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RESUMEN 

Se detennlnó la relación existente entre la posición del merlstemo a lo largo del tallo de la planta de 

Solanum tuberosum y el porcentaje, obtenkfo de plantas libros del virus "X" de la papa. 

Se trabajaron 9 dones prlorftarlos al Programa de Papa, plantas Jóvenes fueron sometidas a la prueba 

serológlca de LATEX para confirmar la presencia de virus X do la papa (PVX). Los materlnlos so 

sometieron a termoterapla durante un porfodo de 3 a 4 semanas a 35°C, posterfonnente se obtuvJeron 

yemas axDares las cuales so enumeraron (do la baso aJ ápice} en niveles do acuerdo a la posJclón del 

tallo; dichas yemas se sembraron In vltro, pasterlormento se les realizó la prueba de EUSA••. 

oblenlóndoso plantas negativas en BS.8% de los dones. 

En el 55.5% de los genotipos los mayores parcentaJes de P'antas tendieron o obtenerse en Df extremo 

basal y el 44.4% en el aplcal, la magnitud de los vaJoros varió en función del don. 

Se trabajó con yemas axDaroa da Solanum tuberosum cultfvadas In vltro en el efeclo del ácido acetl 

sallcnlco (ASA)º*, on la Inducción de organog~nosls Para la obtonclón de plantas llbres do virus X. El 

experimento constó de 2 Fases: Faso 1 (Fl) se probaron con ASA 3 medios: PG y MSm con 

concentraclones de 10.e y 10-5 M a una temperalura de 22°0 y el modio C con concentraciones 10·5 y 

10_. M, a una temperatura de rfc. 

A los 35 d!aa dló Inicio la Fosa dos (FU) en osta se subcultlvaron los expfantc:s a varios medios, con 

diferentes balances hormonales. En el medio MSms de la (Fll), se alcanzaron los porcentajes más altos 

da organogénosls. en expfantes p1ovenlentes de tratamiento de ASA 10~ M. Después de 30 días se 

analizaron mediante la prueba de EUSA. obtenlóndoso los mayores porconts.Jes con reacción negattva 

en los explantes cutttvados en ASA que fueron Incubados a una temperatura de file. 

f·ua poslble obtener brotes. ramas y tallos con reacción negativa a PVX, en loa tratamlenros con y sin 

ASA. afondo mas Importante la presencia de ASA en la obtención de explantes negattvos que el 

fonómono do organogánesls par si misma. 

•• Eozymc-linl:cd immunosorbcnt assay. 
••• AcetylSalici.licAdd. 
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INffiODUCCION 

Muchos CUitivos vegetales, panlcularmente los que son propagados vegetatlvamente son atacados 

por virus, los cuales afectan la llslologla da la·planta disminuyendo su rendimiento. Para multlpUcar la 

pape ae emplean partos vegetatMls de la planta, lo cual constituye un método excolonte para la 

desomlnacllm de vtrus en el material propagado por tal motivo es necesario producir plantas libres de 

virus, que sean mullipllcadas para posteriormente ser usadas como semma. En México los virus de 

papa que més afectan el culttvo son: 9' virus dol enrollamlento do la hoja (PLRV)•, el virus "5" (PVS)•* el 

virus "Y" (PVY}*** y el virus "X" (PVX) .... {López-Delgado et al., 19BS) quo reducen el rendlmlonto y la 

calidad de los tubérculos. 

Existen trabaJos en los que se han obtenido plantas de papa libres do virus a pantr dol cuttlvo In vftro 

da mertstomos, procodentos de plantas que han sldo sometidas a termotempla (Mollar y Stace-Smlth, 

1972; Quak. 1972; López-Delgado er al., 1985}; tamtlón os posible obtenerlas por ta aplle11cl6n ni 

medio de cultivo de compuestos qufmlcos antivlrales (Dawson, 1984; Pett et al., 1986). 

Lograr obtener material llbre de virus esté basado on el hecho de que no todas las cl~ufas del tejklo 

eatan Infectadas (Ouak, 1972) y que algunos virus tienen menor tolerancia al calor quo el hospedante, 

estas lnteracclones hacen poslblo la busquoda de nuevos mótodos pare obtener plantas sanas. 

Los sallclJatos son compuestos fon611cos, usados principalmente en la Industria farmacéutica. en 

algunas plantas so han encontrado en forma de ésteres del ácido sallcfllco (Comer, 1963; Oeland y 

Afaml, 1974 on Lópe.z-Oelgado, 1987}; además se sabe que pueden Intervenir en diferentes aspoctos, 

tales como lnhlbk:lón de floración, transpiración formación de rafees y crecimiento (López-Oel'gado, 

1987}, también se ha oncontrado que Inducen raslstencla o virus del mosaico del tabaco (Whlto, 1979; 

Van Loan, 1982; Pennazlo et al., 1987; Roggero y Ponnazlo, 1988) Colfetotrlchum Jagonarlum en pepino 

(MlsyWood, 1984). 
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1987), también so ha encontrado que Inducen resistencia. e virus del mosaico del tabaco (Whlte. 1979; 

Van Loon, 1982; Pennazlo et al., 1987; Aoggero y Pennazlo, 19B8) Collatotrlchum lsganarlum en pepino 

(Milis y Wood, 1964). 

Con base en lo registrado para tennoterapla.Collfvo de mortstemo, en la obtención de plantas Ubres 

de virus (Lopez·Dolgado et al., 1985}; y que los sallcUatos en plantas, Inducen resistencia a virus y 

hongos, aunado a que et ASA favorece le organogénesls de brotes en Solanum Csrdlophyf/um 

(López-Delgado, 1987) y en So/anum Tubarosum (Mora 1991), en le presente lnvestlgacJ6n se 

plantearon los 5Jgulentes obJeUvos. 

• Potato leaf roll virus 
•• Potato virus •s• 
••• PotatoWus•v­
•••• Polatovirus•X" 
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OBJETIVOS 

1) Determinar si en plantas do Solanum tuberosum existe refaclón entre la paslclón del merlstemo a 

lo largo del tallo de la planta y el porcentaje do plantas obtenidas con reacción negativa a PVX 

empleando la tácnlca de termoteropla-cultlvo do merlstemo. 

2) Probar ol efecto del ácido acctn sallcl!lco en la Inducción de organoglmosls do Brotes In v/tro y 

evaluar si es posible obtener plantas de Solanum tuberosum con roacclón negativa a PVX, a panlr 

de dichos brotes. 

HIPOTESIS 

- SI la distribución del vtrus no es homogénea en las plantas y la técnica de Termoterapla. afecta 

la repllcacl6n del virus sin defiar el metabollsmo de ésta, entonces debemn existir nlvoles en la 

planla libres de virus en los qua sea más probable obtener yemas sin virus. 

- SI los SaUcBatos han Inducido resistencia a vlrosls en algunas especies, entonces la 

combinación de la Inducción de organogénesfs de brotes con SallcBatos podria: favorecer la 

obtención de ptantas libres de virus. 
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l. REVISION DE LITERATURA 

1 Generalidades de Solanum tuberosum 

1.1 Origen 

Aunque el sitio de origen geográfico de la papa ea muy dlscuUdo, se sabe que os originaria de 

Amérlca (Parsons, 1984; Maldonado, 1982; Canas; 1001, Hawt<es 1945 en Montaklo, 1984), Callas 

(1901, on Montaldo 1984) aflnna quo la papa es nativa do los bosques del sur de Chio, por otra parte 

Hawkes en 1945 (en Montaldo 1984) dlscU1e las teorlas sobro ol origen de la papa y propono como 

lugar de orlgen la reglón del Cuzco v et Lago Tltlcaca en Perú; Maklooado (1982) y Parsons (1984) 

proponen 2 centros uno on México y ol otro en la cordlllora de loa Añdes del Per<t. Desde el ano 600 

A.C. la papa se consumla como allmonto bltslco en los Andes por los Incas y nuosb'o3 antepasados 

también consumieron papas sRvestres en el Altiplano da México. Laa prlmeras papos, con valor 

comerclal son originarias de las partes mé.s altas de los Andes, de donde tueron Devadas por los 

conquistadores espaf'lofes a Europa en el Siglo XVI, dlstrlbuyffldose luego por todo el mundo (Smtth, 

1977). 

La especie Solanum tuborosum so c¡jttya en todo ol mundo; exlston cerca de 200 especies &Bvostres 

en América. las cuales crecen desde ol sur de E.U, México, hasta ol sur de Chie. El género se encuentra 

desde et nlvel del mar hasta másdo4000 mdo altitud (Smlth, 1977; Montaldo, 1984). 

1.2 Claalflcaclón 

La pepa puedo ser claslllcada en nlvelos de ploldla. El Juego cromosómk:o do la pepa os do 12 

cromosomas (n-12). Las células sométleas do las ospoclos ~ pueden wrlar ontn> ol nlvel 

dlploldo y penlaploldo. 



Sagím Jos niveles de ploldla la papa se claslflca de la manera siguiente: 

FamlUa: So/anacea 
Género: Solanum 
Subgénero: Leptostemonum 
Sección: Tuberarlum 
Sub-sacc!6n: Hypetbasanhum. 
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Entra las especies cultlvadas solamente Sofanum tuberosum ssp. es cuttlvada en todo el mundo 

(Huam6n, 1986). 

1.3 lmportancla Nutrlclonal 

La papa es un producto alimenticio lmpoltanla pera el hombre, la calidad y cantldad do sustancias 

constitutivas del tubérculo astan dotennlnadaa por la variedad y condlclones da croclmJento. Seg(m el 

'aruillsls bromatológlco de la papa fresca deja ver que la humedad oscna entre 63 y 87%; ol contenido de 

carbohldratos está entro 13 y 30%, regularmente de éstos se presentan sacarosa, glucosa, fructuosa y 

almidón; el contenido de fibra es de 0.17 al 3.40%; proteína 0.7 a 4.8%; grasa 0.02 aJ 0.96%; cenizas 

entre 0.44 y 1.9%; otros constituyentes son el ácido ascórblco, Uamlna, pfrkfoxlna, sustancias fenóllcas, 

magnesio, hierro, fósforo, pota51o y otros (Vá.zquoz, 1981; H. U, 1985). 

2 Vlrotla en P8Pll 

AJ cUtJvo de la papa lo afectan dtversas enfermedades, entre las más Importantes se oncuenlr8n lu 

producidas por Wus. loa cuales reducen el rendimiento y la calidad de los tubérculos. (O'Brfen y Rlch, 

1979; López.Oelgadoatal., 1985). 

Los Wus se dlsemlnan de plantas Infectadas a sanas par medio de vectores. (lnseclos, hongos y 

nematodos) por contacto de plantas enfennas y sanas: o blen mecénlcamente por mecUo de la 

..._..,rlo, el hombre y los anlmalaa. La lnleccl/Jn viral an el tejido de las plantas hoepedantos ocasiona 

camb1oo da color, deslntegracl6n da tejidos, daftos al sistema VllSCldar y a zonas mer1stemátlcas, 



desarrollo anormal del crecimiento y de los procesos de diferenciación, alteración det balance do 

clorofUa en la hoJa y reducción de la capacidad loloslntétJca de la misma (O'Brlon y Rlch, 1979; Abello, 

1988). 

2.1 Generalld.11des de virus en papa 

Los componentes básicos de los virus son: ácido rlbonuctélco (ANA} o ácido desoxlrrlbonuclélco 

(DNA) y protefna. El ANA contiene la Información que determina las propiedades de los virus como: 

lnfectfvldad, tamaño y forma de la partícula. La mayorfa de los virus que afectan a la papa contienen 

ANA. En todos los virus la prolofna es el componente que so haya en mayor concentración. La lonna de 

la partícula de los virus puede sar alargada o lsométrlca, (Salazar, 1982; Rlch, 1983). 

En México, los Vfrus que afectan af cultivo de papa son: el virus del onrollamlento do la hola (PLRV), el 

Vfrus "Y" (PVY) y el virus NX" (PVX), otro menos frocuenle es el virus "S· (PVS}. (lópez-Delgodo et al., 

1985). 

2.2 Vlru1 "X" da 1.1 pilpa 

Este virus contiene ANA en parHculas elongadas, con una longitud da 515 X 13nm (Salazar 1982). 

La mayor parte de las plantas hospedantes son solanáceas y el virus es trasmitido a través de 

tubérculos Infectados por contacto, partes bucales de chapUlnes y por el hongo Synchyrrlum 

ondobloUcum (O'Brlond y Rlch, 1979; Rlch 1983). 

En general, esto virus es llevado por la mayoría de las Variedades de papa sin mnnlfestar síntomas, sin 

embargo, en algunas puode manifestarse en hojas como un llgero moteado, un mosaico benigno, un 

mosaico severo con encmspamJento de hojas, o bien una reacción necrótlca. EJ efecto por Infección da 

PVX causa pérdJdas en el rendimiento de 10 o 25%, dependiendo del CUtJvo y de la variante de virus: se 

sabe que el efecto combinado de virus "X" con otros virus causa pérdJdas muy severas en el 

rendlmlerrto (Rlch, 1983). 
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3 Cultlvo de teJkloa en S'epa. 

El cultivo do tejidos permite la propagación clonal rápida de un gran n!Jmero de plántulas en un 

periodo breve (Espinosa et al .. 1984}. 

Por sus caracterfstlcas flslológlcas y morfológicas la papa es una planta excepclonal para estudios do 

cultivo de tejidos, la propagación en papa consiste básicamente en la Inducción al crecimiento y 

dtferenclaclón de tejidos y órganos de las plantas en un modio artHlclal y en condiciones de asepsia. 

Todas las técnicas de culllvo de tejidos usadas en papa , se aplican en dHerentes pafsos con ot fin de 

mejorar la cantk:lad y calidad de la producción del tubérculo. 

El cultivo de tejidos de papa tiene como principales apllcaclones en la agricultura: 

1} Obtención de plantas libres de virus 

El uso do técnicas de cultivo in vltro para la erradicación de virus no es una tócnlca nueva. Los 

primeros trabajos de cultivo de merlstemo para erradicar virus fueron los hachos por Morel y Martln en 

1952 (citado en Oodds y Ng, 1987; y HU, 1985). 

El método recomendado por eJ Centro Internacional de la Papa (CIP) es termoterapla seguida do 

cultlvo de merlstemo, el estado fltosanrtarto se comprueba con la técnica de EUSA (Esplnoza et al., 

198<) 

2) Mlcropropagaclón 

Es la propagación del material sano por medio de cultlvo de mlc.roesqueJes, estas plantas son 

enraizadas In vltro para posterlormenle ser usadas como plantas madre para su propagación en 

Invernadero y campo (Esplnoza et al., 1986). 



