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RESUMEN

Actualmente el cultivo de tejidos vegetales como una de las téecnicas més modernas
en la agricultura, permite obtener elevados volimenes de material vegetal de buena
calidad para la siembra en numerosos cultives, impactando directamente en el incremen-

to de la calidad y rendimiento de las cosechas.

El ohjetivo del presente trabajo fue evaluar el comportamiento de las variedades de
papa Desirée, DT0-28 y Baraka en tres medios de cultivo: M1 (Sales MS + 0.5 mg/l * AIA
+ 0.2 mg/l Kinetina + 0.2 mg/l Tiamina-HCL); M2 (Sales MS + 0.2 mg/t Tiamina-HCL) y
M3 (Sales MS + 0.25 mg/1 **GA3z + 0.2 mg/l Tiamina-HCL) y tres subcultives continuos.
Se evaluaron las variables Altura de plantula, Longitud de entrenudos y Ntiimero de hojas.

Las tres variedades manifestaron una dindmica de crecimiento muy variada en los
medios de cultive ¥ en los subcultivos. Desirée registré disminucién del mimero de hojas
en la medida que incrementaron los subcultivos, Igual tendencia mostré DTO-28. Por el
contrario Baraka superé ligeramente el nimero de hojas en el subcultivo dos al obtenido

en el subcultivo uno, alcanzando los valores maés altos en el subcultivo tres.

Desirée y Baraka presentaron un comportamiento aceptable en el medio dos y DTO-28

en el medio tres.

*AlA = Acido Indol Acétice
**AGs = Acido Giberélico
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L INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum 1..) pertenece a la familia Solanaceae y al género Solanum.
Es originaria de América del Sur (Montaldo, 1984; Lépez, et al., 1984) y es parte
fundamental de la dieta humana. Provee cantidades significativas de proteinas, carbohi-
dratos, hierro y doce vitaminas esenciales. Est& considerada entre los primeros cinco
cultivos alimenticios junto con el trigo, arroz, maiz y cebada (Mejia y Vitorelli, 1988).
Ademas es utilizada en la alimentacién animal en paises templados y frios (Montaldo,

1984).

En la actualidad la papa se produce en muchos paises del mundo. El cultivo puede
propagarse sexual y asexualmente, siendo éste Giltimo método de mayor preferencia en
la produccién comercial, ya que asegura la conservacion de los caracteres varietales
durante generaciones sucesivas, implicando menor costo (Costa y Estrada, 1988),

En Nicaragua se cultiva la papa en los departamentos de Esteli, Madriz, Matagalpa
y Jinotega en los cuales la produccién estd limitada por la falta de tubérculo-semilla de
buena calidad y por la incidencia de plagas y enfermedades (Mairena, 1991. Comunicacién

personal).

El cultivo de tejidos vegetales, es una solucién viable para resolver algunos de estos
problemas. En los iltimos afios el desarrollo de la técnica de micropropagacién ha tenido
gran éxito, y permite obtener grandes volimenes de plantas libres de plagas y enferme-
dades, las cuales poseen mayor vigor y homnéeneidad genética (Hurtado y Merino, 1987);
ademads, garantiza la produccién de material en cualquier época del afio, posibilitando asi
la programacién para los periodos en que haya mano de obra disponible (Centro Interna-

cional de la Papa, 1985).



A pesar de numerosas investigaciones sobre micropropagacién de la papa, existen
pocas publicaciones de trabajos relacionados con el comportamiento de las variedades en
diferentes medios nutritivos, considerando factores como el tamafio del meristemo,

concentracién de reguladores de crecimiento y consistencia del medio (Aguilar y Reyes,

1987,

Dadas las ventajas que el cuitive de tejidos vegetales representa para la agricultura
el objetivo de la presente investigacién fue estudiar el comportamiento en la micropropa-
gacién de las variedades de papa Desirée, DTO-28 v Baraka por el efecto de tres variantes

de medios de cultivo y tres subcultives sucesivos,



1L REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Cultivo de Meristemos

Diversos autores explican de manera particular la definicién de meristemo, pero en comin
sefialan que el meristemo es un tejido que contiene células en continua divisién celular
no diferenciadas, de caricter embrional y metabolismo intenso con dimensiones no

mayores de 0.1 mm de longitud (Lozoya, 1985a, Navarro, 1987; Espinoza et al., 1989).

Amesquita y Mingo-Castel, (1989) citando a otros autores apuntan que los procesos
de diferenciacidn de los meristemos estan influenciados por diversos factores como son;
Tamaiio del meristemo, tipo ¥y composicién del medio de cultivo, concentracién de los
reguladores de crecimiento, localizacién de la yema en el brote y condiciones ambientales

de incubacion.

Las plantas adultas poseen varios tipos de meristemos: Primarios, intercelulares y.
foliares. En los meristemos primarios estdn los de tallo y de raiz, los que a su vez pueden
ser terminales o laterales, Segiin la especie; los meristemos de tallo son mas complejos y
variables que los de raiz (Margara, 1988).

2.1.1 Importaneia del cultivo de meristemos

El cultivo de meristemos se usa fundamentalmente en el saneamiento de cultivares
infectados con virus y en la propagacién vegetativa a gran escala (Margara, 1988). En la
papa, los meristemos son ideales en la propagacién por las siguientes razones: Genética-
mente son mas estables que otros tejidos, es menor el nivel de infeceién viral y pueden

erradicarse completamente patégenos de los mismos (Espinoza ef al., 1989).

