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RESUMEN

Se determiné la refaclén entre la del a lo largo del tallo de la planta de
yelp I de plantas libres ded virus "X* de la papa.
Se ]| 8 clones p al Prog de Papa, plantas [6venes fueron somatidas a la prusba

seroldgica de LATEX para confirmar la presencla de virus X de fa papa (PVX). Los matetlales se

sometieron a termoterapla durante un periodode3 a4 a35°C, s@

yomas axllares las cuales se enumeraron (de la base al épice} en niveles de acuerdo a la poslcién del

tallo; dichas yemas se In vitro, il se les reallzé la prueba de ELISA**,
obtenlérkiosa plantas negativas en 88.8% da [0s clones.
En &f 55.6% de los los may de plantas a en el

basal y ol 44.4% en el apical, la magnitud de los valores vari6 en funcién del clon,
Se traba)6 con yemas axdlares de Sofanum tuberosum cultivadas inr vitro en el efecto del acido acetl

saliclico (ASA)***, enla | 6n de énoslis para la de plantas libres de virus X. El
experimento consté de 2 Fases: Fase | (Fl) se probaron con ASA 3 medios: PG y MSm con
concentraciones de 10 y 105 M a una temperatura de 22°C y el modio C con concentraclones 10°5 y
10 M, a una temperatura de 8°C.

A los 35 dfas di6 Iniclo la Fase dos (FIf) en esta se subcultivaron los explantes a varios medios, con

En el medio MSms de la (F1I), se alcanzaron los porcentajes mds altos
de Is, 6n exp p i de de ASA 10 M. Después de 30 dlas se

anallzaron medlante Ia prueba de ELISA, los may [¢ jes con gal
on los explantes cuttivados en ASA que fueron incubados a una temperatura de 8°C.

Fuse posible obtener brotes, ramas y tallos con reaccién negativa a PVX, en los tratamientos con y sin

ASA, siendo mas lmportante la presencia de ASA en (a de iy que of
fenémeno doe organogénesis por sl misma.

+* Enzyme-linked immunosorbent assay.
*** Acctyl Salicilic Acid



INTRODUCCION

Muchos Cultivos fos que son p son

por virus, los cuales afectan la fisiologia de la'planta Y su Para la

papa se emplean pares vegetativas de la planta, lo cual constituye un método excelonte para la
deseminacién de virus en el materlal propagado por tal motivo es necesario produclr plantas libres de

virus, que sean para ser usadas como semlilla. En México los virus de

papa que més afectan el cultivo son: el virus def enrollamlanto de fa hoja (PLRV)*, el virus "S" (PVS)** el
virus *Y* (PVY)*** y el virus *X" (PVX)**** (Lopez-Deigado et al., 1985) que reducen el rendimiento y la
calidad de los tubérculos.

Existen trabajos en los que se han obtenkio plantas de papa libras de virus a parir del cultivo In vitro
do meristemos, procedentes de plantas que han sido sometidas a tarmoterapla (Mellor y Stace-Smith,
1972; Quak, 1972; Lopez-Delgado et al., 1885); también es posible obtenerlas por la aplicacién al

medio de cultivo de compuestos quimicos antivirales (Dawson, 1984; Pelt et al., 1988).

Lograr obtener matarial fibre de virus estd basado en el hecho de que no todas las cédutas del tejido
estan infectadas (Quak, 1972) y que algunos virus tienen menor tolerancia al calor que el hospodants,

estas Interacclones hacen posible la busqueda de nuevos métodos para obtener plantas sanas.

Los saliclatos son compuestos fendlicos, usados en la en

elgunas plantas so han encontrado en forma de éstares del 4cido saliclico (Collier, 1963; Cleland y
Ajami, 1974 en Lopaz-Deigado, 1987); ademds se sabe que puedan intervenir en diferentss aspectos,

tales como de & 6n de ralces y crecimiento {Lopez-Delgado,

1887), también se ha que Inducen a virus dot del tabaco (White, 1979;
Van Loon, 1882; Pennazlo et af., 1987; Roggero y Pennazio, 1988) Colletotrichum lagenarium en pepino
{MRis y Wood, 1984),



1887), s0 ha do que inducen a virus del del tabaco (White, 1979;

Van Loon, 1962; Pennazlo et al., 1987; Roggero y F 1988} C en pepino
(Mllls y Wood, 1984).

Con base en lo registrado para pla-Cultivo de en la ok 16n da plantas lbres

de virus {Lopez-Delgado et al., 1985); y quae los saliciatos en plantas, Inducen resistencla a virus y
hongos, aunado a que of ASA favorece la organogénesis de brotes en Sofanum Cardiophylium
(L6pez-Delgado, 1887) y en Solanum Tuberosum (Mora 1991), en la prasente investigacién se

plantearon los sigulentes objetivos.

* Potato leaf roll virus
** Potato virus"S*
¢** Potato virus"Y”
**** Potato virus ‘X"

vt



OBJETIVOS

1) Deterrminar si en plantas de Solanum tuberosum existe relaclon entra la posicién de! meristemo a

lo largo dei tallo de la planta y el [a de plantas con & a PVX
empleando la técnica de itvo de

2) Prubar el efecta del dcido acetl sali enla de de Brotes /n vitro y
evaluar sl es posible obtener plantas de con reacclén tva a PVX, a partir

de dichos brotes.

HIPOTESIS

~ Sila distrlbucién del virus no 8s homogénaa an las plantas y ia técnica de Termoterapla alecta
ta replicacidn det virus sin dafiar el de ésta, existlr niveles enla

plants libres de virus en los que sea m4s probable obtener yemas sin virus.

— Slios han L L a virosis en algunas especles, entonces la

dela do énesis de brotes con podria ia
obtenclén de plantas libres de virus,

it



I, REVISION DE LITERATURA

1 de

1.1 Origen

Aunque ol sitio de origen geogréfico de la papa es muy discutido, se sabe que es originaria de
América (Parsons, 1984; Maldonado, 1982; Cafias; 1001, Hawkes 1945 en Montaldo, 1984), Cafias
(1901, an Montaldo 1984) afinna que la papa es nativa de los bosques del sur de Chile, por otra parte
Hawkes en 1845 (en Montaldo 19884) discute las teorias sobre ol origen de la papa y propona como
lugar de origen 1a reglén del Cuzco y ol Lago Titicaca en Perl; Maldonado (1982) y Parsons (1984)
proponen 2 centros uno en México y el otro en la cordillera da los Andes del Part. Desde el afio 500
A.C. la papa se consumia como allmento bisico en los Andes por los Incas y nuestros antepasados
papas en el Altiplano de México. Las primeras papas, con valor
comerclal son originarias de las partes mas eltas de los Andes, de donde fueron levadas por los

conquistadores espafioles a Europa en el Siglo XV1, distribuyéndose luego por todo & mundo (Smith,
1977).

La especie Solanum tuberosum se cuitiva an todo el mundo; exdsten cerca de 200 especies sivestres
en América, las cuales crecen desde ol sur de E.U, México, hasta ol sur de Chile. El género se encusntra
desde ol nivel del mar hasta mas de 4000 m de altitud (Smith, 1877; Montaldo, 1984),

1.2 Clasificaclon

La papa puede ser clasificada en niveles dae ploidla. E1 juego cromosdmico de la papa es de 12
cromosomas (n=12). Las células de las i pueden varlar entre el nivel
diplolde y pentaplokie.




Segtin los niveles de ploidia la papa se clasifica de la manera sigulente:

Familla: Solanacea

Género: Solanum

Subgénero: Leptostemonum
Secclén: Tuberarium
Sub-secclén: Hyperbasarthum.

Entre las d ssp. es en todo of mundo

{Huamén, 1986).

1.3 Importancia Nutriclonal

La papa es un producto alimenticlo importante para el hombre, la calklad y cantidad de sustanclas
del tubé estan das por la varledad y condiciones de crecimiento. Segin el

*anélis!s bromatoldgico de la papa fresca deja ver que la humedad oscila entre 63 y 87%; of contenido de

carbohidratos esta entre 13 y 30%, regularmente de éstos 8e pi glucosa, f y
almkidn; et contenido de fibra es de 0,17 al 3.40%; proteina 0.7 a 4.8%; grasa 0.02 al 0.96%; cenlzas

entre 0.44 y 1.9%,; olras constituyentes son ef Acklo tlamlna,

magnaslo, hlerro, fésforo, potasio y otros (VAzquaz, 1881; H. LI, 1985).

2 Virosls en papa

Al cultivo de la papa lo afectan diversas enformedades, entre las mé&s importantes se encuentran las
producidas por virus, los cuales reducen el rendimiento y la calidad de los tubércutos. (O'Brlen y Rich,
1979; Lopez-Delgado et al., 1985).

Los virus se de plantas | das a sanas por medio de vectores, (insectos, hongos y
nematodos) por contacto de plantas enfermas y sanas; 0 blen mecdnicamente por medio de la
fegquinaria, el hombre y los animales. La infecci6n viral en of tejldo de las plantas hospedantes ocasiona

bios de color, de tejidos, dafios al slstema vascular y a zonas meristeméticas,




desarrollo anormal del y de los p de 6 det balance de
cloroflla en la hola y 6ndala de fa misma {O'Brien y Rich, 1978; Abello,
1988).

2.1 Generalldades de virus en papa

Los componentes bésicos de los virus son: &cido ribonuctéico (ANA) o acldo desoxirribonuciéico

{DNA) y protelna. Et RNA la én que tas de los virus come:

Infactividad, tamaiio y forma de la particula. La mayorfa de los virus que afectan a la papa contlenen
RNA. En todos los virus la protelna es ef componente que se haya en mayor concentracion. La forma de

la particula de los virus puede ser alargada o Isométrica, (Salazar, 1982; Rich, 1983).

En Méxica, los virus que afactan al cultivo de papa son: l virus del enrotlamlento de !a hoja (PLRV), el
virus “¥* (PVY) y el virus *X" (PVX), otro menos frecuente es e virus *§* (PVS). (Lopez-Delgado ef al.,
1985).

2.2 Virug "X do la papa

Esto virus RNA an cull con una longltud de 515 X 13nm (Salazar 1982).
La mayor parte de las plantas hospadantes son solandceas y el virus es trasmitikdo a través de
los | por (.aanes bucales de chapulines y por el l'vongo Synchytrium
endobloticum (O'Briend y Rich, 1879; Rich 1983).

En genaral, este virus es llevado por la mayorfa de las v de papa sin L sin

embargo, en algunas puede manifestarse en hojas como un ligero moteado, un mosaico benigno, un

mosalco savero con encrespamionto de holas, o bien una El efecto pot | 6n de
PVX causa pérdidas en el rendimlento de 10 a 25%, dependlendo del cultivo y de la variante de virus; se
sabe quo el efecto combinado de virus "X* con otros virus causa pérdidas muy severas en of

rendimlento (Rich, 1983).



3 Cultivo de tejidos en Papa.

El cultivo de te]idos permite la propagaclon clonal répida de un gran nimero de pléntulas en un

periodo breve (Espinosa et al., 1984).

Por sus Yy la papa es una planta excepcional para estudios de

cultivo de tejidos, la propagaclén en papa consiste

en la 1 al Yy
diferenciacion de tejidos y érganos de las plantas en un medlo antiiclal y en condiciones de asepsla.
Todas las técnicas de cultivo de tejidos usadas en papa , se aplican en diferentas palses con el fin de

mejorar la y calidad da la produccién del tubércu!

El cultivo de tejidos da papa tlene como p enla

1) Obtencidn da plantas libres de virus
€l uso de técnicas de cullivo in vitro para la erradicacién de virus no es una técnlea nueva. Los
primeros trabajos de cultivo de marlstemo para erradicar virus fueron los haechos por Morel y Martin en

1952 (citado en Dodds y Ng, 1887; y H LI, 1985).

El método recomendado por el Centro Intemacional de la Papa (CIP) es termoterapla seguida de
cultivo de el estado se con la técnica de ELISA (Espinoza et al.,
1584)

2) Micropropagacién

Es la propagacién del material sano por medio de cultivo de microesqueles, estas plantas son
enralzadas /n vitro para posteriormente ser usadas como plantas madre para su propagacién en
Invernadero y campo (Espinoza et al., 1886),



3) Mantenimiento de Banco de germoplasma in vitro

El 8anco de germoplasma in vitro, parmite contar con una fuente de germoplasma, ya que mantiene

un nivel de ¥ dtica, para los de do los
cultivos.
Ademés es una para material g de papa llbre de virus y de otras

enfermedadas, y contar con una fusnte permanente de materiales sanos (Lopez-Delgado et a/., 1885).