3) Mantenimiento de Banco de gennoplasma In vitre 

El Banco de germoplasma In vftro, permrte contar con una fuente de germoplasma, ya quo mantiene 

un nlvel satisfactorio de estabilidad genética, para los programas de mejoramiento genét:.:O do los 

cultivos. 

Además os una alternativa para mantener material genético da papa Ubre de virus y de otras 

onfennedades, y contar con una fuente permanente de ma.terlale& sanos (L6pez-Oolgado et al., 1985). 

4) Herramienta en la Investigación para estudios bioquímicos, morfogenátJcos. etc. (E&plnoza et al., 

1986). 

3.1 Método• de Obtención de Plllnt111 llb:e1 de virus 

Los métodos más utDlzados, para la erradicación de virus son: 

Cultivo de Merlstemo 

La técnica de cultivo de merlstemo consiste en aislar aséptlcamente, la regJón msristemáUc:a de la 

yema apk:aJ o axlal, que mkfe menos de 0.1 mm de largo y consiste de un domo termlnel y primordios 

de ho¡aa. Existen trabafos en los que se ha logrado obtener plantas de papa libres de virus mediante 

cuftlvo de mertstemos. Sin embargo, Ja probabilidad de obtener plantas a partir de dk:ho método es a 

menudo baja, el éxito de esta dependa de la composición del medio, de la naturaleza de loa vtrua 

presentes y del tamano del meristemo (Mollor y Stace-Smlth, 1972; Wang, 1977; López-Oelgado et a/., 

1985). 

Quimioterapia 

Consiste en la apllcaclón de productos qufmlcos al medio de ctitlvo o directamente al tejk:lo (Dawson. 

1984). 

Por muchos anos han sklo de lntéres el uso de antlvlrales para la ellmlnación de virus. Entre los 

compuestoo estudiados como lnhlbldores da virus se encuentra: Verde de maJaqulta (Norrts, 1954), 
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rtvarblrln, 2 thluracUo, e azoguanlna, Sulfato de Zinc, ácido 2, 4 dlclorofenoxlacétlco, vllavax, plantax 

(Oawson, 1984), 2-4 dloxohexahkfro 1-3·5 lrtazlna, (Bltther et al., 1987), análogos de llsolecitfnas, 

amlnoademanlane (Petl, 1986). También se ha encontrado que químicos anlfvlrales de animales pueden 

ser usados para Inhibir virus en plantas (Oawson, 1984). De acuerdo con Ouak 1972, la mayoría do las 

sustancias qulmloterápeutlr.as Investigadas, han resultado ser fltotóxlcas y las plantas, y estas revierten 

al estado orlglnal de Infección cuando el tratamiento cesa. 

Termoterapla.Cultlvo de Moristemo 

El mérodo conslsle en tratar le planta o partes do la planta Infectada, con temperaluras que van de 

30ºC a 66°C con agua o aire caliente. En la termoterapla se Incrementa la temperatura e un nivel en el 

cual el merlstemo de la planta puede crecer, pero la repllcaclón del virus es Inhibida. En papa so utilizan 

temperaturas superiores a los 40ºC (Dodds y Ng 1984: L6pez·Delgado et al., 1985), además el uso de 

temperaturas nuctuanles (Supra óptimas 40°~sºC y óptimas 25ºC) ollmlnan virus (Lozoya-5afdafla y 

Dawson, 1982). 

4 Reguladoret do crecimiento y diferenciación 

Un fltoregulador es un compuesto qufmlco capaz do Intervenir en el motabollsmo de las plantas, que 

actt'.la en muy pequenas concentraciones para acllvar o deprimir algún proceso del desarrollo, puodon 

ser sintéticos o naturales (Ro/as. 1978; Bldwell, 1979) 

Las fllohormonas producen una gran variedad de efectos en la flslologla del vegetal (BldwoU 1979: 

Haab et al., 1991). 

Cada fase del desarrollo y de la diferenciación vegetal es controlado por medio de reguladores del 

crecimiento. Su posible mecanismo de acción so ha buscado en el genoma; algunas de sus 

propiedades son reprimir, desroprlmlr, solocclonar o modificar los diversos procesos del desarrollo 

contenidos en el genoma de las células vegetales. La respuesta dlferenclal de una célula e un regulador 

del creclmJenlo depende del estado de competencia de ésta, os decir, la honnona por si sola no 

controla el patrón de diferenciación, y todas las células no van a responder de Igual manera a dicha 
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hormona, hay una Interacción entre las necesidades de la célula y la cantidad y tipo de la hormona 

presente. Sin embargo, se han reportado algunos casos donde el regulador del crecimiento puede 

controlar el patrón de diferenciación prlnclpalmente la Inducción de ralees en culttvo de callos (Smlth y 

Grleraon, 1982). 

Warelng y Phllllps (1982) mencionan que la diforenclaclón esté regulada por algunos genes 

principales, que a su vez tienen genes subordinados y poslblemente los reguladores del crecimiento 

estén controlando afgunos de estos pasos para disparar la exprosJón genética. Los mismos autores 

set'lalan que hay evidencias de que algunos reguladores del creclmlonto se unen a proternas especOJcas 

y por lo tanto, la diferenciación seguirá un patrón predeterminado, una vez que los reguladores del 

crecimiento se unen a las protefnas. Lo anterior es slmUar a lo propuesto por Smlth y Grlerson ya que 

aflnnan que existo una unión entre el regulador y un receptor, y un patrón do dtfercnclaclón a seguir por 

las células blanco. Esta diferenciación depende de los receptores especfllcos para la misma hormona, 

de tal manera que se forma un complejo regulador receptor y dependiendo de éste será la competencia 

especmca do la c6tufa (Smlth y Grlerson 1982). 

4.1 Regullldoret de Crecimiento 

Los fttoreguladores del crecimiento vegetal, se dMden en 3 grupos prtnclpales: 
1) Promotores del crecimiento 
Auxlnas 

La principal euxlna presente en la naturaleza es el ácido lndol acético (AIA), so slntellza a partir del 

trlptofano, su principal funclón es el alargamlento celular, se produce prtnclpalmonte en los épicas on 

desarrollo, hojas en expansión y teJldos con actividad rnoristemétlca (Sallsbury, 1978). 

la auxlna oJerce una acción sobre el crecimiento celular, también aumenta la plastlclded en la pared, 

actúa, en la síntesis del ANA rlbosámlco, estimula la dtvlslón celular en las células de orlgen cambia! 

(Rojas, 1976; BldWell, 1979). 
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Skoog and MUler 1967 (en Coleman y Emst, 1990) sugieren que en cultivos In vltro la Interacción de 

auxlna y cltocinlna desencadena mecanismos de regulación en los eventos de morfogénesls en plantas, 

y que un elevado coeficiente de auxlna/cfloclnlna favorece la aparfclón de ralees y una relaclón Inversa 

la formación de yemas. 

Cltoclnlnas. 

Son derivadas de la ndonlna, se forman prlnclpalmente en las ralees do ah! vlalan a las hojas y tallos, 

den1ro do sus prlnclpales funciones están: la estlmulaclón de la dMslón celular. la prevención de la 

senescencia, la Inducción de floración, además son capaces de Inducir fenómenos de diferenciación y 

en pa.rtlcular de neoformaclón de órganos (Sallsbury, 1978; Aojas, 1978; Bldwell, 1979). Vl!lalobos et a/., 

(1984) trabaló con culttvo do tejidos en pino y aplicó cttoclnlna cxógona, la cual lndujó formación de 

primordios. 

Skoog et al., 1968 (en Mora, 1991) demostraron que en cul!No de callos de tabaco, el AIA y la 

cltoclnlna estimulan y determinan la formación de órganos, lo que evldonc!a la Importancia del equlllbrfo 

entre las hormonas do crecimiento. (Klkuta y Okasawa, 1984). 

Glberellnas 

Se sintetizan prlnclpalmonte en los tejidos aóreos en pleno creclmlenlo activo (embriones y tejidos 

merlstemátlcos). Sus principales funciones son: crecimiento, división cctular, Inducción de enzimas 

hldrolltlcas, la desreproslón de genes especmcos que luego provocan la síntesis de RNA (Bldwell, 1979). 

El ácido glberéUco Induce la formación de brotes In Vftro en crisantemo (Jeremy, 1985 en 

L..6pez-Delgado 1987) y en discos de tubérculos de papa (Klkuta y Okasawa, 1984), pero es antagonlsta 

en la formación da brotes en tabaco (Jeremy, 1985 en L6pez-Oefgado, 1987). 
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IQ lnhlbldoros del crecimiento 

El Acldo Abscfslco (ABA) es el prfnclpal lnhlbldor de4 creclmlenlo y su acción fundamental parece sor 

la Inhibición de las glberellnas y estimular el letargo. El mocenlsmo do acción del ABA parece tener un 

efecto sobre la traducción Inhibiendo la sfntesls de ANA. se omploa en casos muy espocla!es en cumvo 

do teJkfos vegetales (Bldwell, 1979). 

HQ Etlleno 

Dentro do sus principales funcionas está la maduración de fnnos y la abscisión de las hofas. Estos 

efectos parecen deberse a la estlmulaclón do procesos de síntesis requeridas para la fonnaclón da la 

zona de abscisión (Bldwell 1979). 

En anos recientes, so ha Incrementando la ovkfencla de que la presoncla dul e!Ueno puedo estar 

asociada a morfogénesis en plantas. Se encontró que la prosencla de etneno fue Importante para la 

embrfogénesls de Hordaum vutgarls y la fonnaclón de yemas de nares de Nlcotiana tabacum, en 

contraste la regeneración de cultfvo de callo de Hellantrus annuus y N. tabacum fue Inhibida por etDeno 

(Chl,1991). 

4.2 Pol&.mln111 

Las pollamlnas putrescrna, espermldlna, espermlna. llenan ofoctos Importantes on el dosarollo de las 

plantas. Estas aminas astan Implicadas en diferentes procesos que lmpllcan crecimiento colufar, 

desarrollo (llburclo et ar., 1987; Kaur-sawhney et a/., 1982; Ufo, 1989), embrlogénesls somática, 

fonnaclón de floras y ralees adventicias (Geneve y Kester, 1991). Se ha observado el Incremento de la 

blosrntesls de pollamlnas durante el crecimiento rápido de muchos sistemas de plantas, talas como, 

germinación en aemnlas de maíz, desarrollo de brotes de frfJol y embriogénesls de células de zanahoria 

en suspensión (Knur-Sawhney et al., 1982) 
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En estudios fn Vftro, Geneve y Kester (1991) culUvaron explantes de hoja de Datura y observaron un 

Incremento en el ntvel de pollaminas partlculannente de putrescina. asociada con la formación de rafz. 

Tiburclo er af .. (1987) trabajando con cultivo de callos de tabaco encontraron que hay una relacl6n 

entre la concen1racl6n de putresclna y la organogénesls do rafz. La respuesta organogenética de 

células de plantas cultfvadas In vlrro es un evento complejo que Involucra cambios estructurales, que 

anleceden a los eventos f\slológlcos, bloqu/mlcos y bloflslcos (Attlodd y Evans, 1991 A). 

Se ha postulado que el proceso de morfogénasls In vltra requiere do la desdlferenclaclón celular del 

explanle det te¡kio y una lnteracc16n de las células desdlleroncladas. como respuesta espoctflca a las 

sei\ales de morfogénesls. 

Los procesos de morfogénesls In vltro han sido divididos en distintos eventos: competencia, Inducción 

y determinación. La competencia es la capacidad de la célula para responder a un eslfmulo Inductivo; 

mientras que la lnducc16n es el proceso por et cual el resultado de un es1rmulo dá un desarrollo único, 

flnalmen1e la determinación se lleva cabo cuando se continúa el camino de desarrollo en presencla y 

ausencia de los fltoreguladores (Melns. 1989; Coloman yErnast, t990; Attfleld y Evans, 1991 B). 

La morfogénesls en cultlvo de tejidos vegetnles, deponderá de un balance entro reguladores del 

crecimiento exógenos y endógenos además de la procedencia del tejido o callo (Lópoz-Oelgado, 1987; 

Klkuta y Okasawa, 1987), 

5 Acldo Acetll Salicílico 

Los sallcllatos son compueslos usados comúnmenle en medicina, como analgésicos y antipiréticos; 

además se mostró su efectividad en el tratamiento de diversas onfermodades (artritis, cataratas, 

dlabetes, gota, asma. prevención de Infartos del miocardio, angina de pecho, es antlcoagulante, 

antllnftamatorio y antlreumé.Uco. Los más utDlzados en medicina son el snllcllato de sodio y el écldo 

acetll saliclllco el cual se conoce comúnmenlo como aspirina (Barker y Levitan, 1971). 
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El écido ecetll sallcBlco (ASA) es un salicOato que se obtiene por ecotltaclón del ácido sa11cDlco (SA), la 

molécula de ASA tiene un peso molécular de 180.15, un punto de fusión de 137°C y un pK de 3.5 

(Colller, 1963; Merck S Co. lnc., 1976, en L6pez-Delgado, 1987). 

En las plantas los sallcUatos &e encuentran en géneros como Salbc, Splrea, Gautherla y Xantlum, en 

forma de ésteres del écido sallcDlco (Colller, 1963; Oeland y Ajaml, 1974 en López-Delgado, 1987). 

A pesar do que se conoce la presencia de salicilatos en vegetales, so tienen pocos datos del papol 

flslológlco que desempeflan en éstos. So han hecho estudios sobro la participación de los salicilatos en 

diferentes funciones de las plantas taJes como: 

Inhibición de diversos procesos: ftoraclón, transpiración, maduraclón de frutos, formación de rafees. 

actMdad de enzimas, respiración (Groonewakl y Vts.ser, 1974; Larqué-Saavodra, 1972; Garcla y 

Larqué--Saevodra, 1981; Basu, 1969, 1972; Jaln y Srtvastava, 1981; Saphlro, 1966; en L6pez-Detgndo. 

1987), producción do grano (lópez-Dolgado, 1981), organogénesls (Saxona y Rashld, 1980: 

L.6poz.09'gado, 1987: Mora, 1991) y resistencia a patógenos (Mlll y Wood. 1984, Métraux et si., 1990, 

Malamy et al., 1992). 

