicion socioeconémica de una buena parte de
los productores, los tubérculos que se producen para al consumo son desviados
clandestinamente para su uso como tubérculos-semilla, lo que representa un riesgo para la

sanidad del cultivo de la papa en México, ya que de esta forma pueden ingresar y dispersarse
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plagas de importancia cuarentenaria (CONPAPA, 2007). El Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA, 2012) menciona que una practica
regional comin de algunos productores, es comprar el tubérculo-semilla a los grandes
productores de la region u obtenerla de su propia cosecha del afio anterior. Se estima que el
desvio oscila entre el 5% y 10% de la papa que existe en el mercado para consumo, lo cual
representa volumenes que se han importado de Estados Unidos, a un minimo de 10000
toneladas anuales que habiendo sido producidas en campos estadounidenses con presencia
de las plagas cuarentenarias, llegaria a los campos mexicanos, incrementando el riesgo en la
diseminacion y establecimiento de plagas que también afectarian a la produccion de tomate,
chile y berenjena, entre otros cultivos, en los cuales México es ampliamente competitivo.
Esta situacion podria disminuir la competitividad de la horticultura mexicana; generando
desempleo, disminucién de ingresos y de divisas, desabasto y un consecuente incremento en

el precio para el consumidor final (SENASICA, 2012).

El potencial de pérdidas econdomicas en la produccion nacional de papa por el ingreso
posible de plagas cuarentenarias, tomando como base la informacion oficial reportada por el
SIAP (2012) considera una superficie sembrada que se podria afectar de 68,928 ha, con una
produccion total de 1,801,618.31 toneladas cuyo valor de produccion total es de 10,679,026.9
miles de pesos, solo considerando la produccidn de papa, aunque estas enfermedades podrian
afectar a los cultivos antes mencionados, llegando a afectar mas de un 400% de dichas cifras.
El uso de una parte vegetativa (tubérculo), que no esté en un proceso de certificacion, del
cual se desconoce su sanidad, genera un alto riesgo de convertir esta parte vegetativa en un
diseminador de enfermedades, pues la planta, a través del tiempo, va acumulando
enfermedades de todo tipo y la tnica forma de mantener una reproduccion sana es aquella

que usa material de reproduccion sano.

El SENASICA en 2012, realizé un anélisis de riesgo de plagas para la importacion de
tubérculos de papa (Solanum tuberosum) a México, donde se categorizaron 83 plagas
cuarentenarias para México, siendo estas: 24 virus, cinco fitoplasmas, tres bacterias, ocho
hongos, 17 nematodos, 24 insectos y dos moluscos. De acuerdo con la categorizacion del

riesgo, 63 de estas plagas son de riesgo alto, 18 de riesgo medio y dos de riesgo bajo
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3.2. Métodos de Propagacion de papa

La papa se puede propagar por medio de la reproduccion sexual (semilla botanica) y
asexual (tubérculo); aunque la sanidad fisioldgica de los tubérculos-semilla esta entre los
factores mas importantes que influyen sobre la produccion (Arellano et al., 2010). La papa
generalmente se propaga vegetativamente por tubérculos-semillas, lo que asegura la
conservacion de caracteristicas varietales durante generaciones sucesivas; sin embargo,
debido a su forma de propagacion asexual estd sometida a un alto riesgo de contaminacion
por virus, hongos, bacterias e insectos, durante el periodo de cultivo y almacenamiento;
ademas de que al emplear el material vegetativo por ciclos repetidos puede ocasionar
degeneracion del cultivo por la acumulacién de enfermedades, especialmente virales
(Scherwinski y Luces, 2004). En cuanto a la semilla botanica se emplea fundamentalmente

para fines de mejoramiento genético

Algunas de las ventajas de utilizar tubérculos-semilla para la multiplicacion de la papa
son: la produccion de plantas sanas, la uniformidad de los tubérculos y el crecimiento
vegetativo vigoroso (Arellano et al, 2010). Existen técnicas de multiplicacion dentro de las
cuales se encuentra la produccion in vitro o cultivo de tejidos. Esta técnica es muy flexible y
produce una tasa de multiplicacion alta, la cual proporciona vitroplantulas libres de

enfermedades.

3.2.1. Sistema tradicional

El tubérculo de la papa se considera como la semilla unitaria tradicional y su calidad
refleja las condiciones en que se ha desarrollado el cultivo, incluyendo su estado fitosanitario

(Igarza et al., 2012).

La planta de papa esta constituida por un juego sinérgico de tallos verdaderos y tallos
modificados en estolones y tubérculos que estructuralmente definen las componentes de

rendimiento del cultivo. Durante el crecimiento del tallo principal, también se produce
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crecimiento de los brotes laterales subterraneos llamados estolones, que a partir de algunas
sefales ambientales especificas de luz, temperatura y madurez, se engrosan para formar los
tubérculos, 6rganos de reserva y de almacenamiento principalmente de almidén y proteinas.

(Cabezas, 2013).

El ciclo de la planta, contempla agotar las sustancias de reserva que se acumularon
dentro de los tubérculos en la formacién de flores y semillas, por lo que se realiza la
defoliacion, mecanismo que impide desviar las sustancias de reserva y permite que se
conserven en los tubérculos (Cabezas, 2013). Una vez cosechados, requieren de un periodo
de acomodacion y regulacion fisioldgica denominado dormancia, para lograr activarse
nuevamente y asi generar nuevos brotes para continuar con la sobrevivencia de la especie;
motivo por el cual, los productores seleccionan sus semillas a partir de tubérculos que
después de transcurrido este periodo de dormancia generan los brotes que se utilizan para
posteriores siembras. La maduracion del tubérculo esta en funcion del equilibrio hormonal,
especialmente por el descenso de auxinas y giberelinas en las yemas, el incremento de acido

absicico y el descenso en los niveles de citocininas (Suttle y Banowetzb, 2000).

Tradicionalmente, muchos agricultores han seleccionado como semilla las papas que
no pueden comercializar; generalmente se incluyen tubérculos deformes, cortados o
pequeios, lo cual origina plantas débiles, enfermas y con bajos rendimientos, ya que no se

ha tomado en cuenta la sanidad del cultivo para establecer las siembras (Corzo, 2001).

3.2.2. Micropropagacion

La micropropagacion de plantas forma parte de la biotecnologia moderna, en la cual
se utiliza el cultivo de tejidos vegetales para multiplicar rapida y masivamente una especie
de interés (Arellano et al., 2010). Mediante esta técnica se pueden producir vitro-plantulas a
partir de pequefios segmentos (yemas, tallos, hojas) que crecen dentro de un tubo o frasco en
un medio aséptico, libre de microorganismos. El cultivo de tejidos permite manipular no sélo

los mecanismos de diferenciacion celular, sino también los factores fisicos y quimicos que
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los regulan, por lo que en papa las técnicas de micropropagacion pueden utilizarse para
producir en un tiempo corto una gran cantidad de vitro-plantulas y microtubérculos in vitro,

ambos con calidad fitosanitaria.

La micropropagacion es el método mas rapido para producir plantulas manteniendo
su calidad fitosanitaria; ademads, la técnica del cultivo de tejidos vegetales ha solucionado
algunos de los problemas asociados al sistema convencional de produccion de tubérculos-

semilla, como son la obtencién de una gran cantidad de vitro-plantulas sin virus (Khurana et

al., 2003).

El término cultivo in vitro se define como el cultivo de plantas o de alguna de sus
partes (semillas, embriones u organos superiores) dentro de recipientes de vidrio en
condiciones estériles de ambiente controlado (Pierik, 1987). De tal forma es una técnica que
exige un control absoluto del ambiente, tanto fisico como quimico, en el que se situa al
explante. Los principales factores no biologicos que afectaran al desarrollo del cultivo in
vitro son: 1) La composicion del medio y el pH (ambiente quimico) y 2) la temperatura, luz

y fotoperiodo, a los cuales seran sometidos los explantes (ambiente fisico).