4) F enla para dios bl etc. (Es) et al,,
1986).

3.1 Métodoa de Obtenclén de Plantas fibres de virus

Los mélodos més utllizados, para la erradicacin de virus son:
Cultivo de Meristemo
La técnica de cultivo de merl iste en alslar asé la regién dtica de la

yema apical o axial, que mide menos de 0.1mm de largo y consiste da un doma terminal y primordios
de hojas. Existen trabajos en los que se ha logrado obtener plantas de papa libres de virus medianta
cuitivo de Sin I2 p de obtener plantas a pantir de dicho método es &
menudo baja, el éxito de esta depende de la composicién del medio, de la naturaleza de los virus

presentes y del tamaiio del meristemo (Mellor y Stace-Smith, 1972; Wang, 1977; Lopez-Delgado et al.,
1985).

Quimloterapla
Consiste en la de p t Il al medio de cultive o directamente al tefido (Dawson,
1984).

Por muchos aflos han skdo de Intéres el uso de antivirales para la eliminacién de virus. Entra ios

como de virus se Verde de (Norris, 1854),



2 8 g! Sulfato de Zinc, acido 2, 4 dictorofenoxiacético, vitavax, plantax

(Dawson, 1984), 2-4 dioxohexahidro 1-3-5 triazina, {Blither et &/, 1987), andlogos de lisolechtinas,

aminoademantane (Patt, 1986). Tamblén se ha O que g de pueden

ser usados para inhibir virus en plantas (Dawson, 1984). Da acuerdo con Quak 1972, la mayorla de las

iticas han do ser y Ias plantas. y estas revierien

al estado original de Infecclon cuando ef tratamiento cesa.

T la-Cultivo de

El método consiste en tratar la planta o partes de la planta Infectada, con temperaturas que van da

30°C a 66°C con agua o alre callente. Enla sa la & un nivel en el

cual el meristemo de fa planta puede crecer, pero la replicacién del virus es Inhiblda. En papa se utilizan
temperaturas superiores a los 40°C (Dodds y Ng 1984: Lopez-Delgado et al., 1985), ademas ol uso de
temperaturas fluctuantes (Supra 6ptimas 40°C-45°C y dptimas 25°C) eliminan virus (Lozoya-Saldafia y
Dawson, 1982).

4F de y

Un fitoregulador es un compuesto quimico capaz de intervenir en el metabolismo de las plantas, que
actia en muy pequefias concentraciones para activar o deprimir algin proceso del desarrolio, puedan

ser sintéticos o naturales (Rojas, 1978; Bidwell, 1879)

Las p una gran de efectos en la fisiologla del vegetal (Bidwall 1979;
Haab et af., 1991).
Cada fase del y dola di ! vegetal es do por medio de reguladores del

crecimlento. Su posible mecanismo de acclon se ha buscado en el genoma; algunas de sus

propledades son reprimlr, desreprimlr, seleccionar o modificar fos dh p del

contenldos en el genoma de las células La de una célula a un ragulador
del crecimiento depende del estada de compatencia de ésta, es decir, ia hormona por sl sola no

controla el patrdn de diferenclacion, y todas las células no van a responder de Iguat manera a dicha



hay una entre las de la célula y la cantidad y tipo de la hormona
Sin se han rep: algunos casos donde el regutador del crecimlento puede
e patrén de 6n principal la de raices en cultivo de callos {Smith y
Grlerson, 1882),
Wareing y Phillips (1982) ' que la estd reg! por algunos genes
princlpales, que a su vez tianen genes o8 Y fos dal

estén controlando algunos de estos pasos para disparar la expresién genética. Los mismos autores

sefialan que hay evidenclas de que algunos reguladores det se unenap

y por lo tanto, Ia diferenciacién seguird un patrén predeterminado, una vez que los reguladores del

crecimlento se unen a las protefnas. Lo anterlor es similar a lo por Smith y ya que

afirman que existe una unlén entre el regulador y un receptor, y un patrén de diferenciacton a sagulr por

las células blanco. Esta de de los pt flicos para fa misma hormona,

da tal manera que se forma un ptor y dep: do de éste seré 1a competencla

especflica do 1a céiula (Smithy Grlerson 1982).

4.1 Reguladores de Crecimiento

Los fitoreguiadores del crecimlento vegetal, se dividen en 3 grupos principales:
1) Promotores det cracimiento
Auxinas

La principal auxina p enla es ol 4cido indot acético (AIA), se sintetiza a partir del
triptofano, su princlpal funcién es el al celular, so p p en los dpices en
hojas en exp 6n y telidos con actividad it Y. 1978).

La auxina ejerce una acclén sobre el crecimlento celular, también aumenta la plasticidad en la pared,
actia, en la sintesls del ANA ribosdmico, estimula la divisién celular en las células de origen camblal
{Rojas, 1978; Bidwell, 1979).



Skoog and Miller 1967 (en Coleman y Ernst, 1990} sugleren que en cultivos in vitro la Interacclén de

auxina y cltocinina de en los eventos de morfogénesis en plantas,

y que un elevado de la de ralces y una relaclon inversa

la tormacién de yemas.

Citoclninas.
Son derlvadas da la adenina, se forman principalmente en las raices de ah{ viajan a !as hojas y tallos,

dentro de sus estan: la de la divisién celular, la prevencién de la

P de induck fend de lon y

senescencla, la Inducci6n de floraclon, ademds son

en particular de necformacion de drganos (Salisbury, 1978; Rolas, 1978; Bidwell, 1979). Villalohos et a.,
(1984) trabajd con cultivo de tejidos en pino y aplicd chocinina extgena, la cual Indujd formacion de
primordios.

Skoog et al., 1968 {(en Mora, 1991) demostraron que en cultivo de callos de tabaco, o AIA v la

estimulan y la de drganos, lo que evidencia {a Importancla det equillbrio

entra las hormonas do crecimiento. (Kikiuta y Okasawa, 1984).

Gibereiinas
Se sintetizan principalmente en los tejkios aéreos en pleno crecimlento activo (embriones vy telldos

). Sus ip funci son: dhisién celutar, Induccion de enzimas

la p de genes que luego 1a sintesls de RNA (Bidwell, 1970).

El é4cido giberdiico induce la formacién de brotes in vitro en crisantemo {Jeremy, 1985 en
Lépez-Delgado 1987) y en discos de tubérculos de papa {Kikuta y Okasawa, 1684), pero es antagonista
en Ia formacidn de brates en tabaco (Jeremy, 1985 en Lépez-Delgado, 1987).



i) Inhibidores del crecimlento

El Acido {ABA) es el p del | y su accién parece sor

1a inhibicién de las giberelinas y estimular ef latargo. El mecanismo de acclén del ABA parece tener un
efecto sobre la traducclén inhiblendo la sintesis de ANA, se empiea en casos muy especlales en cuitivo

do tefkios vegetales (Bidwell, 1979).

i Etileno

Dentro de sus estd la de frutos y la absclsion de las hojas. Estos

efectos paracen deberse a fa estimulacidn de procesos de sintesls requeridas para la formacién de la

zona de absclsién (Bidwell 1979).

En afios se ha la de que la p del etileno puede estar

asoclada a morfogénesis en plantas. Se encentrd que la presencia de etileno fus Impoctante para la
embriogénesls de Hordaum vulgaris y la formacién de yemas de flores de Nicotiana tabacum, en
contraste la regeneraclién de cuitivo de callo de Hellantrus annuus y N. tabacum fue Inhibida por etlleno

(Chi, 1991).

4.2 Pollaminas

Las idis tienan efoctos Importantes an el desarollo de las

plantas. Estas aminas estan Imp en que Imp colular,
desarrolto (Tiburclo et al., 1987; Kaur-Sawhney et al., 1982; Lo, 1989), embrlogénesis somatica,

formacién de flores y ralces adventiclas {Geneve y Kester, 1991). Se ha observado ol incremento de la
blosintesls dg durante e! i rapkio de muchos sistemnas de plantas, talss como,

germinacién en semillas de malz, desarrolio de brotes de frijol y emt & de céiulas de

en suspension (Kaur-Sawhnay et al., 1982)
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€n estudios in virro, Geneve y Kester (1991) cultivaron explantes de hoja de Datura y observaron un

[ en el nivel de p [t de conla énde rafz.

Tiburcio at al. (1987) trabajando con cultivo de callos de tabaco encontraron gue hay una retacién

entre ta én de p yla do ralz. La respuesta organogenélica de
célutas de plantas cultivadas /n vitro es un evento que involl que
alos eventos y blofl (Attiodd y Evans, 1991 A).

Se ha postulado que ¢l proceso da modogénasls in vitro requiere de la desdiferenclacién cefular det
explante del telido y una Interacclén de ias células desdiierencladas, como respuesta espaeclfica a las

sefales de morogénesls.

Los procesos de morfogénesis In vitro han sido en aventos: comy Ind
y La es la dad de fa célula para responder a un estimulo Inductivo;
que la | 16n s el por el cual el resultado de un estimulo d4 un desarrollo Onico,

finalmente la determinacién se lleva cabo cuando se continta el camino de desarrollo en presencla y

ausenclade los fitoreguladores (Meins, 1989; Coleman y Ernast, 1990; Attlield y Evans, 1391 B).

La morfogénesis en culiivo de tejidos vegetales, depanderd de un balance entre reguladores del

Yy s ademés de la procedencla del tejido o callo (Lépez-Delgado, 1987;
Klkuta y Okasawa, 1987),

8 Acldo Acetli Salicilico

ios son usados 1] an comao analgésicos y antipiréticos;
ademds se mostrd su [ en ol de dh fi (artritis,

gota, asma, pi de infartos del miocardio, angina de pecho, es anticoagulante,

y antl 4 Los més en son ol salicilato de sodlo y e 4cido

acetl salicBica el cual se conoce cominmente como aspirina (Barker y Levitan, 1971).
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€l &cido acetil saliclico (ASA) es un salicilato que se obtiene por acetilacion del dcido saliclico (SA), la
molécula de ASA tiene un pese molécular de 180.15, un punto de fusién de 137°C y un pK de 3.5
{Colller, 1963; Merck S Co. Inc., 1976, en Lépez-Delgado, 1987).

En Ias plantas los saliclatos s8 encuentran en géneros como Salix, Spirea, Gautherla y Xantlum, en

forma de 8steres dal Acklo salicllico (Colller, 1963; Cleland y Ajami, 1974 en Lépez-Deigado, 1887).

A pesar do que se conoce la do sali en se tlenen pocos datos del papel
figiolégico que desampefan en éstos. Se han hecho estudios sobro la fat delos en
diferentes funclones de las plantas tales como:

Inhiblcin de dh : 16 d 5n de frutos, 6n de rafces,

dad de { {Gi fd y Visser, 1874; Larqué-Saavedra, 1972; Garcla y

Larqué-Saavedra, 1881; Basu, 1969, 1972; Jaln y Srivastava, 1981; Saphlro, 1966; en Lépez-Delgado,
1987), produccién de grano (Lépez-Delgado, 1881), organogénesls (Saxena y Rashid, 1980;
Lépez-Deigado, 1987; Mora, 1991) y reslstencia a patégenos (MEl y Wood, 1884, Métraux et al., 1990,
Malamy et al., 1892).

5.1Los on la Inhiblci6n de dl!

Larqué-Saavedra 1975 (en Mora 1991) reportd que las altas concentraciones de ASA son capaces do

Inhibir f de ralces y col flos. El ASA Inhibld en lante]a, el crecimliento de la planta en un

rango de concentraciones de 1.4 x 10 M a 3.6 x 10 M (Chou y Patrick, 1976; en Mora, 1991).

Tamblén el 4cido saliclico (SA) aislado de hojas de Inhibl 1a 6n de plantas do

amroz, asf como también el crechmlento de coledptilos de avena (Kimura et al., 1976).

Lépaz-Delgado (1987) obtuvéd 6n en el de Soll itivado in
vitro con ASA.