Del resto de tejidos que se cultivan in vitro los meristemos apicales son mas eficientes

para producir plantas, las cuales en un medio adecuado regenerardn a las mismas més




répidamente y conservardn la identidad genética de sus progenitores por la naturaleza
diploide de las células meristeméticas (Navarro, 1987).

2.1.2 Propagacién masiva de clones

En cafia de azdcar a través del cultivo de meristemas se han obtenido elevadas tasas de
multiplicacién, Suvaire y Galzy, (1987) plantean que se pueden obtener 10 mil plantas
en un afio a través de un meristemo. Mendre et al., (1983) reportan que se pueden producir
hasta 200 mil plantas en seis meses, mientras que Lee, (1986) afirma que se pueden
producir potencialmente hasta 400 mil plantas partiendo de un solo individuo. Sin
embargo, el Colectivo de Laboratorio de Biotecnologia de 1a UCLV, (1988) recomiendan
obtener de un meristemo como méximo 10 mil plantas de cafia de aztcar para evitar

posibles variaciones genéticas.

Damasco y Barba, (1983) reportan que se pueden obtener a partir de un meristemo
un miilén de plantas de banano en 10 meses. Allan, (1979) sefiala que después de
conservar material genético de camote (Ipomoec batatas 1..) a tasas minimas de creci-
miento, mantuvo al mismo en un medio de multiplicacién durante 15 pases sucesivos
produciéndose una propagacién potencial de mas de un millén de plantas en un afio con
un alto grado de uniformidad genética en la progenie.

2.1.83 El cultivo de meristemos en la erradicacién de virus

Morel y Martin (1952) fueron los primeros investigadores en obtener plantas de Dalia
libre de virus mediante cultive de meristemos (Villalobos, 1985a; Hurtado y Merino,

1987).

Se sabe que aunque la distribucién de los virus en la planta hospedera no es uniforme,
son los meristemos los que estdn exentos de virus o contienen las mas bajas concentra-
ciones de éstos. Por esta razén, es que el empleo de meristemos es la via més eficiente

para erradicar virus de plantas enfermas (Mejia y Vitorelli, 1988).




También se eliminan otros patégenos como hongos, bacterias, micoplasmas, etc. pero
los virus por su complicado metabolismo y su tamafio en relacién al de su hospedero,

présenta_n mayor complejidad para eliminarlos de los tejidos que infectan (Lozoya, 1985a).

Mediante pruebas de deteccién de virus, en meristemos de varias especies de plantas
se han encontrado resultados positivos, tal es el caso del (TMW) en meristemos de tabaco,

y tomate, el (PVX) en papa y el virus del mosaico en clavel (Mejia y Vitorelli, 1988).

Esto ha eonducido a combinar el cultive de meristemos con tratamientos de termote-
rapia y/o quimioterapia obteniéndose mucho éxito (Navarro, 1987). En papa se cbtuvieron
40% de plantas sanas con termoterapia, exponiéndose las planias a temperaturas mayo-
res de 38°C durante 10 dias. En clavel, yuca, fresa y crisantemo que mpcﬁan mayores
temperaturas que la papa se puede obtener hasta un 100% de plantas sanas (Lozoya,
1985a).

2.2 Medios de cultivo (generalidades)

La composicién del medio de cultivo y el empleo de tejidos viables entre otros factores,
influyen en el éxito del cultivo de tejidos. A los investigadores Sacks (1860} y Knops (1861)
se debe la creacién del primer medio nutritivo lamado Solucién de Knops y aiun empleado

en la actualidad, ellos observaron que las plantas absorbian nutrientes inorgdnicos

(Villalobos, 1985a).

A partir del descubrimiento de que se podian obtener plantas de tejidos no diferen-
ciados se comenzd a realizar investigaciones que se relacionaron con las necesidades

nutricionales de los cultivos in vitro (Margara, 1988).

Actualmente se utilizan un sin nimero de medios de cultive que toman el nombre del.
autor y el afio de su creacién. Asi, por ejemplo, el medio bésico de Murashige y Skoog,

(1962) es el mas ampliamente usado en la mayoria de especies incluida la papa; los cuales
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se diferencian por la composicién y concentracion de las soluciones empleadas y pueden
ser stlidos, semisélidos y liguidos (Merino, 1987).
2.8 Componentes de un medio de cultivo

Para un crecimiento vigoroso y saludable, las plantas necesitan grandes cantidades de
macronutrientes, pequefias cantidades de micronutrientes; asi como vitaminas, regula-

dores de crecimiento y carbohidratos (Liépez, 1985; Withers, 1985).

Un medio de cultivo adecuado estd compuesto de: Sales minerales, vitaminas, regu-
ladores de crecimiento, aminodcidos, fuente de carbono, agar y otros suplementos orga-
nicos, los que varian ampliamente respecto a su composicién y concentracién (Mejia y
Vitorelli, 1988).

2.3.1 Sales Minerales

Las sales que las plantas requieren en mayor cantidad son: nitrégenc (N), fésforo (P),
potasio (K), magnesio (Mg), calcio (Ca) y azufre (S), los cuales se adicionan como iones,

cationes o en forma de compuestos para una mejor absorcién de los mismos (Lépez, 1985).