5.1 loa oallcllatoa an la Inhibición da dl1181'SOI procnoa 

Larquó-Saavedra 1975 (en Mora 1991) reportil que las altas concentraciones do ASA son capaces do 

Inhibir el crecimiento de ralees y coleóptflos. El ASA Inhibió en lente)a, el creclmlcnto do la planta en un 

rango de concentraciones de 1.4x 10"'4 M a3.6X 10"'4 M (ChoUyPatrlck, 1976; en Mora, 1991). 

También el é.ckfo sallcllco (SA) alstado de ho)as de cacahUB18 Inhibió la 9'ongaclón de plantas do 

arroz. as( como también el crecimiento de coleóptnos do avena (Klmwa et a/., 1976}. 

L6paz-Dolgado (1997) obluvó Inhibición en el crecimiento da Solanum car<llophylllum cultivado In 

vftroconASA 
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5.2 Loa ullcllatoa en la organ6genesls "In vftro" 

Lee y Skoog {1965) probaron el SA y otros derivados de los ácidos benzólco, fenllacético y fenll 

propan61co, en la formación de brotes en callos de tabaco. Encontraron que el SA Indujo brotes en 

concentraclones de 2 a 256 mM, concluyendo que los derivados hldroxlbenz61cos, contribuyen a la 

fonnaclón de brotes en presencla de IAA y clnetlna. 

Saxena y Aashkt (1980) obtuvieron diferenciación de yemas en el protonema de musgo 

Anoeclanglum thomsonJI, en presencia de ASA y SA a concentraciones óptimas de 10-6 M y 10·!5 M 

respoctlvamente. 

L6pez-Ocfgado (1987) encontró que el ASA lndujó e concentraciones do 10""' y 10·5 M, procesos 

morfogenéllcos en Sofanum cardlophyllum. Mora (1991) trabajando con Solanum tuberosum obtuvo 

con ASA a una concentración 10·5 M la formación de brotes en yemas mellares. 

5.3 Lo• Sallcllatos y la Aulstencla a patógeno& 

Existen trabajos en los quo so demostró que los sallcUatos (ácido sancmco y ácido acetll sallcOlco) 

lrlducon resistencia a virus y hongos (Whlte, 1979; Malamy ot al., 1990). 

Van Loo y Antonlw (1982) encontraron que el SA lnduJ6 resistencia sistémica al virus del mosaico de 

tabaco (fMV) en esta especie. La resistencia estuvo asociada a una mayor producción de etDeno y de 

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

(1984) obtuvieron reslstencta al hongo Colletotrlcum legenarlum, en pepino. Otros trabaJos han 

aaoclado la lnducci6n de la reststencla contra virus par ASA y SA. con la tnduccl6n de proteínas 

relacionadas a patogénesls (PA), (Pennazlo y Aoggero 1987; Van do Ahee et al., 1990; Valpanl et al., 

199t: y Malamy et al., 1992). Las proteínas se encuentran en muchas plantas y se piensa que pueden 

ser lnducidas por virus, hongos, bacterias patógenas, medio ambiente y por qurmtcos (MaJamy et al., 

1992). 
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Una forma camón fte roslstencla de los vegetales a un patógeno es la respuesta hlpersensltlva (HR), 

la cual &e caracteriza por la muerte celular alrededor del punto de Infección, lo que restringe la dtfusl6n 

sistémica dol patógeno. En adición a la respuesta local, muchas plantas responden a la Infección 

activando defensas en las partes no Infectadas de la planta. como resultado, la planta complota a.a 

presenta resistente a una segunda Infección, esta respuesta es conockja como Resistencia Sistémica 

Adquirida (SAR), y puede persistir por verlas semanas (Malamy et al., 1990; Yalpanl et al., 1991). 

La HR ocurre en muchas plantas como defensa a la presencia de una wrledad de palógenos, la cual 

es acompañada por cambios m<Moculares y bloqulmlcos. (Van de Rhoo et al., 1990; Yalpanl et al .. 1991; 

Malamy et al., 1992). Asociada con la HR y la SAR, se presenta la slntesls de protefnas relacionadas a la 

patogénesls (PR}, y &e propano que el ácido sallcnlco y el é:cldo ocotU sallcRlco pueden Inducir ta 

producción de PR (Whlte, 1979; Ven Loon y Antonlw, 1982; Hoolt Van Hul¡sduljnen 1986; Pennazlo ot 

ª'·· 1987, en Yalpanl et al., 1991). 

La SAR lmpllca la existencia de una señal, le cual se ~tfunde slstémlcamente del sitio de HA al resto 

de la planta. Glanlnazzl et al., 1985 (en Pennazlo et al., 1987), propone que un compuesto se sintetiza 

durante la HA, para estimular la expresión de los genes para la SAR y que ésta, puede sor activado por 

la administración de sustancias qufmlcas como pollacrilatos y sallcHatos. Los siguientes trabajos 

apoyan lo anterior. KUC 1985 (en Roggoro y Pennazlo, 1988), sugiere que un "estresante" qulmlco es 

capaz de activar la expresión de genes de reslstencla, y propano a los sallcUatos como agentes 

"estresantes". Van Loon, 1963 (en Malamy et al., 1990) postuló que el ASA puode sor una señal 

endógena, que dispara la expresión de los genes para activar la sfntesls de protofnas PR: Métraux et al., 

1990 trabajando con pepino mostró que el éckjo &alicOlco oncf6gono esta relacionado con la Inducción 

de SAR. Existen Informes en los que so mostró que en tabaco ol ácido sallcDlco oxógeno Induce la 

sfntosls de proteínas relacionadas a la patogénests, y sugieren que la función del écldo sallclllco es una 

set\al do traducción (Malamy eral., 1990}. 
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11 MATERIALES Y METODOS 

1 Material Slológlco.· 

En el presente traba)o fueron utD\zadas plantes do So/anum tuberosum, generadas en el proyecto do 

mojoramlento/genetlco dol Programa Nacional de Papa del Instituto Nacional de Investigaciones 

Forestales y Agropecuarias (INIFAP), Toluca Edo. do M~xlco, Clones 676007, 676176, 

B762t4,77-1S.213, 77.g1-65, n-5·261, 77-1A·26, 77·103·103, 7-67-110 y 78·7-176 los cuales por sus 

carac1erfstlcas agronómicas y de resistencia a enfermeades prlnclpalmente a tizón, son prioritarios de 

limpieza en el Proyecto de Producción de Semilla. 

1.1 Medios de Cuttlvo 

Los reactivos empleados en la preparación do los modios de r.ulllvo fueron: 

Sales Inorgánicas y Manltol (Baker), reguladores de crecimiento, vitaminas, agar, éckto acolll sallcillco 

y Carbón activado (Sigma Chemlcal) y sacarosa (azúcar morena). 

Los medios empleados para el cultivo de Merlstemo fueron B, F, G y H Cuadro A, propuestos por el 

Centro Internacional de la Papa (CIP) (Esplnoza et et., 1987), los cuales son modificaciones del medio 

Mureshlge-Skoog 1962. 

Los medios utlllzados para la formaclón de brotes fueron: medio PG modificado para paplta gOera, 

{Lópoz-Oelgado 1987), medio MSm, modificado por el Programa Nacional do papa (L6pez·DelQ8do y 

Mora 1989-1990) y Medio C modificado por el CIP para el Banco de Germoplasma. (Esplnoza et al., 

1987), todos los medios son modificaciones del medio Murashlge·Skoog, se describen en et Cuadro B. 



CUADRO A.· MEDIOS PARA CULTIVO DE MERISTEMO Y PROPAGACION 

Cl-'VE MEDIO 

B Ms• +TIAMlNA0.40+ IN<lSITOL IOO+ACGIBEREUC00.25+ AC. PANTOTENICO DECa 2+SAC. 
3%+AGAROJ!% 

Ms• + TIAMINA 0.40+ INOSITOL 100+ AC GlBEREUCO 0.40+ BENCIL AMINO PURINA O.S + AC. 
F NAFTALECETICO 0.01 + AC. PAflTOTENICO DE Ca 2 +SAC 2% + AGAR 0.6% 

G Ms• + TIAMINA 0.40 + INOSITOL 100+ AC. GIBERELICO 0.1 + GUCNA 2+ AC NICOTINICO 
tl.S + PIRJDOXINA 0.5 +SACAROSA 2.5%+ AGAR 0.6% 

H MS' + TIAMINA 0.40+ INOSCTOL 100 + AC GIBEREUCO 25 + AC PANJ'ArtN°ICO DE CA 
1001tSACAROSA3% + AGAR 0.6% 

MS' Sales (Murashigc ySkoog t962}vcr apéndice 1 

N('l(a: Las concc:ntracioncs cstan en partes por mill6n 

tA 



CUADRO B.- MEDIOS PARA INDUCIR ORGANOGENESJS 

OJ\VE MEDIO 

PG MSº +TJAMINA D.40+ INOSITOL 100+ !AA 1.0 + BAP l.Q sAC3%+AGAR 0.7% +ASA 1 

PG¡ PG+GA]0.40 
PGl PG+GA]OJI) 
PG3 PG+BAPl.Q 
PC4 PG+CARBONACilVAD04<1Xl 
pe;, PG + :zEATINA 

MSm ELEMENTOS MAYORES MS•• +ELEMENTOS MENORES MS•• + NaEDTA37.28 + FcS04 27.S+TIAMINA 
0.5 + INOSITOL 100+ 1AA 0.3+ KIN 0.3+SAC4%+AGAR 0.7% +ASA 1 

MSm¡ MS .. +Zul+ANAO.IAGUADEOOC050ML+SAC35%+AGARD.7% 
MSnn MS•• +Zca 25+ANAO.l+BAP l.O+PUT20+SAC3.S%+AGAR0.6% 
MSm3 Ms·· +Zca2.S+GAJ0.40+BAP l.O+PUT20+ANAO.l +SACJ.S%+AGAR0.6% 
MSID4 Ms•• +Zca2.5+ ANAO.l+BAP l.O+PlIT 20+KIN LO+SACJJ%+AGAR 0.6% 
MSms MS•• +Zca2.S+ANAO.l+BAP l.O+PUT 20+GA)0.40+ KIN l.O+SACJ.5% +AGAR0.6% 
MSmo MS••+:zea 1 +GAJ0.40+C.HIDRO l.O+CAR.ACfl.100+SAC3% AGAR0.7% 
MSan MS'' +Zca 1+CJilDRO1.0 ppm+SAC3%+AGAR 0.7% 
MSmo MS'' +Zca 1 +BAP l.O+KIN 1.0+GA3 .40+CHIDRO t.O+SAC3%+ AGAR0.7% 

e MS' TlAMINA 0.40+ INOSITOL IOO+SAC0.4% + AGAR 0.6% + ASA1 

CI MS' + ANA0.1+ BAP 1.0+KIN 1 +MANITOLSOOJ+Zca2.S+SAC.0.1%+AGAR0.6% 
C2 MSº +ANA 0.1 + BAP l.Q+ KIN 1+MANITOL5000+ Zea l5ppm +SAC. 05%+ AGAR 0.6% 

ANA •AODO NAFfALENACETICO 
BAP•BENOLAMINOPURINA 

ZEA• ZEATINA 
!AA •AODO INDOL ACETICO 
KIN=KINEI1NA 

c.HIDRO •CASEINA HIDROUZADA 
CAR.ACT• CARBONACTIVADO 

GA3•AODO GWEREUCO 
'•SALESDEMURASHIGEYSKOOG. VERAPENDICEl 
''• SALESDEMEDIOMSm 

PUT• PlJTREONA 
SAC•SACAROSA 

~~':"aoo ACETIL SAUOUCO 

e> 
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2Métodos 

2.1 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO 

El procedimiento general para la preparación del medio de cuttlvo se describe a continuación: 

Partiendo do la soluclon madre de Sales Inorgánicas de MS•, vitaminas y reguladores del crecimiento, 

se mezclaron las cantidades requeridas y ae adicionó la sacarosa, 9' ph se ajustó a 5.7 0.1 con HCI o 

KOH; posteriormente se adicionó el agar cuya dilución se hizo calentando el medio. La distribución del 

medio fue de la manera siguiente: en tubos do ensayo do 120 x 23mm, se adicionaron 10 mi de medio, 

o bien, en tubos de 100 x 16mm 2 mi de medio, tapándolos con papel aluminio. La esterfllzackln d~ 

modio se llevó a cabo en un autoclave a 15 lbsdo presión ya 12oºCdumnte 15 minutos. 

2.2 CONDICIONES DE CULTIVO 

La Incubación do los ln6cufos para todos los experimentos se llevó a cabo en un cuarto de ambiento 

controlado con un fotoportodo de 16 horas luz y e horas de obscuridad, una Intensidad lumfnlca de 

24 Mm"2 sog"1 (400·700nm} y una temperatura de 22°C. Excepto para el quo se mantuvo en ol Banco 

de Gennoplasma In vltro. 

2.3 PRUEBAS SEROLOGICAS 

Para confirmar ol estado fltosanltario de las plantas se utllzaron las pruebas serol6glcas LATEX y 

EUSA (Onrk yAdams 1981) para el virus X de papa (FVX) el protocdo de dichas técnlcasaparace en el 

Apérx:tlce2. 

• Apendlce 1 

3 DESCRIPCION DE EXPERIMENTOS 
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3 DESCRIPCIDN DE EXPERIMENTOS 

3.1 EXPERIMENTO 1 

TERMOTERAPIA 

Se sembraron los lub9rculos en maceras y fueron llevados a Invernadero (de acuerdo con la 

dlsponlbllldad d9' malerlal). Se trabajaron dos clones por mes, sembrando de 10 a 15 tubérculos de 

cada clan, una vez emergidas las plantas, so confirmó su estado fltosanltarlo con la prueba serofóglca 

LATEX. Confirmado que /as plantas se encontraban Infectadas con PVX, éstas plantas pasaron a 

lennorerapla. Tratamiento que consistió en mantenerlas a una temperatura de 35°C a 40°C por un 

periodo de 3 a 4 semanas seg(m lo permitió la resistencia de la planta al calor; posteriormente se 

obtuvieron esquejes (con una yema axilar) enumerándolos oscondentomonlo por niveles do la base 

{nlv8' 1) al ápice (nlvol 5 o 6 dependiendo def número de nUdos presentes en la planta). Se 

doslnfectaron con hlpoclorfto de Sodio aJ 0.6%, después so obtuvieron los meristomos con dos o ltes 

primordios de hoja, cu!llvándoso Individualmente In vltro en los medios B y H. Los merfstemos fueron 

aubculllvadoa cada 1 O dfas. Al alcanzar la planta aproximadamente Ocm do longftud so realizó la prueba 

do EUSA. Los clones utRlzados fueron: 676007, 676176, 676214, n-1A·26, n-5·261, n-18·213, 

n-103-103y18-1-110y1a..1-116. 