5.2 Los salicilatos en la organégenesis “in vitro”

Lee y Skoog (1965) probaron el SA y otros de los écidos ! ético y fenli

propandico, en la formacién de brates en callos de tabaco. Encontraron que el SA indujo brotes en

concentraclones de 2 a 256 mM, Y que los dico: ala

da brotes en p de lAA y cinetina.

Saxena y Rashid (1980} obtuvieron diferenclacién de yemas en el protonema de musgo

en de ASA y SA a concentraciones dptimas de 108My w0 M
respoctivamenta.

Lépez-Delgado (1987) encontrd que el ASA Indujé a concentraciones de 10 y 10 M, procesos

con obtuvo

& en h Mora (1991)

con ASA a una cor 103 Miafc de brotes en yemas axilares.

5.3Los ¥ l& Rest s

Existen trabajos en los que se que los (4cido y 4cldo acetl sallcdico)

inducen resistencia a virus y hongos (White, 1979; Malamy et al., 1990).

Van Loo y Antoniw (1982) encontraron que el SA induj6 resistencia sistémica al virus del maosaico de

tabaco (TMV) en esta especio. La rest estuvo a una mayor produccién de etlleno y de

protelnas da novo, las cuales estuvieron ausentes en plantas no tratadas con SA. También Mills y Wood

(1984) al hongo Coll leg en pepino. Otros trabajos han

fa ind 6n da la contra virus por ASA y SA, con la Induccién de protelnas
relacionadas a patogénesis (PR), (Pennazlo y Roggero 1987; Van de Rhee et al., 1890; Yalpanl et al.,
1991; y Malamy et al., 1932). Las protelnas se encuentran en muchas plantas y se plensa que pueden
ser Inducidas por virus, hongos, b medlo y por q
1992).

y ot al.,
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Una forma comtn e de los les & un p esla {HR),

fa cual se caracteriza por la muente celular del punto de , Jo que ri la difusion

sistémica del patégeno. En adicién a 1a respuesta local, muchas plantas responden a la Infecclén
activando defensas en las partes no infectadas de la planta, como resultado, la planta compieta se

p auna

esla es da como F 4

Adquirida (SAR), y puede perslstir por varias semanas (Malamy et al., 1990; Yalpani et a/., 1991).

La HR ocurre en muchas plantas como defensa a la de una dad de patd la cuat

es da por k y b [ (Van de Rhao et al., 1990; Yalpani et al., 1991;

Malamy et al., 1992), Asoclada con la HR y la SAR, se presenta Ia sintesls de proteinas relacionadas a 1a

p énesis (PR), y se que el dcido sali y el 4cido acotii salichico pueden induclr ta

produccién de PR (White, 1979; Van Loon y Antoniw, 1982; Hooft Van Huljsduijnen 1986; Pennazio ot
al., 1987, en Yalpani ot al., 1991).

La SAR Implica la existencla de una sefia), la cual se difunde slstémicamente dei sitio de HR al resto

s sintell

de la planta. Glaninazzl et al., 1985 (en Pennazio et al., 1987), p que un

durente la HR, para estimular Ia expresién de ios genes para la SAR y que ésta, puede sor activada por

fa de como y sal Los

apoyan lo anterlor; KUC 1985 (en Roggero y Pennazlo, 1988), suglere que un "estresante” quimico es
capaz de activar la expresién de genes de Yy p

a los como agentss

“astrgsantes”. Van Loon, 1983 (en Malamy et al.. 1990) postuld qus et ASA puede sor una sefal

que dispara la de los genes para activar la sintesis de protelnas PR; Métraux et al.,

1996 trabajando con pepino mostro que el dcido estd conla i

do SAR. Existen Informes en los que se mostré que en tabaco ol &cido sallclico exégeno Induce ia

sintesls de ala b ¥y sugl que 1a funcion del cldo salicilico es una
sefial de traducclén (Malamy el al., 1990).
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{l MATERIALES Y METODOS
1 Material Biolégico.-
En el presente trabalo fueron fas plantas de Sol. b {as an ¢l proy do
daotl P de Papa del Instituto Nacional de Investigaciones

Foreslales y Agropecuarias (INIFAP), Toluca Edo. de México, Clones 876007, 676176,
676214,77-18-213, 77-97-65, 77-5-261, 77-1A-26, 77-103-103, 7-87-110 y 78-7-176 los cuales por sus

y de a a tiz6n, son p de

timplieza en el Proyecto de Produccién de Semilla,

1.1 Medlos de Cultivo

Los h enlap én de los madios de cultivo fuoron:
Sales Inorganicas y Manltol (Baker), de agar, cido acetil sallcflico
y Carbdn activado {Sigma C )y (aziicar morena).

Los medios empleados para el cultivo de Merlstemo fueron B, F, G y H Cuadro A, propuestos por &l
Centro Internacional de la Papa (CIP} {Espinaza et at., 1987). los cuales son modlficaclones del medio

Murashige-Skoog 19862,

Los medios utilizados para fa formaclén de brotes fueron: medlo PG modificado para paplta gllera,
{Lbpez-Delgado 1987), medio MSm, modificado por el Programa Naclonal da papa (Lopez-Delgado y
Mora 1989-1990) y Medio C modificado por el CIP para el Banco de Germoplasma. (Esplnoza et al.,
1887), todos los medios son del medio Skoog, se 1 en el Cuadro B,




CUADRO A.- MED{OS PARA CULTIVO DE MERISTEMO Y PROPAGACION -

CLAVE MEDIO
B M$* + TIAMINA 0.40+ INOSITOL 100+ AC GIBERELICO 025 + AC, PANTOTENICO DE Ca 2+SAC.
3% + AGAR 08%
MS* + TIAMINA 0.40+ INOSITOL 100+ AC GIBERELICO 0.40+ BENCIL AMINO PURINA 0.5 + AC.
F NAFTALECETICO 001 + AC. PANTOTENICO DE Ca 2+ SAC 2% + AGAR 06%
G MS* + TIAMINA 0.40 + INOSITOL 100+ AC. GIBEREL!CO 0.1 + GLICINA 2+ AC NICOTINICO
(1.5 + PIRIDOXINA 0.5+ SACAROSA 2.5% + AGAR 06%
H MS*® + TLAMINA 0.40+ INOSITOL 100 + AC GIBERELICO 25+ AC PANTATENICO DE CA
1000+ SACAROSA 3% + AGAR 0.6%

MS?* Sales (Murashige y Skoog 1962) ver apéadice 1

Nota: Las concentraciones estan en partes por milién
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CUADRO B.- MEDIOS PARA INDUCIR ORGANOGENESIS

CLAVE MEDIO
PG MS® + TIAMINA 0.40 + INOSITOL 100+1AA 10+ BAP 10SAC3% +AGAR 0.7% + ASA"
PGy PG+GA3 040
PG2 PG +GA3 0.80
PGy PG +BAP 1.0
PG4 PG + CARBON ACTIVADO 4000
PGs PG +ZEATINA
MSm [ELEMENTOS MAYORES M5** + ELEMENTOS MENORES MS** + NaEDTA 37.28 + FeS04 278+ TIAMINA
0.5+ INOSTTOL 100+ IAA 03+KIN 03 +SAC 4%+ AGAR 0.7% + ASA}
MSmy MS** + Zea2 + ANA 0.1 AGUA DE COQO 50ML + SAC3.5% + AGAR 0.7%
MSmz MS** +Zca 2.5+ ANA 0.1+ BAP 1.0+ PUT 20+ SAC 35% + AGAR 06%
MSm3 MS°* + Zea 2.5+ GA3 0.40 + BAP 1.0+ PUT 20 + ANA 0.1 +SAC335% + AGAR 06%
MSmy MS®* +Zca2 5+ ANA 0.1+ BAP 1.0+ PUT 20+ KIN 1.0 +SAC35% + AGAR 0.6%
MSms. MS®* +Zca 25+ ANA 0.1+ BAP 1.0+ PUT 20+ GA3 0.40+ KIN 1.0+ SAC 3.5% + AGAR 0.6%
MSmg MS*® +Zea 14+ GA30.40+ C.HIDRO 1.0+ CAR. ACTI. 100 +SAC 3% AGAR 0.7%
MSmz MS** +Zea 1+ CHIDRO 10 ppm +SAC3% + AGAR 0.7%
MSms MS** +Zca 14+BAP 10+ KIN 10+ GA3 .40+ CHIDRO 1.0+ SAC3%+ AGAR 0.7%
C [MS* TIAMINA 0.40 + INOSITOL 100+ SAC04% + AGAR 05% + ASA
C1 MS® + ANA 0.1+ BAP 1.0+KIN 1+ MANITOL 5000 + Zca 25+ SAC.0.1% + AGAR 06%
C2 (MS*+ ANA 0.1+ BAP 1.0+ KIN 1+ MANITOL 5000 + Zea 25ppm +SAC. 0.5% + AGAR 06%
ANA = ACIDO NAFTALENACETICO ZEA=ZEATINA CHIDRO = CASEINA HIDROLIZADA
BAP = BENCIL AMINO FURINA [AA=ACIDO INDOLACETICO  CAR.ACT = CARBON ACTIVADO
GAy= ACIDO GIBERELICO KIM = KINETINA [Yeappm.
* = SALES DE MURASHIGE Y SKOOG. VER APENDICE1  PUT =PUTRECINA ASA'= ACIDO ACETIL SALICILICO
** = SALES DE MEDIO MSm SAC=SACAROSA

91
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2 Métodos
2.1 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

€l procedimiento general para la preparaclén del medio de cultivo se describe a continuacion:

Partiendo de la solucion madre de Sales | 4nicas de MS*, Yy del
se las y 88 ia ol ph se ajusté a 5.7 0.1 con HCl o
KOH; posteriormente se adicloné el agar cuya diluclén se hizo et medio. La di del

medlo fue de fa manera sigulente: en tubos de ensaye de 120 x 23mm, se adicionaron 10 ml de medio,

o blen, en tubos de 100 x 16mm 2 ml de medio, tapind con papel fo. La del

modio se llevé a cabo en un autoctave a 15 Ibs da presién y a 120° C durante 15 minutos.

2.2 CONDICIONES DE CULTIVO

La Incubaclén de ios In6culos para todos 1os experimentos se llevo a cabo en un cuarto de ambiente

controlado con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas da una de

24 Mm? seg" (400-700nm) y una temperatura de 22°C. Exceplo para el quo se mantuvo en ol Banco

de Germoplasma In vitro.

2.3 PRUEBAS SEROLOGICAS

Para confirmar el estado fliosanitario de las plantas se utilizaron las pruebas sarolégicas LATEX y
EUISA (Clark y Adams 1981) para el virus X de papa {(FVX) ef px da dichas
Apéndice 2.

enel

* Apendica 1

3 DESCRIPCION DE EXPERIMENTOS



3 DESCRIPCION DE EXPERIMENTOS

3.1 EXPERIMENTO i

TERMOTERAPIA

Se los B en y fueron a {de rdo con la

del Se i dos clones por mes, de 10 a 15 tubd de

cada clon, una vez emergidas las piantas, se confirmé su estado fitosanitario con la prueba serolégica
LATEX. Confimmado que las plantas se encontraban Infectadas con PVX, éstas plantas pasaron a

que en a una de 35°C a 40°C por un

periodo de 3 a 4 samanas segln lo permitid Ia resistencla de ta planta al calor; posteriormente sa

obtuvieron esquejes (con una yema axfar} 4 por niveles de la base
{nivel 1) al apice (nivel 5 o 6 dependiendo de! nimaro de nudos presentes en la planta). Se
desinfectaron con hipociorito de Sodlo al 0.6%, después se obtuvieron tos meristemos con dos o tres

de hoja, 050 h In vitro en los medios B y H. Los meristemos fueron

subcultivados cada 10 dias. Al la planta 8cmde long sa reallz6 la prueba

de ELISA. Los clones utilizados lfueron: 676007, 676176, 676214, 77-1A-26, 77-5-261, 77-18:213,
77-103-103 y 78-7-110 y 78-7-176.