En menor cantidad, se agregan los micronutrientes que se usan como sales de iodo
(D), fierro (Fe), boro (Bo), cobre {(Cu), molibdeno (Mo) y cobalto {Co). Estos elementos son
componentes de la planta y son importantes para su fisiologia y metabolismo (Mejia y
Vitorelli, 1988).
2.3.2 Vitaminas
Son requeridas por las plantas en pequefias cantidades y son importantes como cataliza-
dores en el metabelismo (Lépez, 1985).

La Tiamina es la tinica vitamina importante para el desarrollo de las células vegetales,
su papel estd intimamente ligado con el metabolismo de los carbohidratos y es sintetizada
en el extremo de las raices (Ramos et, af, 1985; Lépez, 1985; Margara, 1988), También se



pueden agregar otras vitaminas de menos uso que la Tiamina: Acido nicotinico, Pirodo-
xina-HCL, Mio-inositol y Acido D-pantoténico (Mejia y Vitorelli, 1988),
2.3.3 Repuladores de crecimiento

Se denominan asi a diversas sustancias que las plantas producen endégenamente en
pequeiias cantidades necesarias para modificar el crecimiento y la diferenciacién celular.
Estas sustancias pueden tomar otros nombres como: Sustancias de crecimiento, fitohor-
monas, hormonas de crecimiento, ete. (Guern, 1973). Existen también andlogos sintéticos
gue se incorporan a los medios de cultivo y cumplen las mismas funciones (Mejia v
Vitorelli, 1988). Leopold y Kriedéeman, (1975) citados por Barba, (1987); reportan la
existencia de cinco tipos de reguladores de crecimiento divididos en tres grupos: 1)
promotores de crecimiento (auxinas, citocininas y giberelinas; 2) inhibidores de crecimien-
to (dcido abseisico); y 3) etileno.

Auxinas

Las auxinas desempefian una funcién importante en la expansién de tallos y coledptilos
estimulando también la divisién ecelular (Weaber, 1984). Asi mismo las auxinas en
interaccién con las citocininas regulan la iniciacién de brotes y raices. Una alta concen-
tracién de auxinas favorece el enraizamiento mientras se inhibe la formacién de brotes,
por el contrario las altas concentraciones de citocininas inducen la iniciacién de brotes y

suprime el enraizamiento (Murashige, 1974).
En cultivo de tejidos las auxinas de uso frecuente son: El Acido Indolacétice (AIA),
Acido Indolbutirico (AIB), Acido naftalenacético (ANA) ¥ el Acido 2,4-Diclorofenoxiacético

{2,4-D) las cuales actiian sobre el crecimiento y desarrollo de la planta (Mejia y Vitorelli,

1988),
E! AIA es una auxina natural que por efectos de la luz y la enzima AlA-oxidasa

presente en tejidos cultivados in vitro es degradada, por ésta razén debe agregarse en



altas concentraciones (1-30 mg/1). En cambio el ANA es una auxina sintética y no es
igualmente oxidable como el ATA, puede adicionarse en bajas concentraciones 0.1-2.0

mg/D. El 2.4-D es una auxina més potente que el ANA y el AIA (Dodds y Roberts, 1982).

Lépez, (1985} y Barba, (1987) reportan que el AIA y el AIB se adicionan en concen-
traciones que varian de 0.1-10 mg/l. De acuerdo a la magnitud con que las auxinas
promueven la expansién celular éstas pueden seguir un orden creciente: 2,4-D, ANA, AIB,
y AIA (Lépez, 1985).

Villalobos et al., (1991) reportan que la induccién de raices en Opuntia amylacea fue
posible en un medio MS sin suplemento de auxinas aunque la adicion de éstas mejoré la
capacidad de diferenciacién de las raices en los brotes.

Citocininas

Las Citocininas mas empleadas en cultivo in vitre son: Kinetina (KIN), Bencil Amino
Purina (BAP) y Zeatina (ZEA). Las dos primeras son compuestos sintéticos mientras que
la ZEA es de ocurrencia natural. La Kinetina es adicionada & una concentracién de 0.1

mg/l para la induccién de callo y se puede emplear el agua de coco como una citocinina en

concentracion de 10-15% (Murashige, 1974).

Las citocininas actian en interaccién con las auxinas (Morel, 1973). Al igual queen
plantas intactas, en tejidos in vifro las auxinas y la kinetina participan en la actividad
meristematica y desarrollo de érganos; el AIA y la kinetina son requeridos para la sintesis
activa de ADN, mitosis y procedimiento continuo de divisién celular (Skoog y Miller,
1957).

Villalobos (1985b) considera que las citocininas combinadas con las auxinas-estimulan
la divisién celular interactuando en la determinacién de la ruta que seguiré la diferen-
ciacion celular. En cultivo in vitro las citocininas en mayores concentraciones que las
auxinas inducen la formacién de érganos iniciando el desarrollo de yemas, Asf mismo, se
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ha comprobado que e] papel de las citocininas en la iniciacién de raices es limitado. Parece

ser que éstas controlan el sistema vascular de 1as mismas (Skoog y Miller, 1957).

Villalobos et al., (1991) reportan que en la micropropagacién del Agave empleando
medios de cultivo que contenfan KIN (1 mg/D) + AIA (0.5 mg/l), obtuvieron un brote de 6
cm de largo por cada yema incubadsa a los 15 dias. Comparativamente las yemas
cultivadas en un medio con KIN (1 mg/} y AIA (2 mg/]) a los 45 dias alcanzaron un
promedio de 6 brotes de 3 cm por cada explante.