El cultivo de tejidos permite manipular los mecanismos de diferenciacion celular, asi
como los factores fisicos y quimicos que los regulan, por lo que en papa las técnicas de
micropropagacion pueden utilizarse para producir en un tiempo corto no so6lo una gran
cantidad de vitro-plantulas, sino también microtubérculos in vitro, ambos con calidad
fitosanitaria. Para la multiplicacion bajo la técnica de cultivo de tejidos vegetales de esta
especie, se utilizan segmentos de tallo con al menos una yema axilar como explantes, los
cuales pueden colocarse en tubos, frascos o envases de mayor tamafio, variando el nimero
de ellos, pues pueden colocarse 4, 10 o 25, segun el tamaiio del recipiente. Los explantes,
cualquiera que sea su naturaleza, requieren de un medio que suministre un balance nutricional

adecuado, para que a corto plazo se obtenga un crecimiento 6ptimo (Toledo et al., 1998).

El medio de cultivo contiene ademas de altas concentraciones de sacarosa como

fuente de carbono, sales inorgéanicas, vitaminas, reguladores de crecimiento y otros aditivos,
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en dependencia de la especie y de la técnica de cultivo (Aragon et al., 2009). El medio que
mas se ha utilizado para la produccion de plantulas in vitro de papa es el MS (Murashige y
Skoog, 1962), el cual es adicionado con diferentes dosis de fitohormonas, vitaminas y

ajustadores osmoticos, dependiendo de los intereses establecidos.

3.3.  Aplicacion de la micropropagacion en la produccion de papa

La propagacion in vitro de papa se ha llevado a cabo mediante el sub cultivo de yemas
axilares, pudiendo obtener tanto plantulas como vitro-tubérculos (Igarza et al., 2012). Las
plantas de papa propagadas in vitro pueden producir microtubérculos cuando se colocan en
condiciones adecuadas, los cuales se originan principalmente en estructuras aéreas de la
planta aunque también pueden formarse en el medio de cultivo. La produccién de tubérculos
in vitro fue descrita por primera vez como una herramienta experimental para el examen de
la tuberizacion de la papa y los problemas fitopatoldgicos, sefialando diversos nombres como
mini-tubérculos producidos in Vvitro o vitro-tubérculos; pero se ha aceptado

internacionalmente el uso del término microtubérculos (Igarza et al., 2012).

El empleo de plantas in vitro y microtubérculos en la produccion de semilla de papa
tiene ventajas con respecto a la semilla convencional, pues estan libres de patdgenos, se
obtiene un gran nimero en cortos periodos de tiempo, se reducen los costos de labores
agrondmicas en el mantenimiento de germoplasma en campo, entre otros aspectos. Ademas,
pueden ser propagados en cualquier €poca del afio, se facilita el intercambio de material
genético y se reduce el riesgo de pérdidas genéticas al evitar la mezcla del material vegetal
por cruzamiento. Sin embargo, se requiere personal especializado, infraestructura y
equipamiento, con productos quimicos de elevado costo (Pérez et al., 2001). Por otra parte,
en la produccion de semilla de papa por métodos biotecnologicos en la siembra directa de
plantas in vitro en campo se producen pérdidas en el traslado. En consecuencia, se elevan los
requerimientos de atenciones culturales por personal altamente calificado y se han

incrementado las pérdidas de tubérculos en las cosechas por dafios o enfermedades, asi como
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la conservacion, debido principalmente a la incidencia de microorganismos patdogenos del

suelo (Jiménez-Terry, 2000).

La aplicacioén del cultivo de tejidos y las técnicas aceleradas de multiplicacion para la
produccion de semilla original, se han expandido tanto a paises desarrollados como a otros
menos desarrollados, pero debe estar bien fundamentada la creacion de un programa de
produccion de semilla (Quifiones et al., 2004). Las técnicas de multiplicacion acelerada
pueden incrementar aparentemente el costo de la semilla; sin embargo, este efecto es
contrarrestado al obtener una mayor cantidad de tubérculos-semilla, producto de las

sucesivas multiplicaciones que trae consigo, ademas, un incremento en el vigor de las plantas.

La produccion in vitro de tubérculos ofrece una serie de ventajas, pues facilita la
implementacidon de programas de produccion de semillas, distribucion e intercambio de
germoplasma, proveyendo material de partida para programas que carecen de infraestructura
adecuada o de experiencia en cultivo de tejidos, pues pueden ser sembrados en forma
mecanica. Mediante esta técnica como se pueden obtener tubérculos en cualquier época del
aflo, es posible la realizacion de siembras tempranas, logrando un escalonamiento de la
produccion; ademas, por su tamafio pequefio y escaso peso, reduce los precios de transporte,
pueden ser almacenados por varios meses sin que pierdan su viabilidad y se genera material

limpio, libre de enfermedades y genéticamente estable (Pomar, 2002).

3.4. Efecto de la relacion hormonal durante la produccién in vitro

La propagacion in vitro puede llevarse a cabo gracias a que las células vegetales poseen
dos caracteristicas que las hacen especiales: la totipotencia, capacidad inherente de una célula
para generar una planta completa y la desdiferenciacion, capacidad de una célula diferenciada
para volver al estado meristematico, ademas de la hipotesis del balance hormonal sugerida
por Skoog y Miller en 1957, quienes mencionaron que la relacion Optima de
auxina/citocinina, facilita la formacion, proliferacion y alargamiento de yemas axilares. Para

que una célula vegetal exprese su totipotencia debe experimentar una desdiferenciacion y
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luego una nueva diferenciacion, de acuerdo a las condiciones ambientales del cultivo. Esto
puede lograrse si se colocan partes pequefias de un tejido u drgano de la planta (explante) en
un medio de cultivo apropiado con los nutrientes y reguladores de crecimiento, los cuales
manipulados convenientemente pueden generar callos y posteriormente desarrollar yemas o

embriones (Pérez, 2010).

Los callos se pueden definir como masas de tejido parenquimatico indiferenciado en
crecimiento activo, que surgen del crecimiento desorganizado de explantes sobre un medio
de cultivo especifico en condiciones asépticas, los cuales no corresponden con ningun tejido
particular de la planta completa. El término cultivo de callos fue escogido debido a que la
proliferacion celular se pensaba era inducida por la herida del explante durante la escision;
sin embargo, se ha encontrado que es inducido por reguladores de crecimiento de la planta
en el medio de cultivo s6lido. Las hormonas y los reguladores de crecimiento son compuestos
organicos distintos de los nutrientes, que en pequeias cantidades estimulan, inhiben o
modifican procesos fisioldgicos en las plantas, en general son los responsables de la
distribucion de los compuestos que la planta sintetiza y que determinan el crecimiento activo

de todos los 6rganos (Whahby, 2007).

Las concentraciones de los reguladores de crecimiento en el cultivo de tejidos dependen
del objetivo propuesto y la especie a emplear. Las principales hormonas involucradas en la
propagacion in vitro son las auxinas y las citocininas; el efecto de su relacion puede conducir
a la formacion de yemas, crecimiento de callos indiferenciados o a la formacion de tejidos

de raiz (Pérez, 2010).

3.4.1. Auxinas

El nombre auxina significa en griego crecer y es dado a un grupo de compuestos que
regulan el crecimiento, la division, alargamiento y diferenciacion celular, en los cultivos in
vitro. En las plantas, las auxinas intervienen en el tropismo a la gravedad y a la luz, la

dominancia apical, el crecimiento de las partes florales y la diferenciacion de los tejidos
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vasculares (Llorente, 2000); influyen en el crecimiento de estos Organos vegetales,
estimulando el alargamiento o distencion de ciertas células e inhibiendo el crecimiento de

otras (Hoyos et al., 2008).

La accion principal de las auxinas en el cultivo in vitro, es la estimulacion celular y el
desarrollo de callos (Mejia et al., 2006); sin embargo, existe una gran diversidad de
protocolos de micropropagacion que pueden diferenciar la concentracion de reguladores de
crecimiento, cada uno es caracteristico de cierta especie, pues presentan variaciones, pero en
cuanto a enraizamiento in Vitro se han tenido resultados cuando se aplican condiciones de
oscuridad, distintos tipos y concentraciones de auxinas, y aclimatacion gradual (Uribe et al.,

2012).

Las auxinas mas utilizadas en el cultivo de tejido vegetales, son el AIA (4cido indol-3-

acético), el ANA (acido a-naftalenacético), el 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), el AIB

(4cido indol butirico), el pCPA (&cido p-clorofenoxiacético) y el BTOA (4cido benzotiazol-
2oxiacético) (Llorente, 2000). De acuerdo a las necesidades de cada investigacion, son las
aplicaciones de cada tipo de regulador de crecimiento, lo cual puede generar resultados

diversos.