3.2 EXPERIMENTO 2

ORGANOGENESIS

Los of trabajo para ind on de
Tubéreulos jévenes fueron sumergidos en una solucién de Acido glberdlico 5mg/l por 10 minutos para

Inducir b 6n, una vez s@ a enl ), las plantas se

su estado fit i con la prueba serolégica LATEX para PVX, de las que resuttaron
positivas se obtuviorén yemas axiares, se desinfectaron con hipaciorito de sadio {0.6%) y fueron
sembradas yemas Individuales en los medios H, B y F.
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De estas plantas se obtuvieron yemas axliares para, propagarias aproximadamente cada 35 dlas en
los medios B y/o G, para una fuenta de materia! bioldgico. Estos experimentos se

dividleron en dos fases:

Fase uno (F!) cuya duracidn fué de 35 -+ 1 dias, en presencia de salicliato (ASA),
Fase dos {Fll) tuvo una duracién de 30 -+ 1 dias, en ausencia do salicilato,

Para la F1 se sembraron esquejes con una yema axiiar, en todos los experimentos.

De acuerdo a la disponibiiidad del material /n vitro (ya qus no todos los genctipos presentaron af
mismo tlempo de desarrollo), los clones fueron agrupados para la Fl en 3 rutas:
1.- En presencia 2 auxinas IAA y BAP

2.- En presencia una auxina IAA y una chtocinina KIN
3.- En ausencia reguladores de crecimlento.

Las condiclonoes de incubaclén fueron Jas mismas para la nuta uno y dos; no asl para la nuta tres, que
estuvo bajo condiciones del Banco de p In vitro fotop de 16 horas luz, intensidad

tuminica de 11 Mm Seg™ (400-700nm) y temp de 8°C.

Fase Il En las tres sutas Jos medlios varlaron tanto en los reguladores de crecimiento como en la
concentracién de fos mlsmos, las condiciones de incubaclon fuaron las mismas para las tres nitas.

Al final los fueron con los 4 pesa fresco, longitud del

tallo mas largo y formaclén de brotes de novo.

Los clones utiilzados fueron 676007, 77-1A-26, 77-18-213, 77-97-85, 77-103-103, 78-7-110 y 78-7-176.
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3.3 Experimento 2.A

Cuitivo de yemas sxilares en medlo PG con ASA p on

medlo G

Fase 1.- En medio PG se incubaron yemas axilares con dos diferentes concentraciones de ASA (10'6 Y

10°3 M) y sutestigo, se lavaron a cabo 25 repaticiones por tratamiento.

Fase Il.- Se subcultivaron sin ASA a medio PGy, transcurrido un mes se realizd 1a aevaluacién visua! del

experimento {formacién de callo y de brotes de novo). €1 clon utlizado {ué el 77-1A-26.

Sa realizé una rapeticién de este experimento con los clones 77-1A-26 y 78-7-178, pero la Fase il tuvo

1a sigulente variante: Fli se subcultivaron sin ASA en los medios sigulentes: PGy, PGz, PG3, PGs y PGs

con cinco exp por medio, la én visual a los 30 dias, con los pardmetros antes

mencionados.

3.4 Experimento 2.8

Cuttivo da yomas axilares en medio PG, con ASA, previ en

medio B.

Fase |.- En el medio PG se incubaron yemas axilares a dos diferentes concentraclonas de de ASA
(10‘ Y 10°5M) Y 8u testigo, con 25 repeticiones por tratamlonto,

Fase |l.- Se subcutiivaron sin ASA, cinco explantes en cada uno de los medios sigulentes: MSmy,
MSmz, MSmy, MSnu y MSms; se los ya dos atos 30 dias.

f 86 realizd un {da ramas y de brotes mayor es de 0.5 cm) para realizar la
prueba de ELISA. Los clones utilizados fuston 77-18-213, 77-103-103 y 78-7-110.
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3.5 Experimento 2.C

Cultivo de yemas axilares en medio MSm con ASA, p una

vez en medio B en presencia y ausencla del GAs.

En este exp se que s6 fth en medio B {d en

el Cuadro A} una vez con 0.125ppm de GA3 y en ausencla de éste durante un mes, o que se llama un

subcultivo en medio B (1SB).

Fasa .- En medio MSm se incubaron yemas axllares con dos concentraciones de ASA (10 y 10°M) y
su tostigo, con 50 tepeticlones cada uno. {25 provenientes de medio B con 8.125ppm de GAs y 25 sin
GA3).

Fase II.- Se subcultivaron sin ASA en los medios sligulentes: Msmi1, Msmgz, Msma, Msm4 y Msms, cinco

explantes por cada medio, 30 dfas di és se reallzé la evaluacion del exp con los

ya considerados.

Posteriormente sa les realizé la prusba de ELISA a todas las plantas (incluyendo talios y brotes
mayores de 0.5 cm). E] clon utllizado fue el 77-97-65.

3.8 Experimento 2.0

Cuftivo de yemas axilares en medlo Msm con ASA, # dos

veces en medio B en presencla y ausencia de GAs.

En este sa que fueron en medio 8 con
0.125ppm de GA3 y en ausencla de éste, durante dos meses (258).

Fase {.- Fué la misma que el exparimento 2.C.



22

Fase Il.- El subcultivo sin ASA se realizé en los medios sigulentes: Msma, Msms, Msmg, Msmyz y Msmg;
sa evalud e para los ya ol sa realizé la prueba de

ELISA a todas las plantas (incluyendo tallos y brotes mayores de 0.5 cm).
Los clones utliizados fueron el 676007, 78-7-110, 77-103-103.

3.7 Experimento 2.E.

Cuttivo de yemas axilares en medio Mam badas con ASA, p dos

veces en medio B en ausencla de GAs.

En este experimento se utilizaron que previ fueron I dos veces en

medio B en ausencia de GAy

Fase I.- En medio Msm se incubaron yemas axilares con dos concantraciones de ASA (10° y 10°M) y

su tesligo, con 20 repaticiones cada uno.

Fasa Il.- Se subcultivaron sin ASA en los medios siguientes:

Msma, Msms, C1 y Cz cinco explantes por cada medlo.

A los 30 dias se hizo ta del con los

Se realizé la prueba de ELISA a todas las plantas (inciuy tallos y brotes may de 0.5 cm). El clon

utiizado fue ef 77-57-65.

3.8 Experimento 2.F
Cultivo de yemas axilares en medio C Incubadas con ASA, previamerite subcultivadas dos

veces en Medio B sin GAs.

Fase |.- Bajo i de Banco de in vitro la b fuea de 8°C,

en medio C (sublituyendo e manitol por ASA) se Incubaron yemas axllares con dos concentraclones de

ASA (107 y 10°°M) con sutestigo, se 20 por i
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Fase .- Se subcultivaron en los medios sigulentes Msmas, Msms, C1 y C2 con cinco explantes por

medlo (a incubacién fue a temperatura de 22°C), 30 dias d és 8@ fos
conslderados, posteriormente se reallzé la prueba de ELISA a todas las plantas (inctuyendo tallos y
brotes mayores de 0.5 cm). Los ciones utilizados fueron el 77-97-85, 77-1A-26 y 77-103-103,
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il RESULTADOS

1 EXPERIMENTO
1 TERMOTERAPIA

Los datos del Cuadro 1 muastran que en la prueba de LATEX, todos fos clones presentaron reacclén

positiva a PVX, antes del de Ti Ltos dos de la (fig. 1) musstran que

del de cultivo de los mas altos p jes de plantas
libres de PVX fucron obtenklas de los extremos del tallo (basal y apical) los cuales corresponden a los
niveles uno y sels. La magnitud de dichos valores varid en funcién del clon (figura 2). De los clones

trabajados, en todos los nlveles se plantas a del clon 876007 qua

presentd reacclén positiva a la prueba de ELISA en todos los niveles; ademds todos los clones

pi de al decalor {Cuadro 2).

2 EXPERIMENTO
2 ORGANOGENESIS 2.A,

Cultivo de yamas axllares en Medio PG Incubadas con ASA, previamente subcultivadas on
medio G.

No se obtuvo org: los no se razén por lo cual ia

evaluacién \nicamente fue visual; no se presenté formacién de callo ni de brotes de novo en la il con
ninguna de las concentraciones de ASA ni en los testigos. En Sofanum cardiophylium, Lopéz-Delgado
(1987), obtuvo organogénesis de brotes con ASA en fa Fll, empleando el medio PG+GA3 a una
concentracién 0.40ppm, sin embargo en este clon el misme medio no Indujo of mismo efecta. En la

rapeticion de este experimento con los clones 77-1A-28 y 78-7-176, p el fend

de organogénasis de brotes, pero st la formacién de callo, of medio mas favorable para la formacién de

callo fue el medio PGs que contlene 2mg/ de zeatina.



CUADRO 1.- NUMFRO DE TUBERCULOS SEMBRADOS A INVERNADERO Y PORCENTAJE DE PLANTAS DE S,
tuberosum QUE, PRESENTARON REACCION POSITIVA A VIRUS X EN LA PRUEBA DE LATEX ANTES DE SER

TRATADAS EN TERMOTERAPIA,

NCLON N*DE TUBERCULUS SEMBRADOS | % DE PLANTAS CON REACCION POSITIVA
APVX
——— . -
1) 676007 10 100
2676170 15 100
3676214 15 100
4771426 15 100
57118213 10 10
6)77.5261 10 100
D010 10 100
878-7.110 10 100
9)78-7.17% 15 100




CUADRO 2.- PORCENTAJE Y NO, DE PLANTAS DE S. tuberasum CON REACCION NEGATIVA A PVX EN LA PRUEBA
DE ELISA DESPUES DEL TRATAMIENTO DE TERMOTERAPIA

NeCLON N DE MERISTEMOS ®DEPLANTAS | % DEPLANTASLIBRES |DIASENTRATAMIENTO
SEMBRADOS OBTENIDAS LIBRES DE DEVIRUS DETERMOTERAPIA
VIRUS
1y 676007 e o 0 2
2676176 m 65 100 . )
676214 102 %8 %5 »
§THA2S 1 P ©s u
S)T-18213 % 14 583 2
6)77-5-261 /8 » 812 23
THTAB1B 8 9 50 n’
87I110 % » n
9)78-7.176 4 i 93 2%

9
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2.1 EXPERIMENTO 2.8.

Cultivo de yemas axilares en Medlo PG con ASA, previ b das on
Medio B,

Los resultados muestran qua cada uno da los clones tuvo una respuesta diferente a los medios da la
Fasa Il, tanto para el peso fresco, longitud del tallo, y asf como para la formacién de brotes. (Cuadros

3,4y5)

Para fos tratamientos con ASA, en el clon 77-18-213 ef mayor promedio de peso fresco y de fonghud
s obtuvo en el madio MSms concentracién 10°M. En el medio MSm« se presanté el mayor porcentaje

de brotacidn en el tastigo (Cuadro 3).

Er] todos los medios se observé brotacidn a excepcién del medio MSmy; posiblemente el ASA tuvo un

efecto Inhibidor de organogénesls en los medlos MSm3 y MSms.

E! mayor promedio de peso fresco y longitud para los tratamientos con ASA, se obtuva en el clon
77-103-103 en el medio MSm4 a una concentracién 10°°M (Cuadro 4). El mayor promedio de brotes por

explante, se prasentd en el medlo MSm2 concentracién 10°%M.

Ademds en los medios MSm3 y MSmy que cotrespondian a fos testigos, se alcanzaron los mayores
porcentajes de brotacidn, slendo el primero de elios donde se presentd of mayor numero de brotes por
explante.

El Cuadro & muestra que el clon 78-7-110 en el medio MSm2, a una concentracién 10 M, es donde
s0 prasentd el mayor promedio, tanto de peso frasco como en longitud del tallo. La formacion de brotes
en el madio MSms, a una concentracién de 10°°M sa obtuvo ef mayor porcentaje de brotacién de los 3
tratamlentos. Los datos de las plantas musestreadas, indican qus el clon 77-18-213 resi3té posftivo y los
clones 78-7-110 y 77-103-103 fueron negativos, 1anto en Jos tratamientos como en el testigo (Cusdro
B.A).