Giberelinas
En la natursleza existen giberelinas a las cuales se conocen como GAj1, GA2, GAs hasia
GAs0. Estas se encuentran en mayor cantidad en la proximidad del dpice del tallo y se

transportan rapidamente por toda la planta (Barba, 1987).

El papel principal de las giberelinas es la elongacién extrema de los entrenudos sin
aumentar su nimero, Esto se debe al crecimiento de la cantidad y tamaiio de las células.
En variedades enanas al aplicar este tratamiento, éstas se transforman en plantas
normales. Se cree que las giberelinas son sintetizadas en las hojas muy jévenes (Guern,

1978),

Villalobos (1985b) afirma que se utilizan las giberelibas en algunas especies para
obiener plantas libres de virus mediante cultivo de meristemos y su adicién al medio de
cultivo no es critica, Murashige (1974) considera que las giberelinas estimulan el creci-
miento de érganos y generalmente detienen la iniciacién de érganos. En presencia de luz
el Acido Giberélico (GA3) inhibe la formacién de raices; sin embargo en oscuridad,

especialmente en combinacién con auxinas estimulan el enraizamiento.
El AG3 utilizado en el bicensayo-de la zanahoria estimula la divisién celular en lugar
de producir alargamiento, especialmente en presencia de carbohidratos. La concentracién

varia entre 0.01 a 1.0 mg/l, pero cuando éstas se exceden de 1 mg/l se vuelven téxicas



comeo se ha experimentado en cultivos de Heplopappus; en consecuencia se recomienda
utﬂiz@ bajos niveles y con cautela, son termolédbiles y deberian esterilizarse con
filtros (Krikorian, 1991).

2.4 Materiales inertes de soporte

El agar es mas ampliamente usado, provee un gel himedo que sirve coms soporte al
inéeculo. Cuando se utiliza medio liquido, el papel filtro o 1a fibra de vidrio pueden servir

de puente entre el explante y el medio de cultivo (Cisne, 1989).

Existen marcas comerciales de agar que poseen trozos de microelementos, que en
combinacién con los del medio pueden provocar -toxici&ad al igual que falta de aireacién,
por disminuir la velocidad de difusién o por concentracién de metabolitos producidos en
1a regién de excisién de material lefioso de facil capacidad oxidativa (Fuentealba, 1989).

2.5 Factores fisicos

Las condiciones fisicas a las cuales son sometidos los explantes in vitro se pueden
controlar perfectamente. Estas varian dependiendo de la especie y propésito del cultivo

de tejidos. Lia temperatura y 1a luz son los factores fisicos méas importantes (Perea y

Navarro, 1988).

2.5.1 Temperatura

Los cultivos in vitro pueden manteénerse en un rango amplio de temperatura. Villalobos
(1985b) reporta que los explantes pueden someterse a temperaturas que varian de
20-30°C y sugiere que los pretratamientos con bajas temperaturas pueden influir en la
merfogénesis in vitro. Es aceptable para la incubacién temperaturas entre 25-30°C

aunque segin la especie varian entre 20-32°C (Lozoya, 1985b). Las temperaturas de

20-25°C favorecen la rizogénesis in vitro (Margara, 1988).

En la conservacién de germoplasma las bajas temperaturas juegan un papel impor-

tante en la reduccién del crecimiento de los tejidos sin que afecte la viabilidad de los
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mismos cuando se combinan con modificaciones a los medios de cultivo. Esto permite la
conservacién de material vegetal a mediano plazo sumentando el periodo de transferencia

a un medio fresco.

Roca et al., (1992) reportan que en el cultivo de la papa a 24°C las pléntulas crecen
rdpidamente y a los 6 meses se deterioran irreversiblemente; sin embargo, a 8-10°C el
crecimiento es lento y mantienen alta viabilidad.

252 Luxz

La luz es un factor fundamental en la morfogénesis en condiciones controladas ya que
influye en la diferenciacién y crecimiento (Villalobos, 1985b). Esta afecta el desarrollo del
indculo incidiendo en la sintesis y ia acumulacién del almidén asi como en las hormonas

enddgenas entre otras sustancias (Lozoya, 1985b).

Los aspectos més importantes de la luz son: Duracién diurna (fotoperiodo) que
generalmente se regula de 16-18 horas luz y 8 horas oscuridad y la intensidad que se mide
en lux y generalmente varia de 1000-10000 lux (Lozoya, 1985b; Villalobos, 1985b; Perea
v Navarro, 1988).

La alta intensidad de hiz es necesaria para legrar un buen enraizamiente cuando se
desea aumentar la cantidad de propdgulos que serén transferidos al suelo. Esto lo han
conseguido en Helianthus tuberosus con 5000 lux y fotoperiodo de 12 horas. Los dias largos
no influyen en el desarrollo de cultivo de tejidos de plantas las cuales estdn normalmente

respondiendo al fotoperiodo (Murashige, 1974},

Villalobos ef al., (1984) demostraron que la liiz interacciona con la citocinina BAP para
inducir el proceso morfogenético en cotiledones de Pinus radiate. En el experimento los
cotiledones cultivados en medios suplementados con BAP y expuestos a total oscuridad
no mostraron crecimiento. Por el contrario sélo 3 dias bastaron para iniciar el proceso de

diferenciacién el cual aumenté con el incremento de los dias de exposicién a la luz.
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2.5.3 pH del medio

En general un alto pH (6.0} da buena solidez al medio de cultive y un bajo pH (4.5) no
permite que el agar gelifique (Department of Tropical Crop Science Agricultural Univer-
sity, 1984),

E! colectivo de Biotecnologia de 1a UCLV, (1988) consideran que el pH baja dos décimas
de unidades durante la esterilizacién de los medios de cultive. En los medios liquidos baja
mis que en los sélidos y por tal razén recomiendan elevarlo de 2 a 4 décimas por encima

del pH éptimo, para un buen desarrollo en el proceso fisiolégico de las plantas.