3.4.2. Citocininas

Las citocininas fueron descubiertas en la década de 1950 como factores que promueven
la proliferacion celular y mantienen el crecimiento de tejidos vegetales cultivados in vitro,
poco después de su descubrimiento Skoog y Miller propusieron que la formacion de 6rganos
en las plantas se debe al balance existente entre las citocininas y las auxinas. Usando cultivos
de tabaco, demostraron que un balance alto de auxinas favorecia la formacion de raices,
mientras que un balance alto de citocininas favorecia la formacion de tallos. Aparte de su
papel como reguladores de la formacion de nuevos organos, las citocininas también
intervienen en la apertura de estomas, supresion de la dominancia apical e inhibicién de la

senescencia de las hojas entre otros procesos (Hoyos et al., 2008).
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La inclusion de citocininas en el medio de cultivo permite formar callos en varias especies
vegetales, aunque principalmente induce que regiones meristematicas multicelulares se
diferencien en estructuras organizadas (Llorente, 2000). Estas hormonas pueden
proporcionarse de forma sintética con BA (bencil adenina), K (cinetina o 6-furfuril
aminopurina); o de forma natural con Zea (zeatina) y 2-iP (N-isopentenil adenina). Las dos

primeras son citocininas sintéticas y las dos tltimas naturales.

La funcidn de las citocininas se traduce en provocar también la division celular y, ademas,

regular la diferenciacion de los tejidos cultivados (Mejia et al., 2006).

3.4.3. Relacion Auxina — Citocinina

Las auxinas y las citocininas son dos grupos de reguladores hormonales que inician el
crecimiento celular desdiferenciado y promueven la division celular, respectivamente (Pérez,
2012). La proporcion entre auxinas y citocininas permite regular la organogénesis o la
desdiferenciacion, por lo que se deben programar las concentraciones de auxinas y
citocininas para cada especie y variedad vegetal y seglin el objetivo del trabajo. En general,
cuando la relacidon auxina/citocinina es alta se forman raices, cuando es baja se producen
vastagos y con relaciones cercanas a 1.0 se producen callos, es decir, cuando la concentracion
de citocininas es menor que la de auxinas, se produce desarrollo de raices, pero cuando la

cantidad de citocininas es mayor que la de auxinas, se desarrollan yemas adventicias (Mejia

etal., 2006).

En busca de mejorar la baja tasa de multiplicacion en la técnica de cultivo de tejidos
vegetales, se han realizado investigaciones donde ha quedado demostrado que mediante
modificaciones en la composicion quimica del medio de cultivo, especialmente del balance
citocininas/auxinas, asi como de otras condiciones fisicas y quimicas del cultivo, es posible

inducir la diferenciacion de numerosas yemas; sin embargo, pueden ocurrir algunas
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variaciones en la respuesta, dependiendo de la variedad y de las condiciones del cultivo

(Marin et al., 2009).

El estado fisioldgico determinara los factores exdgenos que deben afadirse o sustraerse
al medio de cultivo, para que pueda inducir la respuesta morfogénica requerida. Los cambios
morfoldgicos pueden variar cuantitativamente de acuerdo con las condiciones ambientales,
el genotipo, el tipo de célula y otros aspectos (Marin et al., 2009). Gouhua en 1998, demostro
el efecto de las citocininas en promover la organogénesis, destacando la importancia de
benciladenina (BA) y tiadiazuron en combinacion con auxinas y Paez en 1989 sefiald que
algunos medios de cultivo para iniciacion de cultivo de tejidos en tubérculos de yuca que
contienen acido naftalenacético (ANA) y bencil aminopurina (BAP) en determinadas
concentraciones conducen a la formacion de callos. En la evaluacion de 19 clones de yuca,
se encontraron diferencias significativas entre los clones evaluados, en cuanto al desarrollo

de la parte aérea; longitud de vitroplantas y numero de nudos producidos.

Por su parte, Pardo et al., (2011) establecieron un protocolo para la regeneracion de
plantas de ajo (Allium sativum) a partir de segmentos de hojas y raices, determinando que la
combinacion de auxinas y citocininas, asi como la influencia del tipo de explante y su
posicion en la micro planta, influye en la induccion de callos y su posterior regeneracion a
brotes. Mientras que Carhuaricra et al. (2012) en la misma especie, encontraron que los
explantes extraidos de la seccion apical de las raices, favorecieron la regeneracion de callos,

en comparacion con segmentos basales de las hojas.

Los regimenes hormonales estipulados en los protocolos de cultivo in vitro dan cuenta
unicamente de la concentraciéon hormonal agregada al medio, sin considerar el nivel
hormonal propio de la célula y si los reguladores de crecimiento pudieron ser procesados por
las células en estudio (Llorente, 2000). Ademas, es posible que se genere un control por
retroalimentacion negativa sobre el nivel endogeno de los reguladores de crecimiento
inducido por las sustancias agregadas y que exista un arrastre celular o del medio de los
tratamientos anteriores. Es factible que estos aspectos sean la fuente de todas las aparentes
contradicciones que se generan al tratar de explicar los efectos de los reguladores de

crecimiento en el cultivo in vitro.
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3.5. Efecto del Fotoperiodo en la propagacion in vitro de papa

Los cultivos de tejidos vegetales deben mantenerse en condiciones ambientales
semejantes a las naturales favorables. La luz, la temperatura y la humedad relativa son los
principales factores del ambiente que inciden sobre las plantas, el comportamiento de muchos
cultivos depende de la calidad, intensidad y fotoperiodo de la luz que reciben, dado que varias
enzimas involucradas en el desarrollo y en el metabolismo secundario son influenciadas por

la luz (Llorente, 2000).

La luz es uno de los factores principales que determinan el desarrollo de los organismos
autotrofos, en ello radica la importancia de controlar el factor luz en los cultivos in vitro. Se
asume que las necesidades de luz de los cultivos in vitro son inferiores a las de la planta in
vivo, dado que el medio de cultivo contiene cantidades importantes de sacarosa; los cultivos
in vitro se comportan solo parcialmente de forma autotrofica. Ademas, una irradiacion
excesiva produciria un aumento notable de la temperatura dentro del recipiente de cultivo

debido al efecto invernadero (Penacho et al., 2002).

La alternancia de los ciclos de luz con los de oscuridad; El fotoperiodo, algunos
fendmenos propios del desarrollo de las plantas (germinacion, floracion, tuberizacion, etc.)
pueden ser activados por el nimero de horas diarias de luz que recibe la planta. De forma
analoga, el nimero de horas de luz que recibe el explante cultivado in vitro puede afectar a
su desarrollo. En general, el mejor fotoperiodo in vivo sera también el mejor fotoperiodo in

vitro (Pierik, 1987).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1.  Ubicacion del experimento

El experimento se llevo a cabo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
carrera de Ingenieria Agricola de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la UNAM,
la cual se ubica en el Municipio de Cuautitlan Izcalli, Edo. de México; donde se cont6 con
los espacios asépticos y materiales diversos para llevar a cabo la produccion de

microtubérculos en forma adecuada.

4.2. Material Vegetativo

Para obtener los explantes en condiciones adecuadas se emplearon tubérculos de papa
(Solanum tuberosum L.) cv. Alpha, producidos bajo condiciones de invernadero procedentes
de Texcoco, Méx., los cuales fueron sometidos a temperaturas de 4 a 6°C mediante un
periodo de refrigeracion de 10 dias para romper la dormancia y estimular el desarrollo de
yemas axilares. Posteriormente se lavaron los tubérculos junto con las yemas formadas con
jabon liquido antibacterial y bajo chorro de agua corriente. Se desinfectaron como lo

menciona el apartado 4.4.1.
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4.3. Diseiio Experimental

Se realiz6 un disefio completamente al azar, con cinco tratamientos y ocho repeticiones
cada uno, haciendo un total de 40 unidades experimentales; considerando como tratamientos
diferentes relaciones de auxina/citocinina en el medio de cultivo (Tabla 6), utilizando como
fuente de auxinas el Acido Indolbutirico (AIB) y la Benciladenina (BA) para el aporte de
citocininas. Los datos se procesaron mediante un Andlisis de Varianza y comparacion de

medias de Tukey con a = 0.05. Con el programa Minitab v17.