CUADRO 3.- PESO FRESCO, LONGITUD DEL TALLO Y BROTES de novo DE EXPLANTES DE §. ruberosum
INCUBADAS in vitro EN MEDIO PG EN PRESENCIA DE ASA DURANTE 35 DIAS (FI) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA
F(II) EN CINCO MEDIOS DIFERENTES CLON 77-18-213

ASA{ 10" ASA[10%] TESTIGO
MEDIO | X X %EXP. XBROT.] X X |%exe. XsroT.| X X | %EXp. XBROT. v
Fil | PESO | LONG | BROT. EXP. | PESO | LONG. | BROT  EXP. | PESO | LONG. | BROT  EXP. '
Msm 1376419 [19° 0 0 [m5e Jase 0 0 [13£20 [26+a 0 0
Msm: [190£59 (21426 0 0 {87431 loam 2 1 s [3x3s 20 4
Msmy [2022%  [15¢ 0 0 |3694+10428+.10 0 0 |#3:108 [454035 | 20 1
MSms [609.£111 |33+.36 40 1 [319+145 |264.21 0 0 [374190 [27+077 | 20 1
MSms |12232230 /434,51 0 0 331461 3847 0 0 [59974128138+ 44 2 1

NOTA: LOS RESULTADOS SON EL PROMEDIO MAS, MENOS SU ERROR ESTANDAR, CINCO
REPETICIONES POR TRATAMIENTO.

* Una repeticitn debido a que cl resto se perdid por contaminacion.

0€



CUADRO 4.- PESO FRESCO, LONGITUD DEL TALLO Y BROTES de novo DE EXPLANTES DE §. ruberasum
INCUBADAS in vitro EN MEDIO PG EN PRESENCIA DE ASA DURANTE 35 DIAS (F1) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA
¥(I1) EN CINCO MEDIOS DIFERENTES CLON 77-103-103

ASA]10% . Asal10%] TESTIGO
MEDIO | X X ®EXP. XBROT.| X X |%Eexp. XsroT.| X X | HEXP. XBROT.
21 PESO LONG. BROT. EXP. PESO LONG. | BROT EXP. PESO LONG. | BROT EXP.
MSmy 11482307 [7321.12 2 1 {to04313[85412 2 1 joagze e | 2 2
MSmz [439.04267{55.420 0 3 iM0a1se [9x20 0 o |s33149 |76413 0 0
MSmy (8154169 |6.25+.94 20 1 91424 127)5.5 + 283 0 0 11954141 [74+18 30 3
MSms 13984432 108225 0 o |usseassirszn 0 0 [isaessfs2e1n 3 1
MSms (8474145 (95417 0 [ 3584134 (51427 30 1 8734143 (67419 i) 0

NOTA: LOS RESULTADOS SON EL PROMEDICO MAS, MENOS SU ERROR ESTANDAR, DE CINCO
REPETICIONES POR TRATAMIENTO.

1€



CUADRO 5.- PESO FRESCO, LONGITUD DEL TALLO Y BROTES de novo DE EXPLANTES DE S. tuberosum
INCUBADAS in vitro EN MEDIO PG EN PRESENCIA DE ASA DURANTE 35 DIAS (FT) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA
FQ1) EN CINCO MEDIOS DIFERENTES CLON 78-7-110.

ASA[109) ASA[10%) TESTIGO

MEDIO [ X X |®%EXe. XBROT.| X X |®%EXe. XBROT.] X X | %EXP. XBROT.
Fil PESO LONG. BROT. EXP. PESO | LONG. | BROT EXP. PESO LONG. | BROT EXP.
MSmy 12154156 {74+.3 0 [} 524743 (44112 0 0 TR4504 [74227 20 3
MSm 12744289 {11489 0 0 [1ssrexolusiio | o 0 |1305+100 [t£065 | 20 3
MSmy 13074284 [75410 0 0 |imans Psi1o 0 0o |uer 70 0 0
MSmy {454+247 [6.82+.67 20 3 9045+ 17138+ 47 2 3 10834336 |7.1+12 [+ 0
MSms |1413+37 |5+£.70 Q 0 460£190 |36+.76 40 4 12154179 {106+ L7 20 5

NOTA: LOS RESULTADOS SON EL PROMEDIO MAS, MENOS SU ERROR ESTANDAR, DE CINCO
REPETICIONES POR TRATAMIENTO

* Una repeticisn debido a que ¢l resto se perdid por contaminacién.

€



CUADRO 5A.. NUMERO Y PORCENTAJE DE EXPLANTES DE §. tuberasum CON REACCION NEGATIVAAPYX EN LA

PRUEBA DE ELISA, OBTENIDAS DESPUES DE SER TRATADAS CON ASA

ASA10°

NO.CLON Asa 0% TESTIGO
NO.EXP. %EXP.NEG. |NO.EXP. SLEXP.NEG.  |NO.EXP. % EXP. NEG,
7718213 5 0 4 0 ) 0
71103103 1 100 4 0 5 [}
78-7-110 8 100 8 100 8 100

€€
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2.2 EXPERIMENTO 2.C.

Cultivo de yemas axilares en medlo MSm can ASA, previ: una
vez en medio B en presencia y susencla de GAa

En los tratamlentos con ASA, se observa que en los

p que fusron dos con 0.125
ppm de GA3 se obtuvieron mayores promedios en pesa fresco y longitud, en comparacién con los que
fueron subcuitivados sin GAs. Para brotacién, los medios que alcanzaron los promedios mas altos
fusron ol MSms, y el MSm2z a una concentracién de 10, sin embargo en el medio MSms
concentraclon IO'GM, $8 obtuvo el mayor niimero de brotes por explante (Cuadro 6). En general, en los

testigos, los mayores promedlos de peso fresco y longhtud, se Vi a parlr de que

fusron subcultivados sin GAa. En cuanto a la organdgenssis de brotas los mayores porcentajes se

obtuvieron an fos medios MSm1, Msmz y MSma,

Con resp ala ion de plantas para of PVX, los resultados mostraron que da los 10

{cinco i de con GA3 y cinco en ausancia de éste) en sels de slios
sa observéd que empleando ASA, se obtuvo un mayor p

jo de a PVX con
respecto al testigo. Cabe dostacar que en sdlo en dos 88

p jos do con iva que el testigo, (Cuadro 8.A)



CUADRO 6.- PESO FRESCO, LONGITUD Y BROTES de novo DE EXPLANTES DE S, tuberasum INCUBADAS in vitro EN
MEDIO MSm EN PRESENCIA DE ASA DURANTE 35 DIAS (FT) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA (F1I) EN SIETE
DIFERENTES MEDIOS CLON No. 77-97-65

ASA 0%

ASA 10° TESTIGO

MEDIO] X X | %EXP. XBROT X X %EXP XBROT.| X X |BEXP.

n__| PESo |LONG.| BROT. _EXxp. | PESO LONG. { BROT _EXP. | PEsO _{ LONG. | BROT.
MSm; * 493847111124 1) 60 2 312436 S5+ .47 2 1 87364918 |101415 8 5
» [5042493|11£17 | 40 15 (92466 (62413 & 2 lomios (n9rmr | 3
MSm; * [446:£43 [96+93| 0 0 |3 Jesais 0 0 (@453 934141 | 80 25
» 483460 (119114 60 2 |uixer J12:% 0 25 110511193 [1462107] 60 26
Msmy* 41519 |135514 0 0 DpB467T L7110 0 0 (smsin B9x21 | %0 2
- 452459 |162£0a] 16 1 buster  fiz9gn2 0 0 [stn0 16216 0 15
MSmy* |262418 17447 0 0 jaseM 17247 0 0 (021147 (14423 8 2
»0ssw liosarl o 0 {98sl46 6543 0 n (s j157+9 | 40 25
MSms * {360£71.7{11.1£13 40 s 20434 79413 0 0 627481 924,43 20 3
ozt [satio| 20 3 [zed [os10 2 1 jaxe  Jesem | 16 1
it fe3rese |mss21) 0 0 laexss  (h2ss 0 0 less2+67 157413 | 0 n
C* |M5EL4S|203417. © 0 |6g3ast 142411 0 0 |7528:159 {17810 | 0 0

* PREVIAMENTE SUBCULTIVADQS UNA VEZ SIN GA).

» PREVIAMENTE SUBCULTIVADOS UNA VEZ CON.125 ppm DE GA3.

NOTA: LOS RESULTADOS SON EL PROMEDI(O) MAS, MENOS SU ERROR ESTANDAR, CINCO
REPETICIONES POR TRATAMIENTO

SE



CUADRO 6A.- PORCENTAJES DE EXPLANTES CON BROTES de novo Y PORCENTAJE DE EXPLANTES CON
REACCION NEGATIVA A PVX EN LA PRUEBA DE ELISA, DE §. tuberosun, CLON 79-97-65 OBTENIDOS DESPUES DE
SER SUBCULTIVADAS in vitro EN MEDIO MSm CON ASA POR 35 DIAS (F1) Y SIN ASA (FII) EN SIETE DIFERENTES

MEDIOS
ASA 10° ASA 10 TESTIGO
MEDIO FEXP. X BROTES | %EXP. %EXP. XBROTES| %EXP. | %EXP. XBROTES | %EXP.
BROTADOS POREXP. [NEGATIVOS|BROTADOS POREXP. [NEGATIVOS|BROTADOS POREXP. [NEGATIVOS

MStm; * ) 15 ] 0 2 ) EN 3 [

. 60 2 a ) 1 2 =@ 25 @
MSm; ¢ 6 2 2 4“0 25 0 0 26 0

. 0 0 2 ) 0 b 80 25 1)
MSm; * 161 1 0 [ ) ) @ 15 o

. o o @ ' 0 0 50 2 32
MSmy* 0 0 20 [] 0 [) ) 25 -

» 0 0 [ 0 0 0 & 2 2
MSms * 2 3 © ) 1 0 16 1 7}

. ) 35 20 0 0 2 20 3 0
C [ 0 0 [ 0 0 0 0 0
G _» o ) 0 0 [ 0 o 0 0

NOTA LGOS DATOS SON DE CINCO REPETICIONES POR TRATAMIENTO

* PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS UNA VEZ SIN GA;
» PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS UNA VEZ CON 0.125 ppm DE GA3

9€
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2.3 EXPERIMENTO 2.D.

Cultivo de yemas axilares en Medio MSm incubadas con ASA, previamente subcultivadas dos
veces en medio B en presencia y ausencia de GAa.

Los resultados de los clones 676007 y 78-7-110 muastran, que en los tratamlentos con y sin ASA los

vados en de GA3, los Jos de peso fresco y

p dae GAa. (Cuadros 7 y 8). El clon 676007

con fos

longttud, en en
no presentd organogénesls de brotes con ninglin tratamionto ni el testlgo. Para el clon 78-7-110 el

medio que mostré el p je mas alto de 60 fué en ol MSms a una concentracion de 10, En

1a mayorla de los resultados del clon 77-103-103, indican qua los explantes subcultivados con 0.125

ppmdo GA3 p los

Y de peso fresco y longltud; por otra parte, la formacién

de brotes no se abservé en ninguno de los tratamientas con ASA, s6lo en el testigo. {Cusadro 9)

Los resultados para PVX por ELISA son los sigulentes:

Con el clon 676007 no se obtuvo un je do exp h en ninguno da los tres

tratamientos.