El pH debe ajustarse a cada casc en particular (Margara, 1988). Segin la especie que
se cultive éste varia, por eiemplo: Camote (5.6); yuca (5.7-5.8); y papa (5.6-5.7) (Allan,
1979; Roca, 1980; Mejia y Vitorelli, 1988) respectivamente.

Maérgara, (1988) citando a Ston {1963) reporta en clavel un 59% de éxito con pH 5.5 y
solamente de 4% con pH 6. Dodds y Roberts, (1984) citando a diversos autores reportan
que la fusién de protoplastos en avena (Avena sativum L. y maiz (Zea mays, L. estd

influenciada por un pH alto (10.5) y una alta concentracion de calcio a temperatura de

37.5°C.
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II!;

3.1

MATERIALES Y METODOS
Localizacién del experimento

El presente trabajo se realizé en el Laboratorie de Cultivo de Tejidos del Programa de

Recursos Genéticos Nicaragiienses (REGEN) de la Universidad Nacional Agraria (UNA},

ubicada en el Km. 12 1/2 carretera norte, Managua en los meses comprendidos de Enero

a Julio de 1991,

3.2

33

Materiales y equipo

Pinzas

placas petni

hojas de escalpelos

potenciémetro

agitadores y calentadores electromagnéticos
balanza analitica

mecheros de Bunsen

horno

autoclave -

Esterilizacién de materiales y equipo

-alechol 70%

destilador de agua
marcadores
masquintape

parafina

beakers

pipetas

camara de flujo laminar
papel aluminie

algodén

Los frascos se esterilizaron en autoclave a 125°C durante 45 minutos. Las placas petri,

pinzas y escalpelos se esterilizaron en horno a 170°C durante una hora. Antes de

transferir el material vegetal a los medios de cultivo, se esterilizé la cAmara de flyjo

laminar con rayos ultravioletas durante 15 minutos y se limpié con alcohol al 70%. Asi

mismo éste fue empleado para frotarse constantemente las manos durante la transferen-

cia del material. Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121°C yal

atmésfera de presién durante 21 minutos.
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8.4 Preparacion de los medios de cultivos

Se utilizaron las sales del medio bésico de Murashige y Skoog, (1962) (Tabla 1).

Tablal Constituyentes del medio bésico Murashige y Skoog, (1962)

Solucién Constituyentes Concentracién Final
(mg/l)
1 NH4NO3 1650 mg
2 KNO3 1900 mg
3 MG S04 7Hz 370 mg
4 KHgz PO4 170 mg
5 H3 BOs 6.2 mg
6 MnS0O4 Hg 22.3mg
7 ZnS04 7THg 8.6 mg
8 Nag Mo(O4 2H2 0.258 mg
9 Cu 804 0.025 mg
10 Co Clg 6H20 0.025 mg
11 Kl 0.83 mg
12 Ca Clz 2Hz 440 mg
13 Naz EDTA 373 mg
14 FeSO4 TH2 278 mg
15 o  Tiamina-HCL 0.4 mg
Fuente: Murashige, T. and Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth

and bioassays with tobacco tissue cultures. Physiol. Plant, 15:473-497,

Una vez aforados los medios de cultivo, se les ajusté el pH a 5.6 con la adicién de
hidréxido de potasio (KOH) al 1N, luego se les agregé el agar y se disolvié en agitadores
electromagnéticos hasta su ebullicién. Posteriormente se vertieron en sus frascos respec-
tivos.

3.5 Siembra del material vegetal

Las plantas que se utilizaron procedian de condiciones in vitro las que se dividieron en
segmentos de 10 mm aproximadamente bajo condiciones de asepcia en una cdmara de
flujo laminar, estos segmentos se inncﬁiaran en frascos de 11.5 ¢cm de alto por 6.5 em de
diametro los cuales contenian 30 ml del medio base MS semi-sélido con diferentes

variantes de vitaminas y hormonas (Tabla 2).
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Tabla2 Variantes del medio biasico Murashige y Skoog, (1962), can-

tidades en mg/
CONSTITUYENTES | M1 M2 M3
Auxinas (AIA) 0.5 . .
Citocininas (Kinetina) 0.2 - .
Giberelinas (AG3) - . 0.25
Tiamina-HCL 0.2 0.2 0.2
Piridoxina 1.0 R -
Glycina 0.2 )
Acido nicotinico _ 1.0 - .
M1 = Medio uno.

M2 = Medio dos.
M3 = Medio tres.

Los frascos fueron mantenidos en una cdmara de crecimiento a temperatura de 25°C
+/- 1; con una intensidad luminica de 2500 lux y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas

de oscuridad durante treinta dias.