Tabla 6. Relacion Auxina/Citocinina del medio MS

Tratamiento | Auxinas (AIB) | Citocininas (BA)
(mg-L) (mg-L)
T1 - -
T2 1 -
T3 - 1
T4 1 1
T5 1 0.5

Una vez propagadas las yemas axilares de tubérculos de papa cv. Alpha, se dispuso del
material libre de patdgenos para realizar la nueva siembra con las diferentes concentraciones

de reguladores del crecimiento y llevar a cabo el proyecto.

Al establecer el experimento, se dejo un periodo aproximado de 30 dias, para que se
establecieran los explantes en el medio y comenzar a realizar las mediciones de los
parametros a considerar para realizar el anélisis de los cambios morfoldgicos que presentan
los explantes de papa cv. Alpha con diferentes proporciones de auxina/citocinina; estas

mediciones se hicieron semanalmente durante un periodo de seis semanas.
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4.3.1. Parametros a evaluar

Para llevar a cabo el analisis de cambios morfologicos de las plantulas producidas in

vitro, se consideraron los parametros siguientes:

Altura de vitro planta.- Se realiz6 la medicion estimada de las plantulas desarrolladas en
el medio de cultivo, con el uso de hojas milimétricas, con las cuales se colocé cada tubo de
ensaye sobre dichas hojas y se toma la medida desde la base del tallo hasta el apice de cada
vitro-plantula a los 30, 37, 44, 51, 58 y 65 dias después de colocados in vitro, realizando la

lectura final extrayendo las plantulas de los tubos de ensaye.

Numero de segmentos nodales. - Por conteo visual a los 30, 37, 44, 51, 58 y 65 dias
después de colocados in vitro, se realizo el conteo de nudos que se formaron en cada uno de
los vitro-tallos formados, llevando a cabo un promedio por unidad experimental. También se
realiz6 una lectura final extrayendo las plantulas de los tubos de ensaye y promediando para

cada unidad experimental y tratamiento.

Desarrollo de raices.- Solo se realizo una lectura al final del experimento, en la cual se
retiraron las plantas del medio de cultivo, se enjuagaron con agua destilada y en una probeta
con una cantidad establecida de agua, se sumergio la parte subterranea de cada plantula y se

tomo la medida del agua desplazada, generando un valor de peso volumétrico de la raiz.
Numero de microtubérculos.- Por conteo visual, una vez retirada y enjuagada la parte

subterranea de la plantula, se realiz6 un corte anatomico para asegurar la existencia de

microtubérculos y se procedio a realizar el conteo.
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4.4. Manejo Experimental

4.4.1. Desinfeccion del explante

Para la multiplicacion del material a propagar se utilizaron yemas obtenidas de algunos
tubérculos, por lo cual la desinfeccién comenzoé con un lavado con jabdn, posteriormente se
colocaron en un vaso de precipitados que contenia agua destilada, hipoclorito de sodio al 5
% y tres gotas de Tween 20 durante cinco minutos, posteriormente se enjuagaron cuatro veces

con agua destilada/esterilizada para eliminar residuos de los agentes desinfectantes.

4.4.2. Preparacion del medio de cultivo

Basados en el medio de cultivo de Murashige y Skoog (Anexo 2) y con los tubos
previamente esterilizados; se prepararon las soluciones nutritivas necesarias que contenian
tanto los macroelementos como los microelementos para la elaboracion del medio.
Posteriormente se colocaron 500 mL de agua destilada en un vaso de precipitados y se le
agregaron las soluciones nutritivas, mientras que en otro vaso con la misma cantidad se
diluy6 el agar y la sacarosa. Se mezclaron ambas soluciones, se colocaron dentro del
microondas durante tres minutos para lograr una mezcla homogénea, finalmente por medio

de un potenciémetro marca Oakton se ajusto el pH a 5.7.

Cabe mencionar que la primera vez que se elaboré medio de cultivo, éste no tenia
hormonas, ya que solo se hizo con la intencién de aumentar la disponibilidad de material
vegetativo y no afectar la relacion con la que se quiere trabajar, por lo que para la segunda
siembra se coloco el medio de cultivo MS modificado por la relacion hormonal de cada

tratamiento.

Finalmente se aplicaron 10 mL de medio de cultivo en cada tubo de ensaye y se colocaron

en la autoclave (AESA mod. cd. 300) durante aproximadamente 20 minutos a una presion de
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1.4 kg'cm?, alcanzando una temperatura de alrededor de 120° C, con lo que quedaron listos

para la siembra de los explantes.

4.4.3. Siembra del material vegetativo

Una vez propagados los brotes en ambiente aséptico, se realizaron cortes transversales de
las plantulas como explantes para la nueva siembra, por lo que tnicamente se desinfecto el
instrumental y tubos de ensaye con cloro y fueron colocadas en un autoclave durante 20
minutos a 1.4 kg'cm?. Finalmente se trabajo con alcohol en la campana de flujo laminar,
realizando la siembra en tubos de ensaye cerca del mechero de alcohol para esterilizar el

ambiente lo mejor posible.

La primera siembra se realiz6 colocando una yema axilar obtenida de tubérculos de papa
sometidos a estrés por frio previamente desinfectado, en cada tubo de ensaye, con el medio
de cultivo sin hormonas. Se sembr6é en condiciones asépticas, con las herramientas

esterilizadas y en un ambiente controlado.

Posteriormente se realizé la segunda siembra, partiendo del material generado
anteriormente, se extrajeron las plantulas de los tubos de ensaye y se realizaron cortes
transversales con bisturi para obtener segmentos del tallo con yema axilar o apical, colocando
tres explantes que contenian tres segmentos nodales cada uno, en el medio de cultivo que ya
contaba con la proporcion de hormonas de acuerdo a lo establecido en cada tratamiento
(Tabla 6). Los tubos fueron sellados para después trasladarse al cuarto de incubacion para

que las condiciones del ambiente no limitaran el desarrollo de las plantas.
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4.4.4. Proliferacion

Se colocaron los tubos de ensaye sembrados en el cuarto de cultivo con una temperatura
de 24 + 2°C y humedad relativa de 60 — 70% iluminados con luz fluorescente y con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Durante la fase de multiplicacion de
material vegetal (primera siembra) un periodo de 75 dias, en los cuales ya se contaba con

material suficiente para la siguiente fase.

Se realiz6 una prueba al colocar explantes de las mismas plantas obtenidas, tomando en
cuenta el desarrollo de las plantulas en completa oscuridad, con la finalidad de evaluar los
cambios morfologicos que presentan los explantes con las mismas condiciones de
temperatura y humedad mencionadas anteriormente, pero sin ninguna fuente de luz. En este
caso los pardmetros a evaluar solo fueron el volumen de la raiz y el numero de
microtubérculos presentados en la parte subterranea de las plantulas, debido a que los datos
de altura y segmentos nodales pueden estar condicionados por un proceso de etiolacion, por

lo cual nos daria un dato que no es significativo en cuestiones practicas.
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V. RESULTADOS Y ANALISIS

Se llevo a cabo un andlisis de cada uno de los parametros evaluados, donde se observo lo

siguiente:
Numero de segmentos nodales

El anélisis de varianza (anexo 1.1) mostro diferencias significativas entre los
tratamientos ya que desde los primeros quince dias, a partir de la siembra de los explantes in
Vitro se observo el comportamiento en el nimero de segmentos nodales desarrollados en cada
uno de los tratamientos, siendo el tratamiento donde no se adicionaron hormonas (T1) quien
mostré una mayor cantidad de segmentos nodales en comparacion con los demads
tratamientos; aunque al finalizar las muestreos a 65 dias después de la siembra in vitro se
presentd un igual nimero de segmentos nodales entre las plantas que fueron tratadas con

unicamente auxinas (T2) y el testigo (Figura 1).