Los clones 77-103-103 y 78-7-110, p el 100% de enlos3 i




CUADRO 7.- PESO FRESCO, LONGITUD Y BROTES de novo DE EXPLANTES DE S. tuberasuns INCUBADAS in vitro EN
MEDIO MSm EN PRESENCIA DE ASA DURANTE 35 DIAS (F1) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA (F11) EN CINCO MEDIOS

DIFERENTES. CLON No. 676067
ASA10® ASA DS TESTIGO,
MEDIO | X X |[%EXP. XBROT.{ X X |%Exe. XBROT| X X {%EXP. XBROT.
¥ | PESO | LONG. | BROT. _EXP. | PESO | LONG. | BROT. EXP. | PESO | LONG. | BROT.  EXP
MSmse (87436 (2428 { 0O 0 |ZaxT2 (13106 0 0 (26499 |29325 | © [
- [4124125 192131 [] 0 [461171 53+.e8 [ 0 [m1s (15437 [ 0
MSms+ [3894: — (2024~ [} 0 [987496 |54+06 0 0 leas |maesr [ [
» 214126 9435 | 0 0 Ju9:2 69411 0 0 s 1166239 | O [
MSme+ 4974147 1198452 [ o 0 [1648+22 (1411 0 0 [s13165 {20413 0 0
» 1463493 (D442 [ 0 jmaius nnmiia] o 0 (484x53 19429 o 0
MSmy» 842202 (198438 | o 0 j2s26 6647 0 0 B9 iz} o 0
- laorse1 los26 ) 0 0 (80453 le6+9 [ 0 [|ss+181 (179423 | 0 0
MSmge (SB170 (20227 1] 0  [137:2 (67108 [} G (512483 (145422 g 0
» Potes 03417 ! o 0 {ins9s |8+8 0 0 454100 198328 | © 0

NOTA. LOS DATOS SON DE CINCO REPETICIONES POR TRATAMIENTO, SON PROMEDIO MAS, MENOS

ERROR ESTANDAR

* PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS DOS VECES EN MEDIO B SIN GAs
» PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS DOS VECES EN MEDIQ B CON 0.125ppm DE GAs

8¢



CUADRO 8.- PESO FRESCO, LONGITUD Y BROTES de nuvo DE EXPLANTES DE S. tuberosum INCUBADAS in vitro EN
MEDIO MSm EN PRESENCIA DE ASA BURANTE 35 DIAS (Fl) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA (F1I) EN SIETE MEDIOS
DIFERENTES CLON 78-7-110

ASA 11® e AsA10® TESTIGO
MEDIO X X |wexe XsroT| X X |%Exe. XBROT.| X X | %EXp. XBROT.
fll PESQ LONG. | BROT. EXP. PESQ) | LONG. | BROT. EXP. PESQ LONG. | BROT. EXP,
* (8134110 M+3.1 A 3 425+ 43 145414 [} o 11294187 [17.2£13 2 5
MSmu» 15544 14 1982 0] 0 404 (13422 0 a 8294162 [20+34 0 ]
*RALT 2349 n th 7414 (10913 40 25 BH448 (204115 Y] 1}
MSms= |684.6+ 1125 (161223 4 0 W7.2+74 (136427 20 2 7264147 {158128 0 0
* 50402 214200 0 [ 362.4.5¢ 25415 2 2 72564108 [23.1 414 [] ]
MSms= [359464 1884052 [} o 3434+ 485194173 2 1 55244 1401252422 ] 0
* 1541421 5440 ] 1] 33924 80.4 |17.6£1.6 0 0 5464 09 Zd,ﬁx_].l 0 n
MSmy> 14752448 208+1.0 0 [} 2897432 1172410 [ 1] 636496 {205+13 [ 1]
R T 2T S T3 S DR B 0 (wasesd j33zie ) o0 0 [65SSeliMSE23 | 0 0
MSms. [$60+40  [184+21] 0 0 876255 [123£22] O 0 |s818475 [15£30
G |marr izaxs | 0 0 isi943r 43296 ] o 0 [02e7 [88£17| 0 4
G 1943+38 1934452 {} o 974 £ 82 15.540.5 0 0 1114430 188 kd 39 0 ‘0
NOTA. LOS RESULTADOS SON EL PROMEDIO MAS, MENOS ERROR ESTANDAR, CINCO

REFETICIONES POR TRATAMIETO.

* PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS DOS VECES EN MEDIO BSIN GAs
» PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS DOS VECES EN MEDIO B CON 0.125ppm DE GA3

6¢



CUADRO 9.- PESO FRESCO, LONGITUD Y BROTES de novo DE EXPLANTES DE S. tuberosum INCUBADAS in vitro, EN
MEDIO MSm EN PRESENCIA DE ASA DURANTE 35 DIAS (FT) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA (FIT) EN CINCO MEDIOS
DIFERENTES CLON No. 77-163-103

ASA 0% ASA 10% TESTIGO
Mebio | X X | ®Exe. XBROT.| X X |%exe. Xmrot.| X X | ®%EXr. XBROT.
PESO | LONG. | BROT. EXP. | PESO | LONG. [ BROT. EXP. { PESO | LONG. | BROT. _ EXP.
MSmee (42154 [B5s22 [ o 0 |44 |16416 0 0 [me2 |1aax26| o [}
» (6804111 |174113 [ 0 [3s5:86 [89112 0 0 [essas [15224 n 3
MSmse (5432462 |1771.8 0 0 [2778433 16413 0 0 |s72s66 (w216 | %0 3
v l69x54 [15416 0 0 18904125 |176+.7 ] o [oosatds {13517 0 0
MSmse 426467 {161+09 0 0 340439 |163+.5 [1] 0 59964131 |135+.56 20 5
o lo2as1as Jasi3 ] o o lw7303 losy1s 0 o lmasu 1saz108f o 0

NOTA. LOS DATOS SON DE CINCO REPETICIONES POR TRATAMIENTO, SON PROMEDIO MAS, MENGS
ERROR ESTANDAR

* PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS DOS VECES EN MEDIO BSIN GA2
» PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS DOS VECES EN MEDIO B CON 0.125ppm DE GAy

ov
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2.4 EXPERIMENTO 2.E.

Cultivo de yemas axilares en Medlo MSm con ASA, pi subcultivadas dos
veces en Medlo B en ausencia de GAs.

La mayorfa de los resultados revelan que al subcultivar los explantes dos veces en ausencla de GAa,
se obtienen promedios similares de peso fresco y longitud del tallo, esto en relacién a los explantes

subcultivados una vez. (Cuadros 10).

El promedio més alto para peso y para longlitud, 58 obtuvo en ¢l medio MSnu a una concentraclon de
10°%M, también fue este medio el que mostré una mejor respuesta a la organogénosis de brotes, en la

concantracién 10°5M.

€n la obtencldn de explantes libres de PVX, los datos que an los con y sin
ASA, se p i de Tamblén se abservd, que !a presencla
de ASA fue mas Imp: que la ofg & parala 6n da expl gativos por efempl

on ef Cuadro 10.A se muestra que en o Medio Cz, aunque no se presentd la organogénesls en la

concentracién 10°°M nl en ol testigo, of p

Je do {ue mayor en el tratado con
ASA, y en el mismo medlo en la concentracion 10°°M, donde si se presentd organogénests y superé a

los en p je de exph h




CUADRO 10.- PESO FRESCO, LONGITUD DE BROTES de novo DE EXPLANTES DE S. tuberosurm INCUBADAS in vitro
EN MEDIO MSm EN PRESENCIA DE ASA DURANTE 35 DIAS (F1) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA (F1I) EN CUATRO

MEDIOS DIFERENTES CLON No. 77-97-65

ASA 10° ASA 10% TESTIGO
MEDIO | X X | %EXP. XBROT.[ X X | %EXP. XBROT.{ X X | @EXe. XBROT.
PESO | LONG. | BROT. EXP. | PESO | LONG. | BROT. Exp. | PESO | LONG. | BROT. _EXP.
MSmy» [9818+150[12:416 0 0 (1664132 (4316 0 25 [6724200 [62422 [ [
MSms» {7504201 (67413 0 0 (16193 9811 0 0 [s2e1n (7742 2 4
Ci» [413£108 ft19s28 | o 0 [mzss [02:25 0 0 l46a1105 Jo3412 ) 2
C2- loassor liossas | 25 2 porsw 16314 0 0 118 {96416 0 a

NOTA. LOS DATOS SON EL PROMEDIO MAS, MENOS ERROR ESTANDAR, CINCO REPETICIONES POR

TRATAMIENTO

» PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS DOS VECES SIN GA3.

[44



CUADRO 10A.- PORCENTAJE DE EXPLANTES CON BROTES de.novo Y PORCENTAJE DE EXPLANTES CON
REACCION NEGATIVA A PVX EN LA PRUEBA DE ELISA, DE . tuberosum CLON 77-97-65 OBTENIDAS DESPUES DE
SER SUBCULTIVADAS in vitro EN MEDIO MSm CON ASA POR 35 DIAS (FT) Y SIN ASA (FII) EN CUATRO MEDIOS

DIFERENTES.
ASA 10° ASA10° TESTIGO
MEDIO %EXP.  XBROT. | WEXP. %EXP. XBROT. | %EXP. | ®mEXP. XBROT | %Exr.
BROT. EXP. _ |NEGATIVO! BROT. EXP, {NEGATIVO| BRQT. EXP. | NEGATIVO
MSmq » [} 0 50 ) 25 ) 0 [ 50
MSms» 0 [} 0 0 [} 2 2 4 50
G- 0 0 0 0 0 0 0 2 25
> 2 2 £ [ 0 0 0 0 2

NOTA. LOS DATOS SON CINCO REPETICIONES POR TRATAMIENTO

» PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS DOS VECES SIN GA3.

34



2.5 EXPERIMENTO 2.F,

Cultivo de yemnas axilares en Medio C Iincubadas con ASA, previamente subcultivadas dos
veces en Medio B sin GAs.

fuede observarse (Cuadro 11) que en los tres clones, en tos tratamlentos con ASA 10* y 109 M, s

p una hacla un p

menor de peso fresco y longltud, en comparactén con sus

Is fue el clon

respactivos testigos. Da [os tres clones el Unico que p! el de
77-1A-26. La brotaclén pudo observarsa en el medlo MSms con y sin ASA; adema4s, en la concentraclén

10°M se presenté el mayor niimero de brotes por explante.

Las de baja yla de ASA, no favorecieron la organogénesls; ya
que, el clon 77-9765 bajo de a 22°C, st pi este fend Los datos
Cuadro 11.A demuestra que e mayor je de exp! gath se obtuvo en la-

concentracion 10°M da ASA; ya que, se alcanzé un 75% de pl con i a PVX,

slando este p o ol més allo en todos los con ¥ sin salicil




CUADRO 11.- PESO FRESCO, LONGITUD DE BROTES de novo DE EXPLANTES DE . tuberosum INCUBADAS in vitro
ENMEDIO C EN PRESENCIA DE ASA DURANTE 35 DIAS (FT) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA (FII) EN CUATRO
MEDI0S DIFERENTES CLONES. 77-1A-26,77-97-65 Y 77-103-103

ASA 10° ASA 10-5 TESTIGO,
CLON |MEDIO| X X |%Exp. XBROT.| X X |®exe. XBrOT.| X X | ®EXP. XBROT.
No. FiI_| pESO | LONG. | BROT. _EXP. | PESO | LONG. | BROT. EXP. | PESO | LONG. | BROT. _EXP.
MSmy~» [232.4:£33{294.38 0 0 [4302+45[57459 0 0 [o97126 Jlos£T7| 0 0
MSms» (7046429767493 0 25 {12474170176415 0 o luzrmjusro 0 0
719765 |C1»  [132416)264.32 0 0 [208+28 [58+10 [ 0 |a113+30/9426 0 0
C2» 1216212021429 0 0 297455 12459 0 0 |emaralmwem | o 0
MSmy» [1142219]38+22 [] 0 |2ms31 [2x28] o 0 [2188+31[84+21 [] 0
Msms~ [2485453]06415 [ 40 25 [3508+58(15419 0 4 639182 f1as5e25] 20 4
A Ci»  [488164 [116274] O 0 {u7s18 |8r9 0 0 [min 9612 0 [
Can (B1a19 28436 0 0 |2ms19 f10419 0 o [456+95 fioas19] ¢ 1]
MSmi» (165435 [48+.6 0 0 [asse2fissrs| o 0 [moxm hoix24| o 0
77-103-10
MSms» 152448 {81412 0 0 |376+43 14748 0 0 [ssru2fe1r8] o ¢

NOTA. SON ELPROMEDIO MAS, MENOS SU ERROR ESTANDAR, CINCO REPETICIONES POR
TRATAMIENTO

» PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS DOS VECES SIN GAx.
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CUADRO 11A.- PORCENTAJE DE EXPLANTES CON BROTES de novo Y PORCENTAJE DE EXPLANTES CON
REACCION NEGATIVA A PVX EN LA PRUEBA DE ELISA, DE S. tuberasum, OBTENIDAS DESPUES DE SER
SUBCULTIVADAS jn vitro EN MEDIO C CON ASA POR 35 DIAS (FT) Y SIN ASA (FII) EN CINCO MEDIOS

DIFERENTES . CLONES 77-97-65 Y 77-1A-26.