3.2 EXPERIMENTO 2 

OAGANOGENESIS 

Los sJgulentes experimenlos describen el trabajo realizado, para Inducción do organogénesfs. 

Tubérculos Jóvones fueron sumergidos en una solución de ácido glberéllco Smg/I por 10 minutos para 

Inducir brotaclón, una vez brotados se sembraron a macetas en Invernadero, emergidas las plantas se 

confirmó su estado fltosanilario con la prueba scrológlca LATEX para PVX. de las que rosultaron 

posltlvaa se obtuvlorón yemas ax.llares, se desJnfectaron con hlpodorlto de sodio (0.6%) y fueron 

sembradas yemas Individuales en los medios H, By F. 
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De estas plantas se obtuvieron yemas exBares para, propagarlas aproximadamente cada 35 días en 

los medios e y/o G, para mantener una fuente permanente de material biológico. Estos experimentos se 

dMdleron en dos fases: 

Fase uno (FI) cuya duración fué de 35 .±. 1 días, en presanclade salicilato (ASA), 
Fase dos (Fii) tuvo una duración de 30 .±. 1 días, en ausencia do salicilato. 

Pare la Ff se sembraron esquejes con una yema axuar. en todos los experimentos. 

De acuerdo a la dlsponlbDJdad d°' material In vltro (ya que no todos los genotipos presentaron ef 

mismo Uempo de desarrollo), los clones fueron agrupados para la A en 3 rutas: 

1.- En presencia 2 auxlnas IAA y BAP 
2.- En presencia una auxlna IAA y una cltoclnlna KIN 
3.- En ausencia reguladores de crecimiento. 

Las condicionas de Incubación fueron las mismas pare la ruta uno y dos; no asl para la ruta tres, que 

OSUNO baJo cond/dones d8' Banco de Gennoplasma In Vftro fotopertodo de 16 horas luz. Intensidad 

lumfnlca do 11 Mm"2 Seg·I (400-700nm) ytemp de 8°C. 

fBllE' 11. En las Iras rutas Jos medios variaron tanto en loa rogUGdores de crecimiento como en la 

concenlraclón de los mJsmos. las condk:lones de Incubación fueron las mismas para las tres rutas. 

Al nnaJ los experfmentos fueron evaluados con los parámetros siguientes: peso fresco, longltud del 

tallo más largo y fonno.clón de brotes da novo. 

Los cronos ulBlzadoa fueron 676007, n-1A-26, n-18-213, n-97-65, 77-103·103, 78-7-110 y 78-7-176. 
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3.3 Experlmento 2.A 

Cutttvo de yema• axilares en medio PG Incubadas con ASA previamente subcuttlvadaa en 

medloG 

Fase l.· En medio PG se Incubaron yemas axDares con dos diferentes concentraciones de ASA (10-6 y 

10·5 M) y su testigo, se llevaron a cabo 25 repeticiones por tratamiento. 

Faso 11.· Se subcultlvaron sin ASA a medio PG1, transcurrido un mes se realizó la evaluación visual del 

experimento {formación de callo y de brotes de novo). El clan utll\zado fué el 77-1A·26. 

Se realizó una repotlclón do este experimento con los clones 77·1A-26 y 78-7-176, pero le Fase 11 tuvo 

la siguiente variante: Fil se subcultlvaron sin ASA en los modios siguientes: PG1, PG2, PG3, PG,. y PGs 

con cinco explantos por medio, realtzando la evaluación visual a los 30 dlas, con los paré.metros entes 

mencionados. 

3.4 Experimento 2.B 

Cuttlvo da yemas axilares en medio PG, Incubadas con ASA, previamente aubculllvadas en 

medlo B. 

Fase 1.· En el modio PG se Incubaron yemas axnares a dos diferentes concentraciones de de ASA 

(10.e y 10·5 M) y su testigo, con 25 repeticiones por tratamlento. 

Fase 11.· Se subcuttlvaron sin ASA. cinco ~antes en cada uno de los medios siguientes: MSm1, 

MSnu, MS"'3. MSnu y MSms: se evaluaron los parámetros ya mencionados a los 30 dlas. 

Posteriormente, se renllz6 un muestreo (de ramas y de brotes mayor es de o.s cm) pera raaltzar la 

prueba.de EUSA. Los clones utllzedoslueron 77-18-213, 77·103·103 y76-7·110. 
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3.5 Experimento 2.C 

Culllvo de yemas axilares en modio MSm Incubadas con ASA. prevlamon1e subcutuvadae un1 

vez en medio Ben presencia y au1oncla del GAJ. 

En este experimento sa utUlzaron explantes que previamente so subcultlvaron en medio B (descrito en 

el Cuadro A) una vez con 0.125ppm do GA.3 y en ausencia de éste durante un mes, lo que so llama un 

subcultlvo en medio B (1$8). 

Fase 1.- En medio MSm se Incubaron yemas axnares con dos concentraciones de ASA (10-e y 10~) y 

su tosllgo, con 50 topstlclones cada uno. (25 provenientes de medio B con 0.125ppm de GA3 y 25 sin 

GAJ), 

Fase 11.- Se subculllvaron sin ASA en los medios siguientes: Msm1, Msm2, MsrTIJ, Msm4 y Msms. cinco 

expfantes por cada medio, 30 dtas después se reallz6 la evaluacJón del experimento con los parámetros 

ya considerados. 

Posteriormente se les realizó Ja prueba do EUSA a todas las plantas (Incluyendo tallos y brotes 

mayores de 0.5 cm). El clon utllzado fue el n-97-65. 

3.8 Experimento 2.0 

CuHlvo de yemas axilares en modio Msm Incubadas con ASA. prevtamente aubcuttlvadaa dos 

veces en medio B en preaencla y ausencia de Gtu. 

En este experimento se Ul.Blzaron explantos que previamente fueron subcultJvados en medio e con 

0.125ppm de GAJ y en ausencia da éste, durante dos meses (256). 

Fase f.. Fué la misma que el experimento 2.C. 
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Fase lf .• EJ subcultlvo sin ASA se realizó en los medios slgulenles: Msm4, Ms~. MsfTI6, Msm1 y Msma; 

se evaluó el experlmenlo para los parámetros ya considerados, pasterformente se realizó la prueba de 

EUSA a todas las plantas (Incluyendo tallos y brotes mayores de 0.5 cm). 

Los clones utUlzados fueron el 676007, 7~7-110, 77·103·103. 

3.7 Expertmento 2.E. 

Cuhlvo de yemas axilares en modio Msm incubadas con ASA, provlamonte subcultlvadaa dos 

veces en medio e en ausencia de GA:I. 

En este experimento se utilizaron explanles que prevlamenle fueron subcultivados dos vacos en 

medio B en ausencia de GAJ 

Fase f.· En medio Msm se Incubaron yemas axilares con dos concanlraclones de ASA (TO.e y 10''M) y 

su resllgo. con 20 repolfclones cada uno. 

Fase lf .• So subcu/tfvaron sin ASA on los medios siguientes: 

Msm ... Msms, C1 y C2 cinco expfantes por cada modio. 

A los 30 días se hizo la evaluación del experimento con los parámetros anterformente mencionados. 

Se realizó la prueba de EUSA a tOdas las plantas ~ocluyendo tallos y brotas mayores do 0.5 cm). El don 

Ullllzado fue el n-97-65. 

3.8 Experimento 2.F 

CuhJvo de rem.• •XllarH en medio C lncubad11 con ASA, previamente •ubcuhlvad•• do1 

vece1 en Modio B aJn GAl. 

Fase J.- Bajo condiciones de Banco de germoplasma in vltro la Incubación fuo a temperatura do e°C, 

en medio C (subtltuyendo el manftol por ASA) so Incubaron yemas axUares con dos concentraciones de 

ASA (10""' y 1o·!IM) con su tesllgo. se efectuaron 20 repeflcfones par tratamiento. 
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Fase 11.- Se subculttvaron en los medios siguientes Msfll4, Msms. C1 y C2 con cinco explantes por 

medio Oa Incubación fue a temperatura de 22ºC), 30 días después se evaluaron los parámetros 

considerados, posteriormente se reallz6 la prueba de EUSA e todas las ~antas (Incluyendo tallos y 

brotes mayores de 0.5 cm). Los clones utOlzados fueron el 77·97...flS, 77·1A·26 y 77-103·103. 
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111 RESULTADOS 

1 EXPERIMENTO 

1 TERMOTERAPIA 

Los datos del Cuadro 1 muestran que en la prueba de LATEX, todos los clones presentaron reacción 

positiva a PVX, antes del tralamlonto de Termoterapla. Los resultados de la (flg. 1) muestran que 

después del tratamiento de tormoterapla culllvo de merlstemo los mas altos porcentajes de plantas 

libres de PVX fuoron obtenidas de los extremos dol tallo (basal y apical) los cuales corresponden a los 

niveles uno y seis. La magnitud de dichos valores vart6 en función del clan (figura 2). De los clones 

trabajados, en lodos los nlvelos se obtlNleron plantas negativas, a excepción del clan 676007 que 

presentó reaccl6n pos!Uva a la prueba de EUSA en todos los niveles: además todos los clones 

presentaron diferentes periodos de resistencia al tratamiento de calor (Cuadro 2). 

2 EXPERIMENTO 

2 ORGANOGENESIS 2.A. 

Cultivo da yemaa axilares en Medio PG Incubadas con ASA, previamente oubculllvadaa on 
medloG. 

No se obtllllo organogénesls, los resullados obtenidos no se esperaban, razón por lo cual la 

evaluacl6n únicnmento fue visual; no &e presen16 formación de callo ni de brotes de novo en la Fii con 

ninguna de tu concentrack>nes de ASA ni en los testigos. En Solanum cardlophyllum, Lopóz·Oelgado 

(1987}, obtuvo organogénes!s de brotes con ASA en la Fii, empleando el medio PG+GAJ a una 

concentración 0.40ppm, sJn embargo en este don el mismo medio no Indujo ef mismo efecto. En la 

repeUci6n de 8Sle experimento con los dones 77·1A·26 y 78·7·176, tampoco se presentó eJ fenómeno 

da organogénesls do brotes, pero si la formación de callo, el medk> mas fa\lorable para la formación de 

cano fue el medio PG$ que conllene 2mg/1 de zeatina 



CUADRO 1.- NIJMF.RO 11wn111•:K1'111.0S Sf.MllRAIJIJS A INVF.RNADERO y PORCENTAJE DE PLANTAS DE s. 
tUll<'m.nmr QllE l'R•~~•:NTARON Rf.Al'l'.ION l'OSlllVAA VIRUS X EN LA PRUEBA DE LATEXANTES DE SER 
TRATADAS •:N TERMOTEllAl'I.\. 

N"(1.0N ~DETUBERl'.UUJSSEMBRADOS % DE PLANTAS CON REACCION POSITIVA 
APVX -------

1)676lll7 10 100 

2)67617b 15 100 

3)676214 ll 100 

4}77·1A·:!6 " 100 

5)77·18-213 JO 100 

6)77.S.261 10 100 

7)n.lOJ.103 ID 100 

8)78-7·110 10 100 

9)78-7-176 15 100 

~ 



CUADR02.- PORCENTAJE YNO. DEPIANTASDES. tubtroswn CONREACCION NEGATIVAA PVXEN LA PRUEBA 
DE ELISA DESPUES DEL TRATAMIENTO DE TERMOTERAPIA 

N'CLON N' DE MERISTEMOS %DEPLANTAS %DEP!ANTASUBRES DIAS ENTRAT AMIENTO 
SEMBRADOS OBTENIDAS UBRES DE DE VIRUS DE TERMOTERAPIA 

VIRUS 

1)676007 22 o o 2S 

2)676176 lll 6S 100 30 

3)676214 142 98 785 30 

4)77-!A-26 l.ll') 66 605 34 

5)77-18-213 24 14 583 32 

6)77-5-261 48 39 81.2 29 

7)77-103-103 18 9 so 32 

8)78-7-110 46 38 82.6 22 

9)78-7-176 48 44 93 26 

~ 
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2.1 EXPERIMENTO 2.B. 

Cultivo da yemas axllaree en Medio PG Incubadas con ASA, previamente aubcufllvadH en 
Medio B. 

los resultados muestran que cada uno do los clones tuvo una respuesta diferente a los medios do la 

Fase 11, tanto pare el peso fresco, longltud del tallo, y asr como paro la formación de brotes. (CUldroa 

3,4y5). 

Para los tratamientos con ASA, en el clan n-18-213 ef mayor promedio de peso fresco y de longftud 

se obltNo en el medio MSms concentración to~M. En el medio MSmc se presenló el mayor parcentaJe 

de brotaclón en el testigo (Cuadro 3). 

E~ todos los medios se observó brotaclón a excepción del medio MSm1; pcslblemente el ASA tuvo un 

efecto lnhlbldor de organogónosls en los modios MSntJ y MSrJ15. 

El mayor promedio de peso fresco y longllud para los tratamientos con ASA, se obtuvo en el don 

n.103-103 en el medio MSmt a una concentración 10-eM (Cuadro 4). El mayor promedio de brotes por 

exPante, se presentó en el medio MSIT12 conconlraclón 10-6 M. 

Además en los medios MSrrtJ y MSm.t que correspandían a los tesllgos, se alcanzaron los mayores 

porcentajes de brotaclón, siendo el primero de ellos donde se presentó el mayor numero do brotes por 

explanJe. 

El CUlldro 6 muestra que el don 78-7-110 en el medio MSm2. a una concentractón 10°" M. es donde 

se presentó el mayor promedkJ, tanto de peso fresco como en longltucf del tallo. La formación de brotas 

en of medio MSms, a una concentración de 10~ se obtuvo ef mayor porcentaje do brotacfón do los 3 

tratamientos. Los datos de las plantas muestreadas, Indican que el cfon n-18-213 resUtó posrtJvo y los 

clones 78-7-110 y n-103-103 fueron negativos, lanlo en los tratamientos como en el testigo (Cuadro 

6.A). 