Figura 1. Incremento del nimero de segmentos nodales obtenidos en plantulas producidas
in vitro
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Al final de la investigacion se observo que todos los tratamientos, a excepcion de T4,
fueron estadisticamente iguales, presentando de 17 a 13 segmentos nodales por tallo (Tabla
7). Sin embargo, el tratamiento donde se adiciond igual proporciéon de auxinas-citocininas
(T4), que presentd el menor nimero de segmentos nodales, fue estadisticamente igual a
aquellas plantas que fueron tratadas con solo citocininas (T3) y aquellas donde se adicion6
mayor proporcion de auxinas con relacion a citocininas (T5). Por lo que puede observarse
que el no proporcionar hormonas en la solucion nutrimental para cultivo in vitro permite un
comportamiento aceptable en la formacion de segmentos nodales de Solanum tuberosum L.

y la existencia en partes iguales de auxinas y citocininas puede limitar esta respuesta.

Tabla 7. Datos de los parametros a medir con la comparacion entre tratamientos

Tratamiento | Numero de Altura de Volumen de raiz | Numero de
segmentos planta (mL) tubérculos
nodales (cm)
T1 16-17 a 7.66 ab 14 b 42-43 a
T2 17 a 8.56 a 0.7 ¢ 29-30 ab
T3 13-14 ab 6.7 ab 1.0 be 7-8 b
T4 11 b 599 b 22 a 42-43 a
TS5 13-14 ab 6.52 b 0.7 ¢ 89 b

Nota: Letras iguales son estadisticamente similares entre si, con o = 0.05

Dicha respuesta puede deberse a que el brote inicial que fue utilizado como explante
cuenta con una carga hormonal que le permite el desarrollo natural de nuevos brotes, pues
los lugares de biosintesis natural de dichas hormonas se encuentran en los apices para el caso
de las auxinas y en las zonas meristematicas (Acosta et al., 2000), por tanto, en un momento
pudo no haberse afectado el resultado cuando habia mayor proporcion de auxinas o de
citocininas y limitarse cuando la carga hormonal exdgena era en igual proporcion. Estos
resultados son similares a los reportados por Pacheco (2005), quien encontrd que en plantas

de Cucurbitas, obtenidas in vitro, se tuvo menor nimero de nudos cuando se aplico
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citocininas y auxinas, a diferencia de plantas que fueron tratadas solo con citocininas o

auxinas.

Como puede observarse en la Figura 2, la tasa de desarrollo de segmentos nodales en
las plantas de los diferentes tratamientos tuvo un comportamiento de doble sigmoide en
aquellas que contenian citocininas (Tratamientos T3, T4 y T5), ya sea como unica fuente
hormonal o bien acompanada de auxinas. Mientras que aquellas plantas que se les aplic6 solo
auxinas (T2) o no se adiciond alguna fuente hormonal (T1), tuvieron una rapida velocidad de
crecimiento en la primera semana, disminuyendo en forma progresiva a partir de la tercera

semana después de colocadas in vitro.

Figura 2. Tasa de desarrollo de segmentos nodales en vitro-plantas de papa con diferente
nivel de auxina-citocinina en el medio de cultivo
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El comportamiento sigmoide de los tratamientos donde se aplico citocininas, puede
ser referido por etapas de division celular y el crecimiento de las células, mientras que con el
aporte solo de auxinas se tuvo un crecimiento exponencial en la primera semana,
disminuyendo la tasa de desarrollo de segmentos nodales hasta la sexta semana; por tanto, si
la planta siguiera un comportamiento similar, a partir de la Gltima toma de datos,
posiblemente los tratamiento con citocininas puedan generar plantas de mayor altura, en
virtud de las etapas de division y alargamiento celular, mientras que las de auxinas

continuarian disminuyendo su velocidad de crecimiento.
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Altura de brotes

Una vez realizado el andlisis de varianza se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos (anexo 1.2) existiendo una relacion entre la altura de la planta y el
numero de segmentos nodales, ya que hubo un comportamiento similar, presentando al mejor
tratamiento a las plantas que fueron tratadas Unicamente con auxinas (T2), pero siendo
estadisticamente similares a las plantas testigo (T1) y las que se adicion6 Unicamente
citocininas (T3); mientras que las plantas con menor numero de segmentos nodales, que
fueron las del tratamiento con igual proporcion auxinas citocininas (T4) fueron las que
presentaron una menor altura de planta, pero a su vez fueron estadisticamente iguales a todos
los demas tratamientos a excepcion de las plantas del tratamiento T2 (Tabla 7). Lo anterior
sigue haciendo referencia a que los explantes utilizados cuentan con un soporte hormonal
que les permite desarrollarse sin necesidad del aporte de reguladores del crecimiento en
forma exdgena y que existe una fuerte relacion entre la altura y la formacion de segmentos

nodales.

Lo anterior coincide con los resultados encontrados por Mejia y colaboradores (2006)
en su publicacion “Propagacion in vitro de papa ratona (Oxalis tuberosa)”, donde establecen
el 4cido naftalenacético como fuente de auxinas, en cuyos tratamientos con dicha hormona

se reportan los datos mas altos de longitud.

De acuerdo al incremento que fueron presentando las plantas de los diferentes
tratamientos durante los dias que dur6 el experimento, se denoté que desde el inicio las
plantas donde se aplicé solo auxinas y las testigo, fueron las que mayor altura tuvieron; pero
existiendo mayor tamaio en el tratamiento donde no se tuvo aplicacion de hormonas, durante
las primeras tres semanas, para posteriormente ser superadas por las plantas del tratamiento

con aplicacion de inicamente auxinas (Figura 3).
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Figura 3. Incremento de altura de vitro-planta de papa, con diferente relacion
auxina/citocinina, durante la proliferacion in vitro
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Las plantas de los demas tratamientos tuvieron un comportamiento mas bajo desde el
inicio del experimento, manteniendo esa caracteristica hasta el final de la toma de datos, a la
sexta semana de trasferidas in vitro. Con base en estos resultados, se puede determinar que
las hormonas si presentan un efecto sobre el crecimiento de las vitro-plantas de papa y que
el balance entre las auxinas y citocininas puede demeritar el alargamiento de las plantas; de
hecho las auxinas ayudan a que exista mayor incremento debido a su actuacion en el
crecimiento de las células, pero se debe considerar que el balance con otras hormonas, como
es el caso de las citocininas, puede ocasionar diferencias en el comportamiento de las plantas,
tal como son los resultados en este trabajo, donde las citocininas que se relacionan mas con
la division celular, no tuvieron un efecto sinérgico de las auxinas, provocando una menor

crecimiento de las vitro-plantas.
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Al observar el comportamiento en la tasa de crecimiento de altura de las plantas en
los diferentes tratamientos (Figura 4), se encuentra que al igual que en la formacion de
segmentos nodales tuvo un comportamiento de doble sigmoide a excepcion de las que no se
les aplico hormonas; esto pudo deberse a que la existencia de hormonas es fundamental para
el desarrollo de las plantas, por lo que los explantes utilizados contenian en forma natural
una proporcion baja de hormonas que al terminarse y no haber disposicion de éstas en el
medio de cultivo, se gener6 la disminucion progresiva en la tasa de desarrollo a partir de 44
dias después del acondicionamiento in vitro. Con respecto a los demas tratamientos y el
comportamiento sigmoidal que presentaron las plantas con relacion a la tasa de desarrollo de
segmentos nodales, existe una respuesta entre procesos de division celular generados
principalmente por la presencia de citocininas y el alargamiento celular promovido por las
auxinas, pues ambas hormonas participan en el control mutuo de su abundancia, como refiere
Segura (2000), en virtud que las citocininas incrementan los niveles de auxinas mientras que
las auxinas, disminuyen la concentracion de citocininas y es asi como estas hormonas regulan
el ciclo celular, dando lugar a ese posible comportamiento sigmoidal que presentaron los
diferentes tratamientos en la proliferacion y altura de segmentos nodales en condiciones in

vitro, con diferente proporcion auxina/citocinina.

Figura 4. Tasa de desarrollo de altura de vitro-plantas de papa con diferente relacion de
auxinas/citocininas
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Considerando los resultados del aporte de auxinas/citocininas en el crecimiento de
vitro-plantas de papa, se puede determinar que no existe justificacion para la aplicacion de
hormonas en el medio de cultivo, pues a pesar que la mayor altura de planta y nimero de
segmentos nodales fueron aquellos tratamientos donde so6lo se aplicé auxinas, no se tuvo
diferencia significativa con las del tratamiento testigo, donde no hubo un aporte de hormonas

en el medio de cultivo.