Se realizaron tres multiplicaciones sucesivas (subcultivos) siguiendo los pasos ante-
riormente descritos.
8.6 Disefio del Experimento
El experimento se establecié en un Disefio completo al Azar (DCA) en un arreglo
trifactorial. Los resultados se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANDEVA) y
se realizd una separacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad determindndose

los siguientes factores y niveles como se observa en la Tabla 3.
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Tabla3 Factores en estudio realizados en ¢l experimento durante el

periodo comprendido de Enero a Julio de 1991

Factor A: Variedades Factor B: Medios de Cultivo _ Factor C: Subcultivos
-a1 = Desirée -bi = Primer tratamiento -¢1 = Primer subcultivo
-ag = DTO-28 -bgz = Segundo tratamiento -cg = Segundo subcultivo
-as = Baraka -bg = Tercer tratamiento -c3 = Tercer subcultive

3.7 Tratamientos

Se utilizaron las variedades de papa Desirée Baraka y DTO-28 y tres medios de cultive
(Tabla 2) con veinte repeticiones por tratamiento y tres subcultivos.

3.8 Evaluaciones

Las evaluaciones se realizaron a los 80 dias, después de inoculados los explantes. Lag
variables evaluadas fueron:

Altura de la planta: Se midié con una regla graduada en centimetros a cada una de

las observaciones desde la base del tallo hasta la yema apical.

un nudo y el subsiguiente en cada una de las observaciones,

Niimero de hojas: Se contaron todas las hojas completamernite desarrolladas en cada

ina de las observaciones.
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IV. RESULTADOS
4.1 Primer subcultivo
4.1.1 Altura de plantula

En la ANDEVA realizado a la variable altura se observan diferencias significativas en el
comportamiento entre variedades al igual que en las interacciones variedades-medios de

cultivo, sin embargo, entre los medios no existen estas diferencias {(Anexo 1).

En la variable altura de la pléntula, la variedad Desirée en el fercer tratamiento
presentd el mayor valor 8.30 em diferencidndose significativamente de los obtenidos en
los tratamientos uno y dos segun la prueba de DUNCAN para rangos miltiples; la
variedad DTO-28 aunque no reflejé diferencias estadisticas por efecto de los tres trata-
mientos, numéricamente presenté mayor altura en el primer tratamiento con 7.50 cm;
Baraka también no presenté diferencias estadisticas en los tres tratamientos, pero en los
valores cuantitativos, en el tercer tratamiento manifesté ligeramente mayor altura en el

primer y segundo tratamiento con valores respectivos de 4.11, 3.65 y 3.02 ecm (Tabla 4).

Tabla4 Prueba de DUNCAN al 5% de probabilidad y promedios de altura

de pldntula {cm) de tres variedades de papa en el Primer sub-

cultivo
M1 M2 M3
Desirée 6.18b 7.05b 9.30 a
DTO-28 7.50b 7.18b 6.25hb
Baraka 3.65¢ 3.02¢ 411¢c

Fecv. = 34.66559
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4,1.2 Numero de hojas

En el ANDEVA de la variable niimero de hojas se observan diferencias significativas entre
las variedades, los medios de cultive y las interacciones (Anexo 3).

En 1a variable niimero de hojas estadisticamente no existieron diferencias entre las
variedades Desirée y DTO-28, pero si entre éstas y Baraka. Los promedios de las
evaluaciones registradas por Desirée en el primer tratamiento y DTO-28 en el primer y
tercer tratamiento fueron minimas con valores respectivos de 5.80, 5.70 y 5.75.

Otra diferencia numérica minima se observé entre Desirée en el tercer tratamiento
con 7.25 y DTO-28 en el segundo con 7.00; Baraka con resultados estadisticos menores
que las otras variedades, también presentdé una dindmica de crecimiento con diferencias
minimas por influencia de los tratamientos, registrandose promedios de 3.55, 3.66 y 3.65

para el primero, segundo y tercer tratamiento respectivamente (Tabla 5).

Tabla5 Prueba de DUNCAN al 5% de probabilidad y promedios del

niimero de hojas de tres variedades de papa en el primer sub-

cultivo
M1 M2 M3
Desirée 580a 6.25a 7258
DTO-28 5.70a 7.00a 575 a
Baraka 3.55b 366hb 3.65b
Foev, = o 11.588907

4.1.3 Longitud de entrenudos

En el ANDEVA de la variable longitud de entrenudos se observan diferencias significa-
tivas entre las variedades en estudio y las interacciones variedades-medios de cultive

(Anexo 3).
18



En la longitud de entrenudos, los menores promedios se expresaron por efecto del
segundo tratamiento en las tres variedades con valores de 1,18, 1.08 y 1.10 cm para
Desirée, DTO-28 y Baraka respectivamente. Las variedades Desirée y DTO-28 registra-
ron los promedios mas altos en el tercer tratamiento con 1.42 y 1.37 em para cada uno de
ellas; mientras que Baraka obtuvo el mejor resultado en el primer tratamiento con 1.32

cm. Los resultados se presentan en la Tabla 6.

Tabla 8 Prueba de DUNCAN al 5% de probabilidad y promedios de

longitud de entrenudos {em) de tres variedades de papa en el

primer subcultivo
_ M1 M2 M3
Desirée 1.24 ab 1.18 ab 142a
DTO-28 1.31 ab 1.08b 1.37 ab
Baraka 1.32 ab 1.10b 1.25 ab:

%ev.= 34.60032

4.2 Segundo Subeultivo
42,1 Altura de plintula

En el Anexo 4 se presenta el ANDEVA de la variable altura de plantula observandose
diferencias significativas entre variedades y medios de cultivo por separado no existiendo

diferencias entre las interaceciones variedades-medios de cultive.