CUADRO 3.• PESO FRESCO, LONGITUD DEL TALLO Y BROTES de novo DE EXPLANTES DE S. tuhero.rum 
INCUBADAS in vilro EN MEDIO PG EN PRESENCIA DE ASA DURANTE 35 DIAS (FI) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA 
F(ll) EN CINCO MEDIOS DIFERENTES CLON 77-18-213 

ASA!llr''I 

MEDIO x x 
Fii PESO WNG 

MSm1 137.6.±.19 1.9' 

MSm? 190.±.59 2.1.±..11; 

MSmJ 202.2. l.S' 

MS111< 609.±.111 3.3.±,.36 

MSm, 1223.±.ZlO 4.3.±,.Sl 

ASAito·'¡ Ta'TIGO 

%EXP. XBROT. x x %EXP. XBROT. x x % EXP. X BROT. 
BROT. EXP. PESO U>NG. BROT EXP. PESO LONG. BROT EXP. 

o o m· 3.S. o o 213.±.20 2.6.±..1 o o 

o o 417.±.31 1.9..±...17 20 1 997.±.142 3.±.35 20 4 

o o 369.4.±.104 2.8.±..10 o o 443.±.108 45.±..0.35 w 1 

4-0 1 319.±.145 2.6.±..21 o o 387..±..190 2.7,±...177 w 1 

o n 343.1..±.61 3.8.±_.74 o o 599.7..±.128 3.8.±..44 20 1 

NOTA: WS RESULT AllOS SON EL PROMEDIO MAS, MENOS SU ERROR ESTANDAR, CINCO 
REPETICIONES POR TRATAMIENTO. 

• Una repetición debido a que el resto se perdió por contaminación. 

:5 



CUADRO 4.· PESO FRESCO, LONGITUD DEL TALLO Y BROTES dt novo DE EXPLANTES DE S. ruberosum 
INCUBADAS in vitro EN MEDIO PG EN PRESENCIA DE ASA DURANTEJS DIAS (FI) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA 
F(ll) EN CINCO MEDIOS DIFERENTES CLON 77-IOJ.103 

ASApo''I 

MEDIO ;¡ ;¡ 
Fil PESO UlNG. 

MSm1 1148.±,307 7.3.±.1.12 

MSm1 839.l.±Jh7 S.8.±.20 

MSun 815.±.169 6.25_±..94 

MSm.o l:WS.±.432 10.8.±.15 

MSms 847.±.t4l 9.S.±J.7 

• ASA(tO"'( TESTIGO 

% EXP. X BROT. ;¡ ;¡ % EXP. X BROT. ;¡ ;¡ % EXP. X BROT. 
BROT. EXP. PESO LONG. BROT EXP. PESO UlNG. BROT EXP. 

21) 1 1004.±)13 8.5.±.12 21) 1 1241.±.2'4 ll.1.±lJ "' 2 

21l 3 710.±.1.54 9.±.2.0 o o 1!33.±.149 7.b.±.IJ o o 

"' 1 914.2.;t.tr. S.S.±..283 o o 1195.±.141 7.4.±J.B 30 3 

o o IJSl.±)ll 75.±,2.1 o o 1541.±.508 82.±.1.l 30 1 

o o 358.±.134 5.1.±..27 30 1 874.±.143 6.7.:t.1.9 o o 

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

~ 



CUADRO S •• PESO FRESCO, LONGITUD DEL TALLO Y BROTES ele novo DE EXPLANTES DE S. tuberosum 
INCUBADAS in vitro EN MEDIO PG EN PRESENCIA DE ASA DURANTE35 DIAS (F1) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA 
F(ll} EN CINCO MEDIOS DIFERENTES CLON 78-7-110. 

ASA(lOÍ 

MEDIO :;¡ :;¡ 
Fil PESO LONG. 

MSm1 1215.±.156 74.±,3 

MSmi 1274.±.289 7.1.±)l'l 

M5m3 1307.±.284 1.5.±.1.D 

MS"" 454.±m 6.82.±,67 

MSms 1413.±379 S.±.,10 

ASA(lcr'J TESTIGO 

% EXP. X BROT. :;¡ :;¡ % EXP. X BROT. :;¡ :;¡ % EXP. X BROT. 
BROT. EXP. PESO LONG. BROT EXP. PESO LONG. BROT EXP. 

o o 522.±.74.3 4.4.±).2 o o ~ 7.4±)..7 20 3 

o o 1587.±.229 11.5.±.1.0 o o 1305.±.100 10.±.0.65 20 3 

o o 173.±.116 l.5.±.1.D o o 240' 7' o o 

20 3 9045.±.171 JB.±.,47 20 3 1083.±.336 7.1.±.U o o 

o o 4W.±.190 3.6.±,.76 40 4 1215.±.179 1D.6±.L7 20 s 

NOTA:LOSRESULTADOSSONELPROMEDIOMAS.MENOSSUERRORESTANDAR.DECJNCO 
REPETICONES POR TRATAMll!NTO 

• Una rcpctiá6o debido a que el resto se perdió por contaminaci6n.. 

¡:: 



CUADROS.A.· NUMERO Y PORCENTAJE DE EXPlANTES DES. tuberomm CON REACCION NEGATIVAAPVX EN LA 
PRUEBA DE EUSA. OBTENIDAS DESPUES DE SER TRATADAS CON ASA 

NO.UON ASAl0-6 ASAto.s TESTIGO 

NO.EXP. i;;;EXr.NEG. NO.EXP. %EXP.NEG. NO.EXP. %EXP.NEG. 

n.1s.2u s o 4 o 1 o 

77-lOJ.103 11 100 4 o s o 

78-7-110 s 100 8 100 8 100 

¡:: 
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2.2 EXPERIMENTO 2.C. 

Culllvo de yemas axilares en medio MSm Incubadas con ASA, previamente aubcultlvadH una 
vez en medio B en presencia y ausencia de GA:J 

En los tratamientos con ASA. se observa que en los explantes que tueron subcultlvados con o.125 

ppm de GA.3 se obtuvieron mayores promedios en peso fresco y longltud, en comparacl6n con los que 

fueron subcultlvados sin GA3. Para brotaclón, los medios que alcanzaron los promedios més altos 

fueron el MSm1, y el MSlll.2 a una concentración de 10~. sin embargo en el medio MSrT\5 

concentrac!On 10.eM •. se obtwo el mayor número de brotes por explante (Cuadro 6). En general, en los 

testigos, los mayores promedios de peso fresco y longltud, se obtuvieron a partir de exptantes que 

fueron aubculttvados sin GA.3. En cuanto a la organ6genesls de brotes los mayores porcentajes se 

obtuvieron on los medios MSm1, Msm2 y MSID4. 

con respecto a la obtención de plantas negativas para el PVX. los resultados rrl0$traron que de los 10 

tratamientos (cinco provenientes de subcultlvos con GA3 y cinco en ausencia de éste) en seis de ellos 

se observó que empleando ASA. se obtLNo un mayor" porcenta}e de explentes negativos a P\IX con 

respecto el testJgo. Cabe dostacar que en sólo en dos tratamientos, se presentaron menores 

porcentaJes de explantes con raacclón n-Uva que el testigo. (C1111dro e.A) 



CUADRO 6.· PESO FRESCO, LONGITUD Y BROTES tk novo DE EXPLANTES DE S. tuberosum INCUBADAS in vitro EN 
MEDIO MSm EN PRESENCIA DE ASA DURANTE 35 DIAS (FI) Y SUBCUL TIV ADAS SIN ASA (Flij EN SIETE 
DIFERENTES MEDIOS CLON No. 77-97-65 

ASA 10-4 

MEDIO x x 
n PESO WNG. 

MSm1• 493.llt.71 lt.2.±,.lJ 
• 504.z.t.93 11.±.J.7 

MSm2• 446.±.43 9.6,±.93 
• 483.±.<iO 11.9.±.1.4 

MSmi• 415.±.19 13.5.±.J.• 
• 452.±.59 16.2.±,1.1 

MS""' 262.±.18 7.±.47 
• i»l±.37 I0.4.±.1.1 

MSm.s' 360.±..71.7 11.1.±..JJ 
• 471..±,.SI 8.2.±.1.0 

C1' 637.±.12 14.6.±,1.1 

c2• 705R±.45 20J±.I. 

>SAIO.J 

%EXP. XBROT x x %EXP XBROT. x 
BROT. EXP. PESO WNG. BROT EXP. PESO 

60 2 312.±J.6 5.S+.41 20 1 873.6.±91.8 
40 1.5 m±.66 6.2.±.IJ <iO 2 973.±)96 

o o 293.±.33 8.6.±.1.5 o o 834.±.153 
<iO 2 44Wl 111.±..llD 40 2.5 1051.±.193 

o o 273±!>7 11.7.±,f.O o I} 80'2.S.±.132 
16 1 311.6.±.67 129.±.11 o o 870.±.130 

o o 285.±.44 7.2.±.7 o 11 '142±.147 
o o 198.±.14.6 6.5.±.J o I} 1158±.)86 

40 J.5 Z1D.±.34 79.±.IJ o 'o 627.±.81 
20 J 227.±.29 7.0.±.1.0 2ll 1 413.±.49 

o o 436.±.58 111.±.6 11 o 6552.±.67 

o o 683±.51 14.2.±.1.1 o 11 7528.±.159 

• PREVIAMENTESUBCULTIYADOS UNA VEZ SINGA). 
•PREVIAMENTE SUBCULTIVADOS UNA VEZO>N0.125 ppm DE GA> 

TEST!'º 
x %EXP. 

LONO. BROT. 

IO.J.±J.5 80 
11.9.±...87 20 

93..±.1.41 80 
14.6..±,1.07 <iO 

13.9±.21 50 
16.±.1.6 40 

14-1:.23 80 
ll.7.±,9 40 

9.2.±.43 20 
9.5.±.77 16 

15.7.±.IJ o 

17.8.±.1.D o 

NOTA: LOS RESULTADOS SON EL PROMEDIO MAS, MENOS SU ERROR ESTANDAR, CINCO 
REPETICIONES POR TRATAMIENTO 
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CUADRO 6A.-PORCENTAJES DE EXPl.ANTES CON BROTES ck novo Y PORCENTAJE DE EXPUNTES CON 
REA.CCION NEGATIVA A PYX EN lA PRUEBA DE EUSA, DE S. tubems11m, CLON 79-97-65 OBTENIDOS DESPUES DE 
SER SUBCULTIYADAS in vilro EN MEDIO MSm CON ASA POR35 DIAS (FI) Y SIN ASA (Fil) EN SIETE DIFERENTES 
MEDIOS 

ASA u¡<> ASA10·.S TESTIGO 

MEDIO 'ilEXP. X BROTES %EXP. %EXP. X BROTES ltEXP. %EXP. X BROTES 'ilEXP. 
BROTADOS POREXP. NEGATIVOS BROTADOS POREXP. NEGATIVOS BRQT,\DOS POREXP. NEGATIVOS 

MSm1• 40 u o 00 2 20 ~J 3 o . 00 2 o 20 1 20 "' 2.5 ro 
MSm2• 60 2 lll 40 2.5 o ro l6 o . o o lll o o lll 80 2.5 2ll 
MSm3• 16.1 1 40 o o 20 40 1.5 o . o o 60 o o o so 2 33-2 
MSmt• o o 20 o o o 40 2.5 -. o o o o o 20 "' 2 lll 
MSms• 20 3 40 lll 1 o 16 1 60 . 40 3.5 20 o o 20 20 3 o 
e . o o o o o o o o o 
e . o o o o o o o o o 

NOTA LOS DATOS SON DEONCO REPETICIONES POR TRATAMIENTO 

' PREVIAMENTE SUBCULTIVADAS UNA VEZ SIN GAJ 
• PREVIAMENI'E SUBCULTJV ADAS UNA VEZ CON 0.125 ppm DE GAJ 

¡;: 
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2.3 EXPERIMENTO 2.D. 

Cuttlvo da yemas axilares en Medio MSm Incubadas con ASA, previamente aubculllvadas dos 
veces en medio e en preaencta y ausencia de GA:J, 

Los resultados de los clones 676007 y 78-7·110 muestran, que en los tratamientos con y sln ASA los 

oxplanlos subcuttlvados on ausencia de GAJ, presentaron los mayores porcentajes de peso fresco y 

longltud, en comparación con los subculUvados en presencia de GA3. (Cuadros 7 y B}. El clan 676007 

no presentó organogénesls de brotes con ningún tratamiento ni el testigo. Para el clon 78-7-110 el 

medio que mostró el porcentaje más alto de brotaclón fut't en el MSms a una concentración de 10-6. En 

la mayorla de los resultados del clon 77-103-103, Indican que los explantes subcultlvados con 0.125 

ppm do GA.3 presentaron los mayores promedios de peso fresco y longl!ud; por otra parte, la formación 

de brotes no se observó en ninguno de los tratamientos con ASA, sólo en el testigo. (Cuadro 9) 

Los resulrados para rvx por EUSA son los siguientes: 

Con el clan 676007 no se obtuvo un porcenlaje do explantes negativos, en ninguno de los tres 

tratamientos. 

Los clones 77·103-t03y78·7·110, presentaron el 100%de explantos negativos en los3 tratamientos. 



CUADRO 7~ PESOJlllESCO, LONGITUD Y BROTES ck1UJvo DE EXPLANTES DES.l!Jberosum INCUBADAS ÜJ vitro EN 
MEDIO MSm EN PRESENCIA DE ASA DVRANTEJS DIAS (Fl) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA (Fil) EN CINCO MEDIOS 
DIFERENTES. CLON No. 676007 

MEDIO x 
rn PESO 

MS.,.. 487±,38 . •l.W25 

MSnu· 389.4.±.-. 421+126 

MS<ao· 497.±.147 . 463.±.93 

MS"'7• 484.ZI02 . 407~1 
MS..S• 503.±.70 . 319~44 

ASA!a6 ASA ur' TFSllGO 

x % EXP. X BRar. x x %EXP. XBRar. x x % EXP. X BROT. 
LONG. BROT. EXP. PESO LONG. BROT. EXP. PESO LONG. BROT. EXP. 