Asa10* ASA10% TESTIGO.
No.CLON | MEDIO | %EXP. XBROT. [ %EXP. | %EXP. XBROT. | %EXP. | %EXP. XBROT | HEXP.
BROT. EXP. INEGATIVQ] BROT. EXP. (NEGATIVO| BROT. EXP. [NEGATIVO)
MSay » [} [ F3 ] [} 0 0 0 40
MSms» 0 0 ' [\ 0 0 o 0 0
719765
C- 0 [ 0 0 0 0 o 0 0
Cr» 0 0 0 0 0 0 [ 0 2
MSmu» 0 0 40 ) ] 4 0 0 60
MSms» 40 25 s 0 4 40 2 4 60
77-1A-26
CGi» 0 0 )] 0 0 20 0 0 0
Ca» 0 0 2 0 [} 2 2 5 2

NOTA. LOS DATOS SON DE CINCO REPETICIONES POR TRATAMIENTO,

» FREVIAMENTE SUBCULTIVADAS DOS VECES SIN GA3.

9%
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iV DISCUSION

Los en la p! én tanto en los experimentos de termoterapia

como en los de las las cuales seflalan que es posible

obtener en estos clones de Solanum tuberosum plantas libres de virus “X* por termoterapla, y por

con

Los resultados de termoterapla mostraron que el 55.5% de los clones, el mayor porcentaje de plantas
{lbres de virus se presentd en el nivel uno {corresponde a fa parte basal) y en el 44.4% en el nivel sels
{que pertenece a la parte apical de la planta). Esto se explica con base en lo meancionado por Norris
{1954) y Mac Donald (1973), gulenes declaran que la distribucién del virus en la planta no es

yquela ion del virus 1l conel imi de Iz planta,

de ah! que no esten presentes en fos centros da Por o tanto, la del virus es menor

an la regién aplcal y esto axplica lo sucedido en dicha regién (nivel sels). Aunque Kassanis (1967) y

Applano y Lannazlo (1972) han por i fa pi do virales

an zonas meristeméticas (en Mellor 1972), nuestros resultados se apoyan en lo propuesto por Norrs y
Mc Donald. Usando plantas de tabaco Infectadas con virus del mosalco del tabaco, Quak (1872)

Gqueia del virus es vl en la planta, ademdas observé que la cantidad

del virus disminuye en hojas Jévenes, en hojas en
hojas viojas, 1o que fundamenta la explicacién del porque en la parte basal de la planta (nivel uno), se
encontrd un alto porcentaje de plantas libres de virus, ya que es o tejido mas longevo de la planta.

La magnitud de los resultados varié en funcién del clon, como lo muestra la figura 2; pero la

tendencia se mantuvo en el 66% de los genotipos trabajados.
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Ademas, se observd que cada clon prasentd diferente grado de resistencia al calor en el tratamlento

de termoterapla (Cuadro 2); ya que algunos

22 dias, otros,
soportaron el tratamiento hasta 34 dlas. Esto se refaclona con lo postulado por Quak 1964 (en Mac

Donald 1973), quien que la al de calor esti relaclonada con las

yla de la planta. En este trabajo se observé ya que el estado

Al

senecente o turgente de los {que fueron dos en | dero, pam obtener las plantas
que serlan tratadas con calor) fue un factor muy imporante, porque sl los tubérculos estaban
senecentes las plantas creclan muy delgadas y déblles, por lo tanto, poco resistentes al calor y aln

cuando las plantas brevivir sus eran poco viables, por lo que minimizaban la

posibllidad de obtener plantas libres de virus. Sin embargo, las plantas que provenfan de tubérculos

ol plantas al de como sucedid en los clones

676176, 676214 y 77-1A-26.

©Otro factor quo es determinanta para ol éxito gn la limpleza del materlal, es of tamafio de! explante que
sa slembra. Kassanis y Verman (1967) encontraron que al sembrar meristemo de papa de 0.1mm de

fengltud sin primordlos de hoja, se obtenlan manos meristemos viables; con dos primordios da hoja la

id pero el p Jo do plantas libres de virus. En este trabajo se pudo

observar que no es necesario alslar el merlstemo, sino quo es posible obtener plantas con reacclén

gativa a PVX ia de yemas con dos & tres p de hojas, aslun

buen nimero de plantas sin virug *X*.

Los de di que cada cion presenié diferente respuesta
morfogenética, adn cuando no sa logrd una brotacién de 100% como la obtenida en un clon da
Solanum tuberosum por Mora (1991). Caba mancionar que el presente trabajo se realizé con sels

ipos y la no fué en cada uno de ellos.

La morfogénesls en cultivo de tefidos vegetales depende tanto dei balance de los reguladores de

g Y como de la procedencla del tejkdo o callo (Lépez-Delgado 1987;
Kikuta y Okasawa 1989). Con base en eflo, se explica el porque en esta Investigacién los clones
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dos no

la misma g un ejemplo de ésto, radica en el

exparimento 2.A, en el cual no hubo brotacién empleando el medio PG +GA3 0.40ppm en Fase Il
L6pez-Delgado (1987) trabajando con “papha gilera’, obtuvo organogénesis de brotes con ASA,

empleando en la F Il el mismo medio; un factor en oste fue la etapa de

establecimiento in vitro, que requirié de subcultivos en diferentes medios con altas concentraclones de

GAga {de 0.25ppm a 25ppm). lo que p alterd los ragl internos de la planta y por lo
tanto, ta de resp genética. Otro factar que pudo Intervenir posiblemante, fue el
como 1942 (en Meins 1989), trabajando con cultivo de

zanahorla, observé que ésta gradualmente requlete menos auxinas y citoquininas extgenas y en
algunos casos también vitaminas. Ya que, después de clerto tlempo, el cultivo es capaz de satlsfacer su

proplos requerimientos, la que se conace coma habituacion a los regutadores de crecimlento, pudlendo

haberse p! > al acldo gil . ya que los medlos {H, G y B} en los que
previamente se desarrollaron las plantas son ricos en este regulador. Se tlenen informes de que el GAs
Induce la formacién de brotes en papa (Lopez-Delgado 1987, Mora 199t). Pero también existen trabajos

on jos cuales se quo las Inhiben la dif 16n de yemas en tabaco (Jeromy en

Lépez-Detgado 1987 Thorpe y Murashige 1970 en Bhojwan! y Razdan 1883), pudiendo suceder lo

con otros

segundo en esta experimanto. Se busca romper la "pasible
en la F I, Incluso con carbon activado, ya que éste es un captador do fenoles y el GA3 pentensce a este
grupo, con lo que se favorecio el crecimiento y el vigor da (a planta, afectados previamento por el ASA,

sih embarge, no se presentd la respuesta morfogénetica.

Enlos experimentos 2.8 al 2F, tanto en la F | como en [a F Il se probaron varlos medlos con diferentes

balances hormonales, ademas en la Fll de variar los b 58

como: caselna , la cual segin

f y Razdan (1983) promueve la formaclén de yemas;

P qua enel de las plantas (Tiburcio et al., 1987; Lillo 1989 Genove y Kester
1991) y manitol que favorace la formacién de brotes en tubérculos de papa (Lilo 1989). Slendo los
medios MSmq y MSms que contenfan putrescina en los que se manifestd la mejor respuesta
organogenética (Apéndice 4),
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Como ya se ha expuesto, en el cultivo de tejidos vegetales, 1a morfogénesis depende de el balance
hormonal, ademas de la procedencla del tajido (Lopez-Deigado 1987), por lo que al no encontrar ia

perada se deckilé subcultivar por un mes las plantas (experimento 2.C) en um medio
carente 0 con una minima concentracidn de GA3, y los experimento 2D, 2.E y 2.F por 2 meses,

observandose {mlcamente, que en la longitud del tallo y el peso, se vi6 ol efecto del GAa.

En ¢l exp 2.F se subcuf los sin GAa por dos meses y 89 incubaron en

condiclones de Banco de Germoplasma, observindose que la baja temperatura (8°C) inhibls la
formacién de brotes (Cuadro 7). Esto fué evidente en of clon 77-97-65 ol cual bajo condiclones de

Incubacién a tempematura de 22°C y uthizando los mismos medlos (MSma, MSms st presentd

brotaclén). Ademés de los factores i que en la én de
brotes, hay que agregar la respuesta morfogenética de cada clon, ya que ésta es diferente de un
genatipo a otro,

En cuanto a la obtenclon de ptantas libres de virus, los resultados mostraron que en un 33.3% de los

clones J 88 obluvo o va a PVX en brotes, ramas yv tallos, lo cunl corrobora la
hipstesis de que es posible obtener plantas con reacclén negativa al virus "X por medio do
énosls Induckla por (ASA).

Los resultados mostraron que los clones 77-103-103 y 78-7-110 presentaron el 100% de explantes
nagativos, prabablemente tue debido a qua dl subcuitivo sucasivo (duranta mas de 12 mesas) favorecio
iaob i6n de expl con h va & PVX.

Los mecanismos de erradicaclén del virus durante el culthvo no se conocen pero se suglere que la
Inactivacién puade ser un factor producido por el explante o por algun componente del medio sobre ol
virus, aunque Pennazio y Redolfi 1974 han que st el expl es muy p ol virus
puede ser inactivo durante of cultivo y Quak (1972) fa que las particulas virales d

ap por
el contacto del meristemo con el medio (en Mellor 1972); adem4s se tlene conocimiento de que 10s

virus se distrib en forma h Qb en fa plama (Quak 1972); y que algunos sitios pueden estar
sin virus o con bajas k de éste, pudiendo haber do un esquefe &in virus y
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obtener explantes negativos; también se sabe que los reguladores del crecimiento pusden tener algin
efacto Inhibldor sobra los virus (Fraser y Whenham 1882), por lo que al pasar estos clones por varios

subcultivos en diferentes medios, estos favorecieron la obtencién de plantas libres de PVX.

Crowley y Hanson 1960 (en Quak 1972) postulan que en células de callo de tabaco infectadas con
virus, hay una con virus, hay una competitividad entre la divisién celular y la muitiplicacién det virus;
superando la divisién célular da la planta, {a velocldad de replicacién del virus, pudlenda contribuir

tamblén este factor a la obtencién de plantas sanas.

En el o 2.C, los que aunque el testigo presentd un mayor porcentaje
ol p jo de expl ivos a PVX, ya

que dlcho porcentaje fue mayor en los explantes tratados con ASA (Cuadro 8.A) De los 10 tratamlentos

do axplantes con brotes (Cuadro ©), estos no

P

con ASA en dos de ellos los p do h fueron al testigo no

marcandose alguna tendencia, de los ocho tralamlentos restantes en sels se obtuvo un porcentaje

mayor de axp

It enlos con ASA,.y U endos en ol testigo

tue superior el px jo de

p g to que suglere que ! Acido 4cetil salicflico pusds

tener p enla de

Da las tres rutas seguidas en a Fl, se observé que los gal se en
jes que fusron bajo i do Banco de Germoplasma /n witro, en la
concentraclén 10 M de ASA, en este experimanto se alcanz6 un 75% de explantes negativos, siendo el

los

més aito obtenido en todos los experimentos con y sin ASA; lo antes mencionado indica Gue las
de baja (8°C) y Ia 16n de 10°'M de ASA se conjugaron para la

de plantas no slendo | la de énesls; Seisky y Black
1962; Paduchy-Kryczynski (1982}, sedtalan que es posible obtener planas sin virus, empleando bajas
temperaturas, ef segundo autor trabajé con plantas de ¥ tubérculos de papa,

plantas de papa libres de virus manteniéndolas a 5°C por seis meses; lo cual suglere que ol frio afecta la
raplicacién def virus y si ademas se utliiza con ASA, esta puede contribuir a reducir ef tiempo pam

obtener plantas sana ya que en este caso fus de tres mases.



52

£nlos clones 77-1A-28 y 77-97-65 se i ! en y en testigo, sin

embargo se observd que e ASA incrementd los porcentajes de brotes y de ramas llbres de PVX

Apéndice 5.

En base a los resuitados obtenidos, se obsarva que para la obtencién de explantos negativos es mas

lap dol que el fend ) de grganogénesis por s
Este método presenta jas con resp a la-cultivo de ) ¥ 50 a
continuacién:

1) La natina emploada en el Programa Nacional de Papa, comprende técnicas para [a limpieza de

dentro del proy de F 6n de semilla. Los tubérculos se obtlenen dal campo
después de la cosecha una vez por afio. El espacio disponibls en la estufa de termoterapia

permite trabajar Gnicamante de dos a tres clones por cada bimastra, lo que obliga a procesar los

clones los tianen que antes de ser sembrados en suclo

para of de Dicho la natural del
tubérculo, lo que hace necesario sembrar los tubérculos en invernadero, a fin de poder partir de

tubdrcuio turgente para las plantas que se trataran con calor ya que se ha observado que

plantas con menor reslstencla al calor.