Segiin la prueba de DUNCAN en el tratamiento uno Desirée y DTO-28 tienen
promedios similares 6.95 y 6.75 respectivamente, diferencidndose de Baraka con prome-
dio de 5.55. En el tratamiento dos Desirée obtuvo el més alto promedio con 5.32
diferencidndose significativamente de DTO-28 con promedio de 3.15 y ésta de Baraka con
promedio de 3.94 (Tabla 7).
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Tabla 7 Prueba de DUNCAN al 5% de probabilidad y promedios de altura
de pldntula (cm) de tres variedades de papa en el segundo

subcultivo
M1 M2 M3
Desirée 6.95a - 527b 532h
DTO-28 6.76a 3.15¢ 4.40 be
Baraka 555b 3.94 be 493b

Joecv. = 43.03464

4.2.2 Numero de hojas
En la variable nimero de hojas el ANDEVA determiné que existen diferencias significa-
tivas entre variedades y medios de cultive por separado, pero no existen entre las

interacciones (Anexo 5).

DUNCAN refleja diferencias significativas para las tres variedades en el tratamiento
uno; en el tratamiento dos DT0-28 y Baraka no difieren entre si con promedio de 3.80,
pero Desirée difiere significativamente de éstas con promedio de 5.10. En el tratamiento
tres Desirée obtuvo promedio de 4.9 y DT0O-28 de 4.2, ambas diferencidandose significati-

vamente de Baraka la cual obtuve promedio de 3.90 (Tabla 8).

Tabla8 Prueba de DUNCAN al 5% de probabilidad y promedios de

ntimero de hojas de tres variedades de papa en el segundo

subcultivo
M1 M2 M3
Desirée 68.15a 5.10bc 490ed
DTO-28 525b 3.80f 4,20 de
Baraka 4.15e 3.80f 3.90f

% cv. = 14.89344
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4.2.3 Longitud de entrenudos

El ANDEVA realizado a la variable longitud de entrenudos demostré que existen
diferencias significativas entre las variedades y los medios de cultivo por separado, pero
no hay grado de significancia entre las interacciones variedades-medios de cultivo (Anexo
6).

Segin DUNCAN las tres variedades alcanzaron los més altos valores en el tratamien-
to uno sin obtener diferencias significativas. En el tratamiento dos las tres variedades
obtuvieron similares valores diferenciindose significativamente de los obtenidos en el
tratamiento uno. En el tratamiento tres Desirée y ETC)*ES no obtuvieron diferencias

significativas entre si, pero Baraka se diferencia significativamente de éstas (Tabla 9).

Tabla® Prueba de DUNCAN al 5% de probabilidad y promedios de

longitud de entrenudos (em) de tres variedades de papa en el

segundo subcultivo
M1 M2 M3
Desirée 1428 0960 0.90b
DTO-28 1.38a 092b 1.00 b
Baraka 1.53a 1.07b 1.38a

% cv. = 35.69537

4.3 Tercer Subcultivo
4.3.1 Altura de plantula

El andlisis de varianza de la variable altura refleja que éxisten diferencias significativas
entre las variedades y medios de cultivo por separado, pero no existen diferencias entre

las interacciones variedades-medios de cultivo {(Anexo 7).
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En altura de plantula, las variedades Baraka y Desirée por influencia del tercer
tratamiento obtuvieron los mayores promedios con 8.37 ¥ 7.97 ¢m respectivamente,
DTO-28 expresé mayor altura en el primer tratamiento, aunque no se observaron
diferencias estadisticas con los promedios alcanzados por efecto del tercer tratamiento

con valores en cada uno de ellos de 6.85 y 6.49 em (Tabla 10).

Tabla 10 Prueba de DUNCAN al 5% de probabilidad y promedios de altura
de plintula de tres variedades de papa en el tercer subeuitivo

M1 M2 M3
Desirée 6.53 be 7.30 abc 7.97 ab
DTO-28 6.85 be 6.30¢ 6.49 be
Baraka 6.96 abe 7.60 abc 8.37a

% cv. = 28.86098

4,3.2 Numero de hojas

El ANDEVA de la variable ntimero de hojas refleja que las variedades entre si, presentan
diferencias significativas, sin embargo, los medios de cultivo y las interacciones varieda-

des-medios de cultive no reflejan diferencias significativas (Anexo 9).

Baraka obtuve mayor nimero de hojas gue las otras variedades en los tres tratamien-
tos, destacdndose el primer tratamiento con promedio de 7.3 hojas por pldntula. No se
presentaron diferencias significativas entre Desirée y DT0-28 en los tres tratamientos.
Desirée con promedios de 4.65 en el primer tratamiento y 4.70 en el tercero alcanzé similar
promedio &l obtenido por DTO-28 en el tercer tratamiento con 4.60. Los resultados se

observan en la Tabla 11.
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Tabla 11 Prueba de DUNCAN al 5% de probabilidad y promedios de

niimero de hojas de tres variedades de papa en el tercer subcul-

tivo
| M1 M2 M3
Desirée 465b 495b 4.70b
DTO-28 4.25b 445b 460b
Baraka 7.30a 7.058 6.65 ab

% cv, = 9.767511

4.3.3 Longitud de entrenudos

Los resultados del ANDEVA de la variable longitud de entrenudos indiean que existen
diferencias significativas entre las variedades y también entre las interacciones varieda-

des-medios de cultivo, pero no hay diferencias entre los medios de cultivo {Anexo 8),

La prueba de DUNCAN para la variable longitud de entrenudos, refleja mayor
eantidad de sub-grupos que en los subcultivos 1 y 2. Baraka presenté log menores
promedios con 0.64, 0.88 y 1.02 para el primero, segundo y tercer tratamiento respecti-
vamente. Desirée en el segundo tratamiento y Baraka en el tercero obtuvieron diferencias

minimas en promedio (Tabla 12).

Tabla 12 Prueba de DUNCAN al 5% de probabilidad y promedios de

longitud de entrenudos en tres variedades de papa en el tercer

subcultivo
M1 M2 M3
Desirée 1.52 ab 1.05ed 1.37b
DTO-28 162s 1.38 ab 1.25 be
Baraka 064e 0.88 de 1.02cd

% cv. = 34.67224
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V. DISCUSION

A través de la micropropagacion se obtiene una tasa de multiplicacién més riapida y
elevada que por métodos tradicioh#les. Esta técnica ha sido utilizada en muchas especies
entre ellas el cultivo de la papa (S. tuberosum 1.) 1a que se propaga asexualmente por
segmentos de tallo o tubérculos y sexualmente por medio de semilla boténica, siendo la
primera, la forma de propagacién més empleada porque asegura la conservacién de las
caracteristicas varietsles durante generaciones sucesivas (Costa y Estrada, 1988). Karp
et al., {1982) sefinlan que las plantas producidas de yemas meristématicas son general-
mente de naturaleza uniforme y que las raras variaciones son atribuidas a mutaciones
espontdaneas.

En el presente estudio, las plantas originadas a partir de la inoculacién de yemas
axilares, presentaron un buen aspecto morfolégico y fisiolégico, pero con diferencias en
los resultados producto de una dindmica de crecimiento muy variada, tanto por el efecto
que ejercieron los tratamientos sobre las variedades en cada una de las variables
evaluadas (altura de plantula, longitud de entrenudos y niimero de hojas) como por las
diferencias en la constitucién genotipica de cada una de las variedades produciéndose el
siguiente comportamiento en los tres subcultivos: Generalmente, al ser mayor la altura
de la plantula y menor la longitud de entrenudos, se incrementé el nimero de hojas yal
ser mayor la altura ¥ la longitud de entrenudos, menor fue el promedio de hojas formadas.

Esta tendencia puede observarse en la figura 1.
En dependencia de una u otra tendencia que se prensents, la tasa de multiplicacién
podré ser mayor o menor debido a que cada hoja tiene en la base del peciolo una yema

axilar que estara en capacidad de producir una nuevsa plintula debidamente formada en

un periodo aproximado de cuatro semanas. Amirouche et af.,(1985) sefialan que las
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Figura 1.Efecto de tres medios de cultivo sobre la altura, longitud de entrenudos
y numero de hojas de tres variedades en el primer subcuitivo
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plantas de papa que desarrollan mayor altura tienden a producir mayor nimere de

entrenudos que las que tienen menor altura.

Se debe considerar en relacién a los resultados obtenidos que en el estudio realizado
se utilizaron indistintamente yemas de partes apicales, centrales y basales; sin realizar
una seleccién previa del material vegetativo, partiendo que el presente experimento
serviré para su posterior aplicacién a nivel comercial donde se incluye el empleo de yemas

ubicadas en diferentes partes de la plantula.

Maroti ef al., (1982) sefialan que entre los muchos factores afectan la diferenciacion
de los dpices meristemdticos esta la localizacién de la yema en la plantula, Estudios
realizados por Nowak y Colborne, {1989) en microtuberizacién de papa no incluyeron

yemas apicales por encontrar diferencias significativas en la respuesta a la tuberizacién.

Considerando lo seitalado por Caligari y Powel, (1989) sobre la importancia de la
produccion de hojas con sus yemas axilares en la micropropagacién de la papa, dado que
cada yema originaré una nueva pldntula, se determiné la mejor respuesta de las tres
variedades haciendo énfasis en los resultados expresados por la variable ndmero de hojas,
resultados que estdn influenciados en gran medida por los constituyentes que caracteri-
zan a cada tratamiento y por la interaccién entre éstos y el genotipo de cada una de las

variedades estudiadas.

La variedad Desirée redujo el niimero de hojas a medida -éue se incrementaban los
subcultivos, cuando los segmentos de tallo con su yema axilar se inccularon en el tercer
tratamiento (sales MS + 0.25 mg/l de GA3); en el primer tratamiento (sales MS + 0.5 mg/l
de AIA + 0.2 mg/l de Kinetina + Vitaminas) el nimero de hojas experimenté un ligero
incremento en el segundo subcultivo. Las fluctuaciones del nimero de hojas se observan

en la figura 2.
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Figura 2. Efecto de tres medios de cultivo sobre el nimero de hojas
de la varledad Desirée en tres subcultivos

En base a la mejor estabilidad mostrada por Desirée, se determiné que ¢l segundo
tratamiento es favorable para realizar el proceso de micropropagacién, ademés que con
el empleo de este tratamiento se reducen las posibilidades de obtener pléntulas con
caracteristicas atipicas, debido a que no contiene reguladores de crecimiento. Costa y
Estrada, (1988) citando a Lozoya