Volumen de raiz

Al realizar los andlisis de varianza correspondientes, se encontré que existe una alta
significancia estadistica entre tratamientos (Anexo 1.3) y al realizar la comparacion de
medias, se observa que las plantas tratadas con la misma proporcién auxinas/citocininas,
fueron estadisticamente diferentes a los demds tratamientos, siendo las que presentaron
mayor volumen de la parte subterranea y 3.1 veces mayor que las plantas que presentaron el
menor valor en este parametro (Tabla 7). Con base en estos resultados se establece que son
poco consistentes con la expresion de la parte aérea, puesto que en los tratamientos donde se
presenta mayor segmentos nodales y altura de los mismos no son los que obtuvieron un
mayor volumen de la parte que comprende la raiz y formacion de vitro tubérculos, de tal
forma el tratamiento que tuvo el menor tamafio y nimero de segmentos nodales (T4) fue el
que presento un mayor volumen radical y de microtubérculos, mientras que el que mayor
segmentos nodales y mayor altura (T2) tuvo el menor peso volumétrico de la parte
subterranea, valor igual al del tratamiento con relacion 2:1 auxina/citocinina (TS5). De
acuerdo a este comportamiento se puede determinar que la aplicacion de auxinas/citocininas
favorece la formacion de raices y/o microtubérculos de Solanum tuberosum propagado in
vitro, siempre y cuando se encuentren en la misma proporcion, pues la adicion de auxinas en

mayor concentracion limita dicho crecimiento.
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Numero de tubérculos

El andlisis de varianza de la variable nimero de tubérculos, indica que existe
diferencia estadistica entre tratamiento (anexo 1.4), al realizar la comparacion de medias, se
encontrd que las plantas de los tratamientos testigo (T1) y donde se adiciond la misma
proporcion auxinas/citocininas (T4), fueron estadisticamente iguales y las de mayor nlimero
de tubérculos, pero que a su vez tuvieron el mismo comportamiento estadistico que las
tratadas solo con auxinas (T2), estas Gltimas, también fueron estadisticamente iguales a los
tratamientos donde solo se aplico citocininas (T3) o una mayor concentraciéon de auxinas
(T5). El comportamiento de las plantas en los diferentes tratamientos de Solanum tuberosum
L. propagada in vitro muestra poca congruencia entre las variables de segmentos nodales,
altura de brote y peso volumétrico de la parte subterranea puesto que las plantas del
tratamiento con relacion 1:1 auxina/citocinina (T4) que fueron las de menor desarrollo aéreo,
tuvieron el mayor nimero de vitro tubérculos, pero igual a aquellas donde no se agregd en
forma exégena dichas hormonas (T1); estas ultimas presentaron el mayor numero de
segmentos nodales y mayor altura y las del tratamiento (Tabla 7). Con base en esto se puede
establecer que la aplicacion de hormonas en la misma proporcion tiene una actuacion directa
en la formacidn de tubérculos, aunque no en el crecimiento aéreo de las vitro-plantas; pero
el resultado es igual al no aplicar hormonas en el medio de cultivo; de tal forma la adicion de
auxinas y citocininas, resulta un gasto innecesario en la proliferacion de microtubérculos o

bien de la formacion de segmentos nodales para el re-cultivo in vitro.

Por otra parte los tratamientos donde se aplicé citocininas en mayor o menor
concentracion que las auxinas (T3 y TS) presentaron el menor nimero de vitro tubérculos,
estableciendo la importancia del balance hormonal en la formacion de tubérculos de papa

bajo la técnica de micropropagacion in vitro.
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5.1. Efecto de la luz en la formacion de vitro-tubérculos de Solanum tuberosum
L.

El Analisis de Varianza para las variables volumen de parte subterranea y nimero de
tubérculos en obscuridad, presentan diferencias altamente significativas (anexo 1.5) y al
realizar la comparacion de medias entre tratamientos, se encontrd que las plantas donde se
adicion6 solo auxinas, tuvieron el mayor numero de vitro-tubérculos y fueron
estadisticamente diferentes a todos los tratamientos; mientras que en el tratamiento donde se
aplico una relacion 2:1 auxinas:citocininas, presentaron el menor nimero de vitro-tubérculos,
siendo estadisticamente iguales a aquellas plantas donde se aplicé la misma proporcion
auxinas/citocininas (Tabla 8). De tal forma se puede determinar que el efecto de la aplicacion
solo de auxinas (T2) en el medio de cultivo tiene un efecto positivo en la formacion de
vitrotubérculos, resultado cuatro veces mayor que las plantas que no fueron expuestas a
obscuridad y que no presentaron el mejor comportamiento entre tratamiento en condiciones
de luz. Ademas las plantas del tratamiento T2 en oscuridad tuvieron casi el doble de
tubérculos que el tratamiento que le precediod y casi tres veces mas que el mejor tratamiento

expuesto a luz.

Tabla 8. Comparacion de medias entre los tratamientos en luz y oscuridad

Tratamiento Peso volumétrico de parte Niimero de vitro-tubéreulos
subterranea (ml)
luz obscuridad luz obscuridad
T1 14 b 1.67 b 42-43 a 70-71 b
T2 0.7 c 35 a 29-30 ab 127 a
T3 1.0 bc 217 b 7-8 b 32-33 ¢
T4 22 a 0.67 ¢ 42-43 a 9-10 cd
T5 0.7 c 0.67 c 89 b 1 d

Nota: Letras iguales son estadisticamente similares entre si, con o = 0.05
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Por los resultados obtenidos, se determind que la luz tiene un efecto importante en el
desarrollo de los explantes de papa bajo condiciones in Vvitro, pero se ve favorecida la
formacion de vitrotubérculos cuando se adiciona auxinas, aunque se debe considerar el
balance hormonal y la adicion de otras hormonas, puesto que la adicion de mayor proporcion
de auxinas con respecto a citocininas o concentraciones iguales de ambas hormonas, resulta
desfavorable en condiciones de obscuridad. En cambio la adicion de unicamente citocininas
(T3), tiene un efecto positivo en la propagacion in vitro de papa, cuando se coloca en
oscuridad, incrementando cuatro veces el nimero de vitrotubérculos con respecto al mismo
tratamiento en condiciones de luz, pero resulta casi cuatro veces menor que las plantas
tratadas con solo auxinas y en solo la mitad de vitrotubérculos que el tratamiento testigo en
las mismas condiciones de obscuridad. Considerando este comportamiento, se determina que
la aplicacion de citocininas no es recomendable en la proliferacion de tubérculos de papa en

condiciones de micropropagacion in vitro.
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VI. CONCLUSIONES

El tratamiento donde no se adicionaron hormonas en el medio de cultivo (T1) generd
plantas con mayor altura, nimero de segmentos nodales y numero de tubérculos, aunque
se presentd el menor peso volumétrico de la planta en condiciones de luz.

La aplicacién de auxinas/citocininas en igual proporcion (T4) presentd los menores
valores en las variables nimero de segmentos nodales y altura de planta, pero tuvo el
mejor comportamiento en el volumen de la parte subterranea y en la formacion de
vitrotubérculos en condiciones de luz.

La adicion solo de auxinas o de citocininas en el medio de cultivo bajo condiciones de
luz, T2 y T3, respectivamente, tienen valores estadisticamente iguales en todas las
variables evaluadas por lo que su efecto es indistinto en comparacion de las plantas
testigo.

La aplicacioén solo de auxinas en el medio de cultivo bajo condiciones de oscuridad (T2)
fue tres veces mayor que el mejor tratamiento en condiciones de luz.

El someter los explantes de papa en condiciones de oscuridad genera mejor
comportamiento en la formaciéon de vitrotubérculos en todos los tratamientos, a
excepcion de aquellos donde se aplicd en forma exdgena ambas hormonas (T4 y TS).
Para la formacion de segmentos nodales en condiciones in vitro, se recomienda que no
se adicione hormonas al medio; mientras que para la formacion de vitrotubérculos, es
necesario la aplicacion de auxinas y se coloquen en condiciones de obscuridad durante

la fase de desarrollo en la camara de incubacidn.

41



VII. BIBLIOGRAFiA

Acosta, E. M., Sanchez J. y Baion, M. Auxinas. En Azcén-Bieto, J. y Talon, M. (2000)
Fundamentos de Fisiologia Vegetal Interamericana- McGraw-Hill, Madrid. P.p. 305-
326.