22.W.S o o 224.±.72 7.3.±.M o o 5'6.±9'1 12.9.;J.5 o o 
192.±).1 o o 146.±.17.1 S.3.±.,48 o o 374.±.75 IS.U7 o o 

20.U.- o o 98.7.±.9.6 M±0.6 o o 44Z±lS 17.7:±.,.7 o o 
19.W.S o o 149.±:19 69.±.1.1 o o 387.±.133 IM±.3.9 o n 

19.8.±,S.2 o o 164.8.±.22 7.±.1.1 o o Sl3.±.6S 20.±.i.3 o o 
Zl.±.4.2 o o 224.±.11.8 11.22.:t.J.1 o o 484.±,S:J 19.±:l.9 o o 

19.a±.).8 o o lli.±,24 6.6.±,7 o o SU±.59 17.1..±.1.1 o o 
195.±Zó o o 80.±,S.3 6.6.±.,9 o o SS7.±.181 17.9.;:;?3 o o 

lll±:Z.7 o o 137.±:24 6.7.±J).8 o o s~ 145.±2.2 o o 
19.7_+_1.7 o o 17.l+9.S 8+.8 o o 456+100 19.8t28 o o 

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

'PREVIAMEITTESOBCUl.TIVADAS DOS VECES ENMEDIOB SIN GAl 
• PREV!MiENrESOBCUl.TlVADAS DOS VECES EN MEDIO B CONO.llippm Dl!GAl 

"' "' 



CUADRO 8.· PESO FRESCO, WNGITUD V BROTF-~ Jn"'"" DE EXPLANTES DES: tuberosum INCUBADAS in 1·i1ro EN 
MEDIOMSm EN PRESENCIA IJF. ASA DlJRANTF.35 IJIAS (FI) V SUBCULTIVADAS SIN ASA {Fii) EN SIETE MEDIOS 
DIFERENTES CWN 78-7·1 IO 

·--- ASA10-6 ·---- ·-· ASA10·3 TESTIGO 

MEDIO ;¡ X f EXP. X BROT. 
- ;¡ 1 ;¡ % EXP. X BROT. ;¡ ;¡ ';t EXP. X BROT. 

Al PESO 
813.±.110 

M5m,. Sl4.±J4 

72-IJ:.,17 
MSms• ]t&.6.±.112.S 

445.h.L711.2 
MSmo• /359.±.6-1 

SlllA.i..42.1 

MSm1• 1475.2.±..48 

,m.t.112 
Ms..,. /Slil.±.40 

U>NCi. ...!!.!!!!!:__ EXP._ 
20.±).1 2ll .1 

lfJ.±..82 o 11 

23.±..• 
16.1.±.2.J 

21.4.±.1.1 
18.8.±.Jl..51 

:!0.5.i..ID 
20.8.±J.O 

16.1.±.'!.9 
18.4.±.2.1 

PESQ __ , LONG. 
425..t..Kl 14.S.±.J.4 
473.i.M 13..±.22 

741.i.21.M líl.9.J:) 

.W7.2.±.74 13.6.±.2.7 

362.±.Sb 22.5.±..15 
343.4.±.48.5 19.4.;t_.'73 

339.2.±)ll.IA 17.6.±,1.6 
289.7.±..32 17.2.±.1.1 

~)4j.i.,5.j 13.J.t..l.IJ 
2il7.6.;!:_55 123.±.2.2 

BROT. EXP. PESO LONG. BROT. 
o o 1129.±.187 17.2 .. ±J.J 20 
n o 829.±.162 lfl.±.3.4 o 

'° 25 i!J.1.±.4'1 2114.±.1.5 
w 2 726.±.147 158.±J..8 

'" 2 725.6 . .±JOl 23.1.±.1.4 
w 1 5524.±..140 25.2.±,2.2 

o " 5'6.±.<IJ 20.6,_t.1.1 

o o 636.±.96 20.S.±.l.J 

o o f>5Sj.i.Hl'J 14j.i,2..l 
o o 48-18.±.15 15.±.J.O 

519.±J! 14.3.±.,96 o o 130UJ!! 18.8.±J.7 C1 • ¡n4..t.127 113.4.±JO 
e,• 943-±38 19.4.±..521 n u 1974.±.82 /1ss.±.o.5 J o o 11114±40 hBB±.39 1 o 

NOTA. UJS RESULTADOS SON EL PROMEDIO MAS, MENOS ERROR ESTANDAR,CINCO 
REPETICIONES POR TltATAMIETO. 

• rREVIAMENTESUBCULTIVADAS DOS VECES EN MEDIO B SIN GA1 
,. PREVIAMENTESUBCULTIVADAS DOS VECES EN MEOlO B CON 0.12Sppm DE GAJ 

EXP. 
5 

~ 



CUADK09.· ~FRESCO, LONGITUD Y BROTES de novo DE EXPIANTES DE S. tuberosum INCUBADAS in vilro, EN 
MEDIO MSm EN PRESENCIA DE ASA DUKANTE35 DIAS (FI) Y SUBCULTIVADAS SIN ASA (Fil) EN CINCO MEDIOS 
DIFERENTES CLON No. 77-103-103 

MEDIO i1 
PESO 

MS,..• 42Z±,54 
• íaJ.±.111 

MSms• 543.2.±.62 
• 694.±.54 

MSma• 426.±.67 
• 924+148 

ASA104 ASAI0...5 TESflGO 

i1 
LONG. 
13.S~ 
17.±.l.13 

17.7.±.1.1 
15.±.1.6 

16.1.±.0.9 
17.1•1.3 

% EXP. X BROT. i1 i1 % EXP. X BROT. i1 i1 % EXP. X BROT. 
BROT. EXP. PESO LONG. BROT. EXP. PESO LONG. BROT. EXP. 

o o 433~ 16.±.l.6 o o 4n.±.24 14.1.±l.6 o o 
o o llS.±.86 89.±.1.2 o o 655.±.125 15.±.2.4 2l 3 

o o mB.±.33 16.±).3 o o 572.±.66 lll.2.±.l.6 40 3 
o o 890.±.125 17.6.±,7 o o 906.±.149 135.±.1.7 o o 

o o 340.±.39 16.3.±.-S o o 599.6±.131 135.±,56 2lJ s 
o o 467 ·"' 9B+l.6 o o 712+111 15.4+1.08 o o 

NOTA.LOS DATOS SON DE CINCO REPEl100NES POR TRATAMIENTO. SON PROMEDIO MAS, MENOS 
ERROR ESTANDAR 

• PREVIAMENTESUBCULTIVADAS DOS VECES EN MEDIO B SINGAl 
•PREVIAMENTESUBCULTIVADASDOSVECESENMEDIOBCON0.125ppmDEGAJ 

... 
o 
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2.4 EXPERIMENTO 2.E. 

Cultivo da yemas ax.nare1 en Medio MSm Incubadas con ASA. previamente eubcuHlvadea do• 
vecaa en Medio B en ausencia de GA3. 

La mayoñe de los resultados revelan que al subcu1Uvar los explantes dos veces en ausencia de GA3, 

so obtienen promedios similares de peso fresco y longttud del tallo, esto en retacl6n a los explantes 

subcullivados una vez. (CUadros 10). 

El promedio más alto para poso y para longitud, so obtlNo en el medio MSmt a una concentración de 

10~M. también fue este medio el que mostró una mejor respuesta a la organogénosls de brotes, en la 

concentración 10~. 

En ta obtención de explantes Ubres de PVX, los datos mostraron que en los tratamientos con y sin 

ASA. se alcanzaron porcenlajes slmDares de explantes negativos. También so observó, que la presencia 

de ASA fUe mAs Importante que la organogénosls para la oblención do oxplantes negativos por efomplo 

on el Cuadro 10.A se muestra que en ol Medio C2. aunqua no se presentó la organogénesls en la 

concentración 10-6M ni en el testlgo, ol porcentaJe de exptantes negativos fue mayor en el tratado con 

ASA. y en el mismo medio en la concentración 10~. donde sf se presentó organogénesls y superó a 

los anteriores, en porcentaje de explantes negativos. 



CUADRO 10.· PESO FRESCO, LONGITUD DE BROTES ik novo DE EXPl.ANTES DE S. tuberosum INCUBADAS in vitro 
EN MEDIO MSm EN PRESENCIA DE ASA DURANTE35 DIAS (FIJ Y SUBCULTIVADAS SIN ASA (Fil) EN CUATRO 
MEDIOS DIFERENTES CLON No. 77-97-65 

MEDIO x 
PESO 

MSm .. 981.8.±.150 

MSm.s• 750.±)01 

c •• 413.±J{l!I 

e,. 625+0? 

ASAlcr" ASA 10~ TESTIGO 

x t,t,EXP. XBROT. x x % EXP. X BROT. x x % EXP. X BROT. 
LONG. BROT. EXP. PESO WNG. BROT. EXP. PESO LONG. BROT. EXP. 

12.±.1.6 o o 166.4.±.32 43.±fi 40 2.5 672.±.200 6.2= o o 

6.7.±,13 o o 746.±.93 9.8.±.1.I o o SOU.131 7.7.±,2 211 4 

11.9.±l-8 o o 303.±)lS lOJ.±.2.S o o 468.±.105 93.±..1.2 40 2 

105+>< 2S 2 307±70 7.6+1.4 o o 1 ~ ..... 118 9.6-4-1.6 o o 

NOTA. LOS DATOS SON EL PROMEDIO MAS, MENOS ERROR EST Af!DAR, CINCO REPEnOONES POR 
TRATAMIENTO 

• PREVIA.\IEIITESUBCULTIV ADAS DOS VECES SINGA> 

~ 



CUADROlOA.-PORCENTAJEDEEXPLANTESCONBROTESdeJU»·oYPORCENTAJEDEEXPl.ANTESCON 
REACCION NEGATIVA A PVX EN LA PRUEBA DE EUSA, DES. tuberoswn CLON 77-97-65 OBTENIDAS DESPUES DE 
SERSUBCULTlVADAS in vitro EN MEDIO MSm CON ASA POR35 DIAS (FI) Y SIN ASA (Fil) EN CUATRO MEDIOS 
DIFERENTES. 

ASAtiJ6 ASAlO-s TESTIGO 

MEDIO %EXP. ¡¡BROT. %EXP. %EXP. XBROT. %EXP. %EXP. XBROT %EXP. 
BROT. EXP. NEGATIVO BROT. EXP. NEGATIVO BROT. EXP. NEGATIVO 

MS,... o o 50 40 25 60 o o 50 

MSm.s• o o o o o 20 20 4 50 

C1• o o o o o 20 40 2 25 

e• 25 2 50 o o 40 o o 25 

NOTA. UlS DATOS SON CINCO REPETICIONES POR TRATAMIENTO 

• PREV!AMENTESUBCULTIVADAS DOS VECES SIN GAJ. 

;!: 
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2.5 EXPERIMENTO 2.F. 

Cuttlvo de yemas axilares en Medio e Incubadas con ASA, previamente subcuhlvadaa dos 
YeCH en Medio B sin GA3. 

Puede observarse (Cuadro 11) que en los tres clones, on los tratamientos con ASA 10-4 y 10-5 M, se 

presentó una tendencia hacia un promedia menor de peso fresco y longltud, en comparación con sus 

respecttvos testigos. De los tres clones el único que presentó el fenómeno de organogónesls fue el don 

77·1A-26. la brotacl6n pudo observarse en el medio MSms con y sin ASA; además, en la concentración 

10°'M se presentó el mayor número de brotes por explanle. 

Las condiciones de baja temperatura y la concentraclón de ASA, no favorccleron la organogónesls; ya 

que, el clan 77·97-65 bajo condiciones de temperatura a 22ºc, si presentó esle fenómeno. Los datos 

Cuadro 11.A demuestra que el mayor porcentaje do explantes negativos, se obtuvo en la· 

concentración 10._.M de ASA; ya que, se alcanzó un 75% do explanles con roacclón negativa a PVX. 

siendo esto porcentaje el más alto obtenido en todos los tratamientos con y sin salicllato. 



CUADRO 1 J •• PESO FRESCO, WNGITIJD DE BROTES de novo DE EXPLANTES DE S. tuberosum INCUBADAS Íll vitro 
EN MEDIO C EN PRESENCIA DE ASA DURAN1E35 DIAS (Fl) Y SUBCUL TIVADAS SIN ASA (Fil) EN CUATRO 
MEDIOS DIFERENTES CWNES. 77-IA-26, 77-97-65 Y 77-103-103 

CLON MEDIO 
No. Fil 

MS""• 

MSms,. 

77-'Tl-M C1• 

e,. 
MSm.t• 

MSms• 
n-tA-26 

e,. 
C2• 

MSm.i• 
77-103-10 

MSms• 

ASA tn"" ASAICJ..5 'JB"l1GO 

x 
PE.'\f.> 

232.4.±)3 

794.6.±.,.."9 

113.2.±..16 

121.6.±.12 

114.2.±J9 

248.5.±53 

48.8.±.6.4 

81.±.19 

165.±JS 

152.±48 

x % EXP. X BROT. x x %EXP. XBROT. x x % EXP. X BROT. 
l.ONG. BROT. E.XP. PESO WNG. BROT. EXP. PESO LONG. BROT. 

2.9.±.38 o o 430.2.±.45 5.1±,59 o o 697.±.126 10.5.±.,.77 o 

6.7.±.,93 o 2.S 1247.±.17 7.6.±.l.5 o o 1427.±.11 111.±.1.0 o 

2.6.±.,32 o o '1l8.±)8 5.8.±.1.0 o o 411.4.±.30 9,4.z..6 o 

2.1±.29 o o 291.;t.SS 7.2.±..59 o o 478.8.±.42 309.±.73 o 

3B,±.22 o o 274.±)1 1-1.2.±.,2.8 o o 218.8.±.31 8.4.±.2.1 o 

9.6.±.1.S 40 25 350.S;t.Sa 15.±J.9 40 4 639.±.182 14.5.±.1.5 20 

11.6.±J.4 o o 117.±.18 8.±.99 o o 272.±.22 •~.±.2 o 

2.8.±.36 o o 202±.19 10.±.1.9 o o 456±.95 10.l.±.l.9 o 

4.8±.6 o o 215.8.±.22 11.8.±.15 o o 310.±.71 10.1.±.2.4 o 

8.1.±.1.2 o o 376.±.43 14.7.±..8 o o 544.±.112 16.1.±.BJ o 

NOTA.SONELPROMEOIOMAS,MENOSSUERRORESTANOAR,ONCOREPETIOONESPOR 
TRATAMlENIU 

• PREVIAMENIE SUBCIJLTIVADAS DOS VECES SINGA; 

EXP. 
o 

o 

o 

o 

o 

4 

o 

o 

o 

o 

~ 



CUADRO llA.· PORCENTAJE DE EXPl.ANT&'! CON BROTES de novo Y PORCENTAJE DE EXPl.ANT&'! CON 
REACCION NEGATIVA A PVX EN lA PRUEBA DE EUSA, DE S. tuberosum, OBTENIDAS DESPUES DE SER 
SUBCULTIVADAS.in vitro EN MEDIO C CON ASA POR35 DIAS (FI) Y SIN ASA (Fil} EN CINCO MEDIOS 
DIFERENTES. CLONES 77-97-65Y77·1A·26. 