Ademas se requiore de p parala 160 del Sin go con

o método de organogénesis induckia por ASA se tlenen las ventajas slgulentes: se pueden
trabajar muchos clones en cualquler epoca del afio, ya que & tenor e material in vitro so puede

conservar por tismpo Indefinido; no se requiere de p an of de
meristemo ya que en este método se utlizan yemas complatas.

2)Los que d ds haber sido 3 con cultivo de Y ain

presenten reaccién positiva a virosla puaden ser, tratados en cualguler época dei afio sin lensr
Que esperar un cleio nuevamente para obtener lo cual toma 10

meses, en cambio con este método en tres meses.
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3) Otra vantaja es que con é hay un (El p es el nimero de esquojes

posibles apropagar; de un tallo cinco yemas y de un brote tres) mayor de plantas a propagar,

como lo musstran los datos del clon 77-1A-76 el cual fue | por ambos métodos, por
-cultivo de 50 109 de los cuales se obtuvieron en
promedio 60 plantas negativas (Cuadro 2) en un tiempo ap de 8 meses, mk que

con organogénesis, se trabajarén 60 yemas axlares y se obtiena hipotéticamente 133 plantas

Apéndice 5 en un tiempo de cinco meses.

4) También se puede trabajar por organogénesis clones que por sus caracteristicas varietales,

p baja al ! da calor, 0 baja sob en cultivo de in
vitro.
Por 1o antes do se prop qus la org: 6nesl: por pueda ser una

alternativa para obtener plantas de papa libres de virus X.
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V CONCLUSIONES

1) La técnlca de termoterapla-cultivo de yemas, permite obtener plantas libres da virus *X*.

2) Se obtlene un mayor porcentaje de plantas libres de PVX a partir de yemas de zona basal

seguida de la aplcal.

3) El ASA puede Inhibir o la é del b

4) Es determinante el medio en ef cual haya sido cultivado o explante antes de Inducir

organagénesis.
6) Los medios de Ia Fl y Fii, son parala C Bt
6) La capacidad morfogendética de cada clon es para la
7) Es posibla obtener plantas con 6 aPVXenp lay de ASA.
8) La p del 8s mds imp que fa é por si misma para obtener

explantes libres de virus.
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Apendice 1
- Sales do Murashige-Skoog MS*

NH« NO3 18.5g/

KNOz 1991

CaCl2 2H20 4.4g1
KH2PO4 1,701

H3B03 0.062g7
MnSO4H20 0.169g/
2ZnS04-1H20 0.088g1

Ki 0.0083g/
NazMoQa-2H20 0.025g1
CuS0a-5H20 0.00025g1
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Vil APENDICE

Sales de M-S para ¢l medio Msm**

Elementos mencres para medio MSm
H3 8036.2mgh

MnS04.H20 1.7/

2n S04.7H20 t.0g1

K1 83.0mgA

Naz MoO4.2H20 25.0mgn

CuSoas .5H20 2.5mgh

Co2Ci .6H20 2.5mgh

Elementos mayores medio MSm Solucién Madre:

CbClz-6H20 00025g/ N4 NO3 16,597
KNO3 18.0g/1
CaClz .2Hz0 4.4g
MgSO4 3.7gh
KHz POz 1.701
Solucion de ASA
Para todas las ds ASA en este trabajo. Se hizo una solucion madre de

10mg de ASA quo se disolvid en 0.5mi de DMSO (dimetil sulfdxido) y posteriormente se aford con agua
destilada 10ml,
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Apéndice 2

para

Ala planta creclda de un tamafo aproximado de 5-6 cm se fe cortaron los épices con todo y hojas y
sa metleron a una bolsa marcada con la clave (clon y el no de la planta muastreada) correspondiente,
esto sa hizo tanto en Invernadero como en condiciones de asepcia en la cdmara de flujo laminar. Las

muyestras fueron maceradas para las pruebas de LATEX y ELISA.

Detecclén de virus medlante la prueba de LATEX,

1) Tomar una placa para la prueba de LATEX o una caja de petri de pldstico y con un lépiz de cora
trazar |ineas paralela a 0.8 cm unas de otras, invertir la cala y trazar lineas perperdiculares para

formar una cuadricula.

2) Tomar tubos de ensayo (dos por cada para las

3) Poner en cada tubo 180 de solucién amortiguadora (Butfer) 0.05 mM de Tris-HCI, pH8 (contlene
ademés 1% de Blsulfito de Sodio y 0.05% de Tween 20)

4} Dentro de Bolsas de Pléstico previamente etiquetadas, se maceran las musstras que se desean

probar, incluyendo por lo menos una muestra sana y una muestra con virus.

) De cada musstra se toma 20mi de savia o exiracto y se agrega a uno de los tubos con solucién

Tris-Hct y se Esta serd diluclén 1:10

6) Do !a soluclén 1:10 de cada muestra se toman una & dos gotas y se adiclonan al segundo tubo

que iene Tris-Hcl. Se y se obtiene asl la dilucidn 1:100.

7) En cada cuadro de la placa colocar una gota de la diluclén 1:100 de cada muestra, ¥ en el cuadro

de al fado colocar una gota de la dilucion 1:10.
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8} A cada una de las gotas de la muestra, adicionar una gota de LATEX sensibilizado con el virus que

se desea detectar.

9) Cubrir 1a placa y agitarta () 1f auna de 120 rpm en un agitador. Si no
cuenta con agltador, colocar la placa sobre un papel (hoja bond) y elecutar un movimiento

rotatorio, procurando que aiguna esquina de la placa describa clrculos de 1. 5-2cm de didmetro.

10) Leer los resuitados después de 15-60 minutos de aghtacién {dependiendo del tlempo requerido

por los testigos positivos para reacclonar).

Deteccién de virus mediante la prueba de ELISA

1.- Colocar 150 de bulina diluida en buffer de cobertura en cada
cavidad de la placa de microtitulacion, incubar da 30 a 34°C por tres horas.

2.- Lavar la placa con PBS-Tween. '
Dejar remojanda por lo menos tres min. Repetlr el tavada tres veces vaciar la placa.

3.- Afiadir alicuotas del 150 microlitros de la muestra a probar (por duplicado). Dejar A 6°C toda la
noche o a 37°C por 4-6 horas. Debe inclulrse por lo menos una muestra sana y una enfenna,
sdemds de llanar dos pozos con solucién extractora.

4.- Lavar la placa tres veces como se indica en No. 2

5.- Afadlr de 150 de | E)a
cada cavidad Incubar a 30-34°C por tres horas.

8.- Lavar la placa tres veces como se Indica en 2.

7.~ Adicl de 150 de soluclén rectén p de sustrato a cada cavidad.
Incubar a temparatura ambiente por una hora o el tiempo necesario para ver reaccion.

8.- Detener la 6 50 da Na OH 3M a cada cavidad.

Técnlca propuesta por Clark Adams, en 1977, con algunas modificaciones det Programa Nacional de

papa.
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9.- Tomar los resultados por medio de:

a) Observacion visual
b) la optica a 405 para ta fi alcalina y fosfato de p-nitrofenllo,

A) Preparacién de la muestra:

La muestra (hoja) debe molerse con PBS Tween+2% de polivinil pirrolidona (PVP),+0.2% do
albumina de huevo. Diluclones entre 1/10 y 1/20 dan buenos resultados.
8) Dliuclén del conjugado:

El conjugado se diluye (1:1000) en PBS. Tween -+ 2% de PUP + 0.2% de albiimina de huevo.

C)Preparaclén del substrato:

a) Fosfato de p- nitrofenilo 0.6 mg/mi de Buffer para substrato.

BUFFERS
PBS: (PH 7.4) Buffer de Cobertura (PH 9.6)
8.0g Nacl 1.5 Na2COj
0.2 KH2POs 2.93g NaHCO3
2.9g Na2 HPO4 .12H20 0.2g NaN3
0.2g Kel
0.2g Na Na

PBS-Tween « PBS +0.5ml de Tween 20 por litro

Butfer para substrato.

A) Para fosfatasa alcanina: B) Para peroxidasa de rébano picante:
97ml de dietanolamina 7.3g Naz HPO4

600m! de agua 5.1g Acido clirico

0.2gdeNa N3 0.4 m! H2 02 al momanto de usarlo

afadlr Hel hasta que de un pH de 9.8

Nota: todos los buffers se atoran a 1 litro de agua
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CUADRO 12.- PORCENTAJE DE EXPLANTES BROTADOS Y NUMERO DE BROTES POR
EXPLANTE DE S. tuberosum INCUBADOS in vitro EN 3 MEDIOS EN PRESENCIA DE ASA
(F1), Y SUBCULTIVADAS SIN ASA (FIi) A MEDIOS DIFERENTES. LOS RESULTADOS SON
DE 6 CLONES

No,
CLON

MEDIO I

O R G A

N OGENE

s I

S

UNICAMENTE CON ASA

UNICAMENTE
TESTIGO

ASA Y TESTIGO

BROT

% EXP.

No.BROT  TRAT.
EXP.

% EXP. No.BROT
BROT. EXP.

b EXP. No.BROT TRAT
- BROT

EXP,

FIPG

7718213

8.7-110

Msm;

77-103-103|MSm3

MSmy
MStma
MSms
MSm»
MSmy
MSmy
MSms
MSmy
MSmz
MSmy
MSmg

20

30

3 10

1 10%

3 105y 108

g

g8E B
ww

20

30

2

3

Test

F1MSm
77-103.103

78-7-110

MSmi.
|MSms~-
MSma*
MSmy*
MSms*
MSmse
MSme*
MSmpe

EEEEE

25 w0
103
10
108

et 1o

BEL
mww

Test

719165
1SB

MSm*

IMSm;
IMsmy
e
MSmy*

s

In

&8
o

60

13 &

=g

26

Test
108

Test
Test

10
104

258

FlC
TrIA-26

77-103-10
77-97-65

MSmy®
MSms*
G

MSms*
20
MSmS*®
INO BROTO

*SINGAy

40

2 25 2 1
|676007__'NO BROTQ |EN NINGUN MEDIO

20

25 10%

0%

X3
N

] 10*

EN NINGUN MEDIO,

10

~ CONN.125 ppm DE GA)




CUADRO 13.- PORCENTAJE DE EXPLANTES DE S. tuberosum CON REACCION NEGATIVA A PVX EN LA PRUEBA DE ELISA,

DESPUES DE SER TRATADAS CON ASA Y No. DE EXPLANTES POTENCIAL A PROPAGAR.

CLONNo. THIA26 CLON No, 71.97.85
TRATADOS CON ASA TESTIGO TRATADOS CON ASA TESTIGO
TIPODE Na [ %EXP. | %EXP. [ No. DE EXP. |[Na EXP.| % EXP. | % EXP. | No. EXP. (-} [Ne. EXP.| % EXP | % EXP. | No. EXP. (-) { No. EXP | % EXP. | % EXP. | No. EXP(-)
EXPLANTHEXPLA. | (3 | CON ) 3} ¢ | con [rotENaAL ) () | CON lpoTENCAL| () (3 | CON |POTENCIAL
[0] TALLO { POTENCIAL TALLO A TALLO A TALLD A
{)Y0 A (Y0 )Y/0 R {) VIO | PROPAGAR
BROTES] PROPAGAR Ll BROTES NROTLES
RAMAS RAMAS RAMAS RAMAY
TALLOS 2 2 10 50 8 4 123 40 -1 L kA 130 n 2 12 s
BROTES 2 153 o 2 o ¢ L] L] ¥ 304 ] 40 13 n 0 »
RAMAS
s A 2 L] 4 &0 23 n 0 0 [ 0 o o o o
10TAL
9 » 81 n s 52 42 m 1| M 12 (L]
NOTA: EL POTENCIAL ES EN PROMEDIO EL No. DE YEMAS POR TALLO (5) Y POR BROTE (3).
@
o

§ 3dpupdy

130 oS
gisaL YISy

CREILE
g0 o
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