Aragon, C., Carvalho L., Gonzélez J., Escalona M. y Amancio S. (2009) Distinct patterns of
responses in sugarcane plantlets (Saccharum spp. hybrid) micropropagated in Jell
Medium (JM) and by Temporary Immersion Bioreactors (TIB). Acta Horticulturae
812: 441- 446.

Arellano G. M. A., Villavicencio G. E. E., Garcia G. S.J. (2010) Produccién de plantulas y

semilla prebasica de variedades comerciales de papa libres de enfermedades. México,

D.F. INIFAP- SAGARPA.
Cabezas G. M. (2013) Fisiologia de la maduracion del tubérculo de la papa. Colombia
Carhuaricra K., Olivera J., Gonzales J., Rodriguez J. (2012) Introduccion y multiplicacion in
vitro del cultivo de ajo variedad Morado Barranquino. Rev. Pert. Biol. 19(3): 341 -

344

Castro, I. y Contreras A. (2011) Manejo de plagas y enfermedades en el cultivo de la papa.
Imprenta Austral, Valdivia- Chile. 72 p.

Centro Internacional de la Papa, (1999) Produccion de tubérculos- semillas de papa Manual

de Capacitacion

CONPAPA. (2007) Plan Rector Nacional Papa. Sistema Producto Papa. Recuperado de
http://www.inforural.com.mx/producto.php?&id_rubrique=174&id_article=9291

42



CONPAPA. (2009) Panorama de la produccion en México. Recuperado de

http://www.conpapa.org.mx/panoramexico.html

CONPAPA. (2010) Plan Rector Nacional Papa. Sistema Producto Papa. Consultado el 30
de junio de 2014 en:
http://www.inforural.com.mx/producto.php?&id_rubrique=174&id_article=9291

CONPAPA. (2011) Plan Anual de  Fortalecimiento. = Recuperado  de
http://conpapa.org.mx/files/pages/0000000007/plan-anual-fortalecimiento-2011.pdf

CONPAPA. (2012) Ficha técnica del sistema producto papa. Recuperado en
http://conpapa.org.mx/files/pages/0000000018/ficha-tecnica-2012.pdf

CONPAPA. (2015) Intercambio comercial de papa. Informe Anual 2014. Boletin 001 de la
Confederacion  Nacional de Productores de papa. Recuperado de
http://www.conpapa.org.mx/files/pressreleases/2015/BoletinCONPAPA 001 2015.
pdf

Coria Gil N. A., Pérez P. A., Sarquis R. J. L., Canta S. 1., Gonzalez R. H., Gébmez M. M. V.
(2004) Regeneracion de la planta de papa (Solanum tuberosum L.) in vitro a partir del
estolon. Ciencia UANL 7(3): 361- 370.

Corzo C. P.J. (2001) Manejo integrado del cultivo de la papa. Corpoica. 75 p

Diario Oficial de la Federacion (DOF). (1996) Norma Oficial Mexicana NOM-012-FITO-
1995, Por la que se establece la cuarentena exterior para prevenir la introduccion de
plagas de la papa. Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y

Alimentacion. México, D. F.

Diario Oficial de la Federacion (DOF). (2002) Norma Oficial Mexicana NOM-041-FITO-

2002, Por la que se establecen los requisitos para la produccion de material

43


http://www.conpapa.org.mx/panoramexico.html

propagativo asexual de papa. Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,

Pesca y Alimentacién. México, D. F.

Flores H. E., Brigham L. A. y Vivanco J. M. (1997) The future of radical biology?
Connecting roots, people, and scientists. In HE Flores, JP Lynch, D Eissenstat, eds,
Radical Biology: Advances and Perspectives on the Function of Plant Roots.

American Society of Plant Physiologists, Rockville, MD, pp 320-339

Fuentes G. C., Rivera L. J., Sanchez C. C., Cruz M. A., Gutiérrez D. R. y Valdez O. A. (2012)
Produccién in vitro de microtubérculos de papa cv. Alpha. Facultad de Ciencias

Quimico-Bioldgicas, Universidad Autonoma de Sinaloa. México

Guohua, M. (1998) Effects of cytokinins and auxins on cassava shoot organogenesis and
somatic embryogenesis from somatic embryo explants. Plant Cell, Tissue and Organ

Culture 54 (1): 1-7.

Herndndez C., V. (2008) Produccion de papa Cultivo que crece a la sombra del TLC.

Consultado en http://empresarios.mundoejecutivo.com.mx/articulos.php

Hoyos J. L., Perea Romén C., Velasco R.J. (2008) Evaluacion del efecto de diferentes
concentraciones de fitohormonas en la micropropagacion del platano dominico harton

(musa aab simmonds). Facultad de ciencias agropecuarias 6(2): 99- 104

Igarza C. J., Agramonte D., Alvarado Y., M. de Feria, T. Pugh. (2012) Empleo de métodos
biotecnoldgicos en la produccion de semilla de papa. Biotecnologia Vegetal. 12(1): 3

—24.

Jiménez-Terry, F. (2000) Aclimatizacion de plantas in vitro y produccion de minitubérculos
de papa (Solanum tuberosum L.) en casas de cultivo. Tesis para optar al grado
cientifico de Magister Scientiae en Biotecnologia Vegetal. Instituto de Biotecnologia

de las Plantas. Universidad Central Marta Abreu de Las Villas. Santa Clara, Cuba

44



Khurana, S.M.P., J. Minhas S. y S. Pandey K. (2003) The Potato: production and utilization
in subtropics. Mehta Publishers, New Delhi, India, 445 p.

Llorente B. E. (2000) Aislamiento, purificacion, caracterizacion y produccion in vitro de
peptidasas de alcaucil coagulantes de la leche. Universidad Nacional de la Plata

Facultad de ciencias exactas. Tesis de doctorado.

Marin A., Albarran J. G., Fuenmayor F., Perdomo D. (2009) Evaluacion del efecto de los
reguladores de crecimiento en la regeneracion in vitro de cinco cultivares élites de

yuca (Manihot esculenta Crantz). Venezuela. Revista UDO Agricola 9 (3): 556- 562

Mejia M. J. M., Gonzalez C. S., Mora A. S., Rodriguez-Pérez J. E. (2006) Propagacion in
vitro de papa ratona (Oxalis tuberosa Mol.). Revista Chapingo Serie Horticultura 12
(2): 231- 237.

Murashige, T. y Skoog, F. (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. En: Physiology Plantarum. Vol. 15; p.473-497

Pacheco T. V. E. (2005) Determinacion de una metodologia de desinfecciony un medio de
cultivo para la introduccion y micropropagacion in vitro de 11 ecotipos de cucurbitas

y cuatro de pasifloras. Tesis de grado. Universidad Técnica de Cotopaxi. Ecuador.

Paez, J. (1989) Propagacion in vitro de dos cultivares de yuca (Manihot esculenta Crantz).
Rev. Fac. Agron. Alcance. U.C.V. Maracay. 38: 131-138.

Pardo A., Luna F. y Hernandez N. (2011) Regeneracion in vitro de Allium sativum L. a partir

de segmentos de hojas y raices. Bioagro 23(3):207-214

Patron 1. J. C. (2014) Sustratos organicos alternativos para la produccion de tubérculo-

semilla de papa en invernadero. Colegio de Postgraduados

45



Penacho, A., Martin L., Cueva R., Sanfelire J. y Alins G. (2002) Cultivo in vitro. Escuela
técnica superior de ingenieria agricola de Lleida. Recuperado en:

http://%20www.etsea2.udl.es/in%20vitro/%20luz

Pérez-Alonso, N., de Feria M., Jimenez E., Capote A., Chavez M. y Quiala E. (2001) Empleo
de Sistemas de Inmersion Temporal para la produccion a gran escala de tubérculos in
vitro de Solanum tuberosum L. var. Atlantic y estudio de su comportamiento en

campo. Biotecnologia Vegetal 1: 17-21.

Pérez B. J. A. (2010) Evaluacién de la produccion de fitoquimicos a partir de cultivo de

células en suspension de Nerium oleander. Universidad Nacional de Colombia

Pierik R., L. M. (1987) In vitro culture of higher plants. Martinus Nijhoff Publishers.
Dordrecht. Netherlands. 344 p.