·•• ur' ASA10..s TESTIGO 

No.CLON MEDIO %EX!'. XBROT. %EX!'. %EX!'. XBROT. %EX!'. %EX!'. XBROT %EXP. 
BROT. EX!'. NEGATIVO BROT. EXP. NEGATIVC BROT. EXP. NEGATIVC 

MSmc• o o 25 o o o o o 40 

MSms• o o 40 o o o o o o 
77JJ7-65 

C1• o o 20 o o o o o 40 

e,. o o o o o o o o 20 

MSID4• o o 40 o o 40 o o 60 

MSms• 40 l.5 15 40 4 40 20 4 60 
71-lA-26 

Ct• o o o o o 20 o o o 

e,. o o 20 o o 20 20 s 25 

NOTA.LOSDATOSSONDEClNCOREPETIC!ONESPORTRATAMIENTO. 

• PREVIAMENTESUBCULTIVADAS DOS VECESSINGA3. 

~ 
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IV DISCUSION 

Los resultados obtenidos, en la presente lnvestlgacl6n tanto en los experimentos do termoterapla 

como en los de organogénesls, corroboran las hipótesis planteadas, las cuales sei\alan que es posible 

obtener en estos clones de Solanum tuberosum plantas libres de virus "X" por termotorapla, y por 

organogénesls Inducida con sallcUatos. 

Los resultados do termoterapla mostraron que el 55.5% do los clones. el mayor porcentaje de plantas 

llbros de virus se presentó en el nlvel uno {corresponde a la parto basal) y en el 44.4% en el nivel seis 

(que pertenece a la parte eplcal de lil planta). Esto so explica con base en lo mencionado por Norrls 

(1954) y Mac Oonald (1973), quienes declaran que la distribución del virus en la planta no es 

tlomoglmea, y que la concentración del virus disminuye Invariablemente con el crecimiento de la planta, 

de ah! que no es ten presentes en los centros do crecimiento. Por lo tanto, la cantidad del vlrua es menor 

en la reglón aplcaJ y esto explica lo sucedido en dicha reglón (nlvel seis}. Aunque Kassanls (1967) y 

Applano y LennazJo (1972} han detectado por microscopía olectrónlca la presencla de partrculas virales 

en zonas meristemátlcas (en Mellar 1972), nuestros resultados so apoyan en lo propuesto por Nonts y 

Me Donald. Usando peantas do tabaco Infectadas con virus del mosaico del tabaco, Ouak (1972) 

demostró que la concentracl6n dot virus es heterogénBél on la planta, además observó que la cantidad 

del virus disminuye on hofas Jóvenes, lncrementéndose en hojas maduras, decreciendo nuevamente en 

hojas vfojas, lo que fundamenta la oxpllcacl6n del porque on la parto basal do la planta (nlvol uno}, so 

encontró un alto porcentaje de plantas libros de virus. ya que os el tejido más longevo do la planta. 

La magnitud de los resultados varió en función del don, como lo muestra la figura 2: pero la 

tendencia se mantuvo en el 66% do los genotipos trabajados. 
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Además, se obseN6 que cada don presentó diferente grado de reslstencla al calor en el tratamiento 

de termoterapla (Cuadro 2); ya que algunos genotipos resistieron únicamente 22 días, mientras otros, 

soportaron el tratamiento hasta 34 d[as. Esto se relaciona con lo postulado por Ouak 1964 (en Mac 

Oonald 1973), quien menciona que la respuesta al tratamiento de calor está relacionada con las 

caracterfsllcaa varletalos y la condición do la planta. En este trabajo se observó ya que el estado 

senecente o turgente de los tubérculos (que fueron sembrados en Invernadero, pant obtener las plantas 

que serian tratadas con calor) fue un factor muy Imponente, porque si los tubérculos estaban 

senocentes las plantas creclan muy delgadas y débUos, por lo tanto, poco resistentes al calor y aLln 

cuando las plantas lograban sobrevMr sus mertstemos eran poco vlables, por lo que minimizaban la 

poslbUkiad de obtener plantas Ubres de virus. Sin embargo, las plantas que provenCan de tubérculos 

1urgen1es, originaban plantas resistentes el tratamiento de termoterapla, como sucedió en los clones 

676176, 676214 y 77·1A-26. 

Otro factor que es determinante para ot óxlto on la llmploza del motorlal, os DI tamaflo del explante que 

se siembra. Kassanls y Verman (1967) encontraron que al sembrar meristemo de papa de 0.1 mm de 

longltOO sin primordlos de hoja, sa obten[an manos meristemos vlablos; con dos primordios do hoja la 

vlabHklad aumentaba, pero dlsmlnula ol porcentaje de plantas llbres de virus. En este trabajo se pudo 

observar que no es necesario aislar ol merlstemo, sino quo es poslble obtener plantas con reacción 

negativa a PVX medlante ta disección de yemas con dos O tres primordios de holas. obteniendo asr un 

buen número de plantas sin virus "X". 

Los resultados de organogénesb Indicaron que cada clan presentó diferente respuesta 

mocfogenéUca, aún cuando no &e logró una brotacl6n de 100% como la obtenida en un don de 

Solanum tuberosum por Mora (1991). cabe mencionar que el presente trabajo se realizó con seis 

genotipos y la respuesta no fué uniforme en cada uno de eUos. 

La morfogénesls en cUtlYo de telkfos vegetales depende tanto del balance de los reglJadores de 

aaclmlento ex6genos y endógenos como de la procedencia del te)ldo o callo (lópez-Delgado 1987; 

Klkula y Okasawa 1989). Con base en ello, se explica el porque en asta lnvestlgacl6n los clones 
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trabaJados no presentaron la misma respuesta organogenétlca; un ejemplo do ésto, radica en el 

experimento 2.A, en el cual no hubo brotaclón empleando el medio PG + GAJ 0.40ppm en Fase 11. 

López·Delgado (1987) trabajando con ~papila güera'', obtuvo organogénesls de brotes con ASA, 

empleando en la F 11 el mismo modio; un factor Importante en este experimento fue la etapa de 

establectmlento In virro, que requirió de subcullivos en diferentes modios con altas concentraciones de 

GA3 {de 0.25ppm a 25ppm), lo que posiblemente alteró los reguladores Internos do la planta y por lo 

tanto, la capacidad de respuesta morfogenética. Otro factor que pudo Intervenir poslblemento, fue el 

fenómeno conocido como habituación Gautheret 1942 (en Melns 1989), trabajando con cultivo de 

zanahoria, observó que ésln gradualmente requiere menos auxlnas y cltoqulnlnas exógenas y en 

algunos casos también vltaminas. Ya que, despu6s do cierto tiempo, el culllvo os capaz de satisfacer su 

propios requerimlcn1os, lo que so conoce como hab!luaclón a los roguladores do creclmlenlo, pudiendo 

haberse presentado habituación al ácido giberéllco; ya que los medios {H, G y B) en los que 

previamenle se desarrollaron las planlas son ricos en este regulador. Se tienen Informes do que ol GA.3 

Induce la formación do brolos on papa (López-Delgado 1987, Mora 1991). Pero también exlstentmbaJos 

en los cuales se encontró que las glberellnas Inhiben la diferenciación de yemas en tabaco (Jaromy en 

López-Delgado 1987; Thorpe y Murashlge 1970 en Bhojwanl y Aazdan 1983), pudiendo suceder lo 

aegundo en este experimento. Se buscó romper Ja Mposlble habltuaclónM con otros balances hormonales 

en la F 11, Incluso con ca;rbon activado, ya que éste es un captador do fanales y el GA3 pertenece a este 

grupo, con lo que se favoreció el crecimiento y el vigor de la planta. afectados prO\llamento por ol ASA. 

sin embargo, no se presentó la respuesta morfogénetlca. 

En los experimentos 2.B al 2F, tanto en la F 1 como on la F 11 se probaron varios medios con diferentes 

balances hormonaloo, además en ln Fii de variar los batanees honnonales, se utDlzaron sustancias 

como: caserna hklrollzada, la cual según Bhofwanl y Razdan (1983) promueve la formación de yemas; 

putresclna que Interviene en el desarrollo de las plantas (llburclo et al., 1987; Llllo 1969 Genove y Koster 

1991} Y manltol que favorece la formación do brotes en tubórculos de papa (LBlo 1989). Siendo los 

medios MSm• y MSrTI$ que contenfan putresclna en los que se manifestó la mejor respuesta 

organogenéllca (Apéndice 4). 
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Como ya se ha expuesto, en el cultivo de tejidos vegetales, la morfogénesls depende de el balance 

hormonal, ademés de la procedencia del tejido (López-Oelgado 1987), por lo que al no encontrar la 

respuesta esperada se decidió subculttvar por un mes las plantas (experimento 2.C) en um medio 

carente o con una mfnlma. concentracl6n de GA3. y los experimento 2.0, 2.E y 2.F por 2 meses, 

observándose únicamente, que en la longitud del tallo y el peso, se vló el efecto del GAJ. 

En el experimento 2.F se subcultJvaron los exptantes sin GA3 por dos ITT8$66 y se Incubaron en 

condiciones de Banco de Germoplasma, observándose que la baJa temperatura (B°C) lnhlbl6 la 

formación do brotes (Cuadro 7}. Esto fué evidente en el clan 77-97-65 el cual bajo condiciones de 

Incubación a temperatura de 22ºC y utBlzando los mismos medios (MSm.t, MSms si presentó 

brotaclón). Además de los factores anteriormente enunciados que Intervienen en la formación de 

brotes, hay que agregar la respuesta morfogenétlca do cada clan, ya que ésta es diferente de un 

genotipo a otro. 

En cuanto a la obtención de plantas Ubres de virus, los resultados mostraron que en un 33.3% de los 

dones trabaJados se obllNO roacclón negaUw a PVX en brotes, ramas y tallos, lo cuBI corrobora la 

hlpótesls de que os posible obtener plantas con reacción neoattva al virus "X" por medio do 

a<ganogénells Inducida por sallcllato (ASA). 

Loa rerutados mootraron que los dones 77·103·103 y 78-7·110 prBS8ntaron et 100% da explantea 

negativos, probablemenle fue debido a que DI subci.dtlvo sucoslvo (dumnte más de 12 mes&s) favoraclo 

la obtencl6n de explantes con rooccl6n negativa a PVX. 

Los mecanismos de erradicación del vtrus durante el culttvo no se conocen pero se sugiere que la 

lnacttwcl6n puedo ser un factor producido por et explante o por algun componente del mBqlo sobre el 

virus, aunque Pennazlo y Redolfl 1974 han demostrado que si el explante es muy pequono el virus 

pueda ser lnacttvo durante et cultivo y Ouak (1972) especula que las partlculas vtrales desaparecen por 

el contado del marlstemo con el medio (en Mellar 1972): ademAs se tiene conocimiento de que los 

vtrua se distribuyen en forma heterogénea en la planta (Quak 1972): y que algunos shlos pueden estar 

sin vtrus o con ba)as concentraciones de éste, pudlendo haber propagado un esqueje sin vtrua y 
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obtener explantes negattvos; también se sabe que los reglrladores del crecimiento pueden tener algún 

efecto lnhlbldor sobre los virus (Frasor y Whenham 1982), por lo que al pasar estos dones por verlos 

subcultlvos en diferentes medios, estos favorecieron la obtención do plantas Ubres de PVX. 

Crowtey y Hanson 1960 (en Quak 1972) pcs!ulan que en células de callo de tabaco Infectadas con 

virus, hay una con virus, hay una compelltlvldad ontre la dMs16n celular y la multlpllcacl6n del virus; 

superando la división cé!ular de la planta, la velocidad de repllcaclón del virus, pudiendo contribuir 

también este factor a la obtonclón de plantas sanas. 

En el experimento 2.C, los resultados mostraron que aunque el testigo presentó un mayor porcentaje 

do oxplantes con brotes (Cuadro O), ostos no superaron el porcentaje do explantos negativos a PVX, ya 

que dicho porcentaJe fue mayor en los explantes 1ratados con ASA (Cuadro 6.A) De los 10 lratamlentos 

con ASA en dos de ellos los porcentajes do explentes negalfvos fueron slmllares al 1osUgo no 

marcándose alguna tendencia, de los ocho tratamientos restantes en seis so obtuvo un porcontaJe 

mayor de explantes negattvos en los tratados con ASA..y únicamente en dos tratamientos, en el testigo 

fue superior el porcontajo de ex.plantes negativos, lo que sugiere que el ácido AcetD sallcOico puede 

tener participación en la obtonclOn de explantos negativos. 

De tas tres rutas seguidas en la Ft, se observo que los mayores explantas nagatlvos se obtuvieron en 

los oaqueJss que fueron Incubados baJo condiciones de Banco de Gormoplasma In vttro, en la 

con~ntraclón 10-4 M de ASA, en este experimento se alcanzó un 759' de explantes nogattvos., siendo el 

mAs alto obtenido en todos los experimentos con y sin ASA; k> antos mencionado Indica quo las 

condk:lonos de bafa temperatura (BºC) y la concentración de 10-4M de ASA se conjugaron para la 

obtención de plantas negativas, no siendo Indispensable la respuesta da organogénesls; Solaky y Black 

1962; Paduchy-Kryczynskl (1982}, seMlan que es posible obtener plantas sin virus, empleando bajas 

temperaturas. el segundo autor trabajó con plantas de crisantemo y tubérculos da papa. obteniendo 

plantas de papa libres de virus manteniéndolas a &ºC por sefa meses; lo cual sugkn que el trio afecta la 

replicación del virus y si además se utDiza con ASA. esta puede contribuir a mdUcir el tiempo para 

obtener plantas sana ya que en este caso fue de tres meses. 
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En los clones 77-1A·26 y n-97-65 se obtuvieron explantes negativos en tratamientos y en tesllgo, sin 

embargo se observó que el ASA incrementó los porcenta¡es de brotes y de ramas Ubres de PVX 

Apéndice s. 

En base a los resultados obtenidos, se observa que para la ob1encl6n de explantos negativos es más 

relevante Ja presencia del salfcRato que el fenómeno de organogénesls por si. 

Este método presenta ventajas con respecto a termo1erapla-cultlvo de merlstomo y se enumeran a 

continuación: 

1) La rutina emplaada en el Programa Nacional de Papa, comprende técnicas para la limpieza de 

materiales, dentro del proyec10 de Producción de semllla. Los tubérculos so obtienen del campo 

después de la cosecha una vez por afio. El espacio dlsponlbls en la estufa de termoterapla 

permite trabafar únicamente de dos a tres clones por cada bimestre. lo que obllga a procesar los 

clones escalonadamente, los tubérculos llenen que guárdarse, antes de ser sombrados on suolo 

paro 6' lrataml!mla de termoterapla. Dicho almacenaJe favoroco Ja deshidratación natural del 

tubérculo, lo que hace necesario sembrar las tubérculos en invernadero, a fin de Poder partir de 

tubércufo turgente para las plantas que so lrataran con calor ya que se ha observado que 

tubérculos deshidratados producen plantas con menor resistencia al caior. 

Además se roqulore de personal entrenado para la extracción del merlstemo. Sin embargo con 

el método de organogénesls lnduckfa por ASA se tienen las ventajas siguientes: se puoden 

trabajar muchos clones en cualquier epoca dol ano, ya que al tenor ei material In vltro so puede 

conservar par tiempo Indefinido; no so requiere de personal capacitado en el alsJamlento de 

meristemo ya que en este método se utDlzan yemas completas. 

2) Los materiales que después de haber skfo trabaJ~os con termoterapla cultlvo de mertstemo, eón 

presenten reacción positiva a vlrosls pueden ser, tratados en cualquier época del ano sln lener 

que esperar un ciclo nuevamente para obtener tubérculos, lo cual toma aproximadamente 10 

meses, en cambio con este método en tres meses. 
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3) Otra ventaja es que con organogénesls hay un potencial (El potencial es et número de esquelas 

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

como lo muestran los datos del clon n·1A-76 el cual tue trabajado por ambos métodos, por 

termoterapla -culttvo de merlstemo se utUlzaron 109 merlstemos, de los cuales se obtuvieron en 

promedio 60 plantas negativas (Cuadro 2) en un tiempo aproxJmado de e meses, mlentras que 

con organogénesls, se traba)arón 60 yemas axilares y se obtiene hipotéticamente 133 plantas 

Apéndice 5 en un tiempo de cinco meses. 

4) También se puede trabajar por organogénesls clones que por sus caracterfstlcas vartetnles, 

presonten baja resistencia al tratamiento de calor, o baja sobrevtvencla en culUvo de Mertstemo In 

vltro. 

Por lo antes mencionado se propone que la organogénesls Inducida por sallcllatos puede ser una 

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

1) La técnica de termoterapla-cultlvo de yemas. permite obtener plantas libres de virus "X". 

2) Se obtiene un mayor porconta¡e de plantas libres de PVX e partir de yemas. de zona basal 

seguida de la apical. 

3) El ASA puedo Inhibir o favorecer la orgnnogénesls dependiendo del balance hormonal empleado. 

4) Es determinante el medio en el cual haya sk1o cutUvado el oxplante antes do Inducir 

organogénesls. 

5) Los medios de la FI y Fii, son determinantes para la respuesta organogenétlca. 

6) La capacidad morfogenétlca de cada clon os determinante para la respuesta organogonétlca. 

7) Es poslble obtener plantas con reacción negativa a PVX en presencta y ausencia de ASA. 

8) La presencia del sallcftato es más lmportanle que la organogénesls por si misma para obtener 

explantes libres de vfrus. 
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Apendlca t 

. Sales da Muraahlg.Skoog MS • 

NH< N03 16.Sg/I 
KN0319g/I 
CaCl2 2H,O 4.4g/I 
KH2P041.7g/I 
H3B03 0.062g/I 
MnSO•H.0 0.169g/I 
ZnSQ4-1H.0 o.086g¡1 
Kl 0.0083g/I 
N1l2MOQ4·2H,O 0.025g/I 
CuSQ4-SH20 0.00025g/I 
CbCl2-6H,O .00025g/I 

Solucl6n do ASA 

VllAPENDICE 

Sales de M-S para et medio Msm .. 

Elementos menorn para medio MSm 
HJB036.2mg/i 
Mnso •. H.a 1.7g/I 
Zn so,.1H20 1.og11 
KI 83.0mg/I 
Nll2 Mo0~2li,O 25.0mg/I 
CuS04 .5H2<) 2.Smg/I 
ea.a .GH.0 2.smgll 
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Elementos mayores medio MSm Solución Madre: 
NH< N03 16.Sg/I 
KN0319.0g/I 
CaCl2 .2H,O 4.4g/I 
MgSQ43.7g/I 
KH2P02'.7g/I 

Para todas las concentraciones da ASA ut~lzadas en este trabajo. Se hizo una soluclón madre de 

10mg de ASA quo so disolvió en O.Sml de OMSO (dimetll sutfóxkio) y posteriormente se aforó con agua 

destUada tOml. 
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Apéndlce2 

Muestreo para pruebas sero16glcaa 

A la planta crecida de un tamaño aproximado de 5-6 cm se le cortaron los épicas con todo y hojas y 

se metieron a una bolsa marcada con la clave (don y el no de la planta muestreada) correspondiente, 

esto se hizo tanto en Jnvemadoro como en condiciones de ascpcla en la cámara de flu/o laminar. Las 

muestras fueron maceradas para las pruebas de LATEX y EUSA. 

Detección de virus mediante la prueba de LATEX. 

t) Tomar una placa para la prueba de LATEX o una caja de potrl de plásttco y con un léplz de cera 

trazar llneas paralela a o.a cm unas de otras, lnver11r la ca¡a y trazar trnoas perperdlculares para 

formar una cuadrfcula. 

2) Tomar tubos de ensayo (dos por cada muestra) rotularlos para ldenliflcar las muestras. 

3) Poner en cada tubo 160 de solución amonlguadora (Bulfor} 0.05 mM de Trls·Ha, pHS (contiene 

además l % do Blsulflto de Sodio y 0.05% de Tween 20) 

4) Dentro do Bolsas de Plé.sttco prevlamonle etiquetadas. so maceran las muestres que se desean 

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

5) De cada muestra se toma 20ml de savia o extracto y se agrega a uno de los tubos con solucl6n 

amortiguadora Tris-He! y se mezclan perfectamente. Esta será dilución 1 :10 

6) De le &Olucl6n 1:10 do cada muestra se toman una 6 dos gotas y se adicionan al segundo tubo 

que conllene Tris-Hcl. So homogenlza y se obtiene asl la dlluclón 1 :100. 

7) En cada cuadro de la placa colocar una gota de la dllucl6n 1: 100 de cada muestra, y en el cuadro 

de al lado colocar una gota de la dHuclón 1:10. 
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8) A cada una do las gotas do la muestra, adicionar una gota de LATEX senslblllzado con el virus que 

se desea detectar. 

9) Cubrir la placa y agitarla (movlmlenlo rotatorlo) a una velockfad de 120 rpm en un agitador. SI no 

cuenta con agitador, colocar la placa sobre un papel (hoja bond) y ejecutar un movimiento 

rotatorio, procurando que alguna esquina de la placa describa círculos do 1. 5·2cm do diámetro. 

10) Leer los resultados despulls de 15-60 minutos de agitación (dependiendo del tiempo requerido 

por los testigos positivos para reaccionar). 

Detección de virus mediante la prueba de ELISA 

1.· Colocar 150 mlcrolltros de gammaglobullna purificada dDulda en buffer do cobortura en cada 
cavidad de la placa de mlcrotltulacl6n, Incubar de :30 a 34ºC por tres horas. 

2.· Lavar la placa con PBS-Tween. 
Dejar remojando por lo menos tres mln. Repetir ol levado tres veces vaciar la placa. 

3.- At\adlr alícuotas dol 150 mlcrolitros de la muestra a probar (por duplicado). DoJar A ff'C toda la 
noche o a 37°0 por 4-6 horas. Debe Jndulrse por lo menos una muestra sana y una enfenna, 
e.demás de llenar dos pozos con solucl6n extractora. 

4.- Lavar la placa tros veces como se Indica en No. 2 

5.-Al\adlr alfcuoto.s de 150 mlcroUtros de gamaglobullna conjugada e/enzima (conjugando E) a 
cada cavkfad Incubar a 30-34°C por tres horas. 

6.- Lavar la placa tres voces como ae Indica en 2. 

7.- Adicionar alfcuoto.s de 150 mlcrolftros de solucl6n recllln preparada de sustrato a cada cavidad. 
Incubar a temperatura amblenle por una hora o el tiempo necesario para ver reacción. 

e.- Detener la reaccl6n agregando 50 mlcrolltros de Na OH 3M a cada cavtdad. 

Técnica propuesta por Clerk Adams, en 1en, con algunas modlflcaclonos del Programa Naclonal de 

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

a) Observación visual 
b) Midiendo la densidad ópllca a 405 nanómetros para la fosfatasa a1callna y fosfato de p·nltrofen\lo. 

A) Preparación de la muestra: 

La muestra (ho}a) debe molerse con PBS Tween+2% de po1Mn11 plrrolk:lona (PVP),+0.2% do 

a1búmlna de huevo. OUuclones entre 1/10 y 1/20 dan buenos resultados. 

B) Dllucl6n del conjugado: 

El conjugada se diluye (1: 1000) en PBS. Tween + 2% do PUP + 0.2% de albúmlna de huevo. 

C}Preparacl6n del substrato: 

a) Fosfato de p· nltrofonlla 0.6 mg/mf de Buffer para substrato. 

BUFFERS 

PBS: (PH 7.4) 
e.og Nacl 
0.2gKH2PQ4 
2.9g N112 HPO• .12H20 
0.2gKcl 
0.2g Na Na 
PBS·Tween • PBS + O.Sml de Tween 20 por litro 

Buffer para aub1trato. 
A) Para fosfatasa alcanlna: 
97ml de dletanolamlnn 
BOOml de agua 
0.2gdeNa NJ 
añadir Hcl hasta que de un pH de 9.8 

Nota: todos los buffers se aloran e 1 litro de agua 

Buffer do Cobertura (PH 9.6) 
1.5gNa2C03 
2.93g NaHCOa 
0.2g NaN3 

B) Para peroxldasa de rábano picante: 
7.3g Naa HPQ4 
5.1 g Acldo cltrico 
0.4 mi Ha 02 al momonto do usarte 
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Apéndlce4 

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 
(FIJ, Y SUBCUL TIVADAS SIN ASA (Fii) A MEDIOS DIFERENTES. LOS RESULTADOS SON 
DE6CLONES 

No, MEOIOIJ 
CLON 

FJPG MSm1 
n°10J0 10J MSm1 

MSm1 
MSm.. 

'iMSm5 
n-tR-:?IJ MSm1 

MSm1 
MS~ 

MSms 
71Vi·llO MSm1 

MSmz 
MSou 
MSm~ 

FIMSm Msm..i .. 
77-103·103 MSms­

Msma• 
78·7·1111 Msm..i• 

n.9u,5 
ISO 

258 

67tílX>7 

MSms• 
MSms­
MSRl6• 
MS""u 

j~Sm1• 

IMsmi 

l~ISmt• 
¡. 
MSnl4º 

!~sms· .. 
\Ms~· 
1¿i:~· 
~C.2 
'so BROTO 

O R O A 
UNICAMEl'ITE CON ASA 

% EXP. No, BROT TRAT. 
BROT EXP. 

30 

20 

40 
20 
20 
20 

40 2.5 

25 ' EN NINGUN MEDIO 

10·Sy 10-6 

10· 

10• 

Fl e 
n°IA·261MSm5º 

c.i• 
77-IOJ.10 MSmSº 20 1 10~ 
77-97-65 tNO BROTO EN NJNGUN MEDIO 

·SINGA1 
.. CON O.l:?S ppm DE GA3 

NOGENESIS 
UNICAMENTE ASA Y TESTIGO 

TESTIGO 
% EXP. No. BROT % rucr. No. BROT TRAT. 
BROT EXP. DROT EXP. 

30 

20 

20 
20 
20 

23 
40 
20 

80 

'º 
80 
40 

20 
40 

20 

2. 

' 2.5 

20 Test 

30 

40 

20 

80 

"º 

40 

40 

"' 

40 

2.5 
2 

2.6 

1.5 

3.5 
3 

T"'I 

Test 

10• 



CUADRO 13.- PORCENTAJE DE EXPIANTES DE S. tuberosum CON REACOON NEGATIVA A PVX EN !A PRUEBA DE ELISA, 
DESPUES DE SER TRATADAS CON ASA YNo. DE EXP!ANTES POTENCIAL A PROPAGAR. 

Q.ON No. 71·1A·l6 ODNNo.11-'11-65 
TRATAl>oscoNASA =-nao TilATADOSCONASA lT:STIGO 

TIPOD~ No 1 ~l!.V., "'EXP. No.DEEXP. No.EXP. o;r.EXP. ..EXP. No.E.XP.(·} No.EXr. '>EX!' ~l!XP. No.l!Xf'.(·) NoEXP .. EXP. %E.'<P. r-:o.1~r<-> 
ltxPIAN EXPLA (-) CON (o) (·) (o) roN PO'!ENOAI (o) (o) OON PO'lENOA1 (·) (·) OON l'01ENC1AI. 

(-) TAU.O POTE.'iClAL TAU.O A TAU.O A TAIJJl A 
(-}Y/O A (·}Y/O PROP,\GAR (·)Y/0 PROPAGAR (-)Y/O rRorAtiAR 

naarns PROPAGAR DRO'll:S DRCJreS nRan:s 
RAMAS "'"'"' RAMAS RAMAS 

TAUOS " " JO "' • .. "" 
., 

" " 7.H '" ll " U2 1 "' 
DIUJTES 2 ,,, o " o o o o " JOI o ., IJ 1 ,. 1 o 1 " 
RAMAS 

' 
,,. ,. • • ., 

" 12 

~--· 
IOTA!. 

" JO 81 12 375 " 1 ., 1 1 7.14 1 182 1 >t 1 1 14.2 1 ... 

NDT A: EL POTENCIAL ES EN PROMEDIO EL No. DE YEMAS POR TALLO (l) Y POR BROTE (J). 

> 
"' !l' ... 
¡¡ 
"' 

$ 

en 
>f"?"I r- e~ --=, 
~¡::;:¡ 

¡;;; ~ 
:<?: 

~ e:¡ 
a; s ¡:¡; 
-io;i 
{;!:!...., 
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