Pomar V. G. M. (2002) Tuberizacion in vitro de Oxalis tuberosa Mol. “OCA” como una
alternativa para la produccion de tubérculos semillas. Pert. Universidad Nacional

mayor de San Marcos

Quifiones Y., Izquierdo H., Martinez O., Alcantara P., Rodriguez E. (2004) M¢étodos
alternativos para la produccion de semilla prebasica de papa (Solanum tuberosum,
L.). Cuba. Cultivos Tropicales 25(2): 23- 27.

Ranalli P., Bassi F., Ruaro A., Di. Candilo M. y Mandolino A. (1994) Microtuber and
minituber production and field performance compared with normal tubers. Potato

Res. 37: 383-391.

Santiago C., M. J. y Garcia J. S. (2001) Economia de la agroindustrializacion de la papa en

México. Revista Latinoamericana de la Papa. Vol. Especial: 21-43.

46



Scherwinski P., J.LE. y G.R. de Luces F. (2004) Organogénesis de apices meristematicos de
patata en medios de insolamiento y multiplicacion in vitro. Horticultura Brasileira

22(2):197-201.

Segura, J. (2000) Citoquininas. En Azcdon-Bieto, J. y Talon, M. (2000) Fundamentos de
Fisiologia Vegetal Interamericana- McGraw-Hill, Madrid. P.p. 343-360.

SENASICA, (2012) Analisis de riesgo de plagas para la importacion de tubérculos de papa

(Solanum tuberosum L.) a México.

SIAP. (2012) Cierre de la Producciéon Agricola por Cultivo. Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion. (Fecha de consulta en linea: 10

de abril de 2014).

SIAP. (2014) Cierre de la Produccion Agricola de papa. Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion. (Fecha de consulta en linea: 5 de marzo de

2015).

SNICS. (2012) Existencia de semilla calificada de papa en México. Consultado en:

http://snics.sagarpa.gob.mx/certificacion/Paginas/PreciosyExistencias.aspx

Suttle, J. C y Banowetzb G. M. (2000) Changes in cis-zeatin and cis-zeatin riboside levels
and biological activity during potato tuber dormancy. Physiol. Plant. 109: 68—74.

Toledo J., Espinoza N. y Golmirzaie A. (1998) Tissue Culture. Management of in vitro
plantlets in potato seed production. International Potato Center (CIP). Training

Manual. Lima, Peru. 46p.

Uribe M. E., Ulloa J., Delaveau C., Séez K., Muiioz F., Cartes P. (2012) Influencia de las
auxinas sobre el enraizamiento in vitro de microtallos de Nothofagus glauca (Phil.)
Krasser. Gayana Bot. 69(1): 105- 112

47



Velasquez, J. (2006) Produccion de tubérculo-semilla de papa en la estacion experimental
"Santa Catalina" del INIAP y su relacion con el sector semillero nacional. En:
Memorias del II Congreso ecuatoriano de la papa. Ambato, Ecuador, 17 al 19 de

mayo del 2006. 7 p.
Wahby I. (2007) Aproximaciones biotecnoldgicas tendientes a la mejora del cafiamo

(Cannabis sativa L.): Obtencion y cultivo de raices transformadas, transformacion

genética y regeneracion in vitro. Tesis Doctoral. Universidad de Granada.

48


http://192.156.137.121:8080/cipotato/region-quito/informacion/inventario-de-tecnologias/PAPAOSJAVASQUEZ1.pdf
http://192.156.137.121:8080/cipotato/region-quito/informacion/inventario-de-tecnologias/PAPAOSJAVASQUEZ1.pdf
http://192.156.137.121:8080/cipotato/region-quito/informacion/inventario-de-tecnologias/PAPAOSJAVASQUEZ1.pdf
http://192.156.137.121:8080/cipotato/region-quito/informacion/inventario-de-tecnologias/PAPAOSJAVASQUEZ1.pdf

ANEXOS

Anexo 1.1. Analisis de Varianza del nimero de segmentos nodales

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F P
Tratamiento 4 187.517 187.517 46.879 6.49  0.001
Error 35 252917 252.917 7.226

Total 39 440433

S=2.68816 R-cuad. =42.58%  R-cuad.(ajustado) =36.01%

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0%

Tratamiento N  Media

2 8 17.2
1 8 16.7
3 8 13.9
5 8 13.5
4 8 11.3

Agrupacion
A
A
AB
AB
B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 1.2. Analisis de varianza para altura de planta

Andlisis de varianza para Altura de planta, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCSec.  SCAjust.  CM Ajust. F P
Tratamiento 4 33.351 33.351 8.338 4.25 0.007
Error 35 68.648 68.648 1.961

Total 39 101.999

S=1.40049 R-cuad.=32.70% R-cuad.(ajustado) =25.01%
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Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0%

Tratamiento N  Media  Agrupacion

2 8 86 A

1 8 77 AB
3 8 6.7 AB
5 8 6.5 B
4 8 6.0 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 1.3. Analisis de varianza para volumen de la parte subterranea en condiciones

de luz

Andlisis de varianza para volumen de la parte subterranea (luz), utilizando SC ajustada para
pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F P
Tratamiento 4 7.9000 7.9000 1.9750 15.19  0.000
Error 20 2.6000 2.6000 0.1300

Total 24 10.5000

S=0.360555 R-cuad. =75.24%  R-cuad.(ajustado) = 70.29%
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0%

Tratamiento N Media  Agrupacion

4 5 22 A

1 5 1.4 B

3 5 1.0 BC
5 5 0.7 C
2 5 0.7 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 1. 4. Analisis de varianza para nimero de Microtubérculos en condiciones de luz

Analisis de varianza para No. De Microtubéculos (luz), utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCSec.  SC Ajust.  CM Ajust. F P
Tratamiento 4 6089.8 6089.8 15224 536 0.004
Error 20 5679.6 5679.6 284.0

Total 24 11769.4

S=16.8517 R-cuad.=51.74%  R-cuad.(ajustado) = 42.09%
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0%

Tratamiento N  Media  Agrupacion

1 5 428 A
4 5 426 A
2 5 294 AB
5 5 8.6 B
3 5 7.4 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 1. 5. Analisis de varianza para volumen de la parte subterranea y numero de

microtubérculos en condiciones de oscuridad.

Andlisis de varianza para Peso Volumétrico (oscuridad), utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCSec.  SCAjust.  CM Ajust. F P
Tratamiento 4 16.7667 16.7667 4.1917 3593  0.000
Error 10 1.1667 1.1667 0.1167

Total 14 17.9333

S=0.341565 R-cuad. =93.49%  R-cuad.(ajustado) = 90.89%
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Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0%

Tratamiento N  Media  Agrupacion

2 3 35 A

3 3 2.2 B

1 3 1.7 B

4 3 0.7 C
5 3 0.7 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferente

Analisis de varianza para No. De Microtubéculos (oscuridad), utilizando SC ajustada para
pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F P
Tratamiento 4 32004.4 32004.4 8001.1  88.70  0.000
Error 10 902.0 902.0 90.2

Total 14 32906.4

S=9.49737 R-cuad. =97.26%  R-cuad.(ajustado) = 96.16%

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95.0%

Tratamiento N Media  Agrupacion

2 3 1270 A

1 3 70.7 B

3 3 32.7 C

4 3 9.7 CD
5 3 1.0 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 2. Composicion del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS)

Concentracidon de la

Volumen de la

Constituyente solucién madre solucién madre
(g/L) por litro de medio
Macros
MNH4NO5 16,5
KNO4 19
CaCl,.2H,0 4.4 Homl
MgS0..7H-0 3.7
KH-PO, 1.7
Micros
MnSO..H:0O 1,69
ZnS0.4.7H:0 0,86
H:BO4 0,62
Kl 0.083
Na;M002.2H,0 0.025 rO
CuS0..5H,0
10 ml de solucén 25 mag/100mi
CoCl..6H:0
10 ml de solucién 25 mg/100ml
Fuente de hierro
FeS0,.7H:0 0.00556 10 ml
MNa;EDTA.2H-0O 0.00746
Vitaminas
Inositol 10
Nicotinico 0,05
HCI-Piridoxina 0,05 o
Glicina 0,2
HCI-Tiamina 0,01

Adicionar al medio 3% de sacarosay 0.7% de agar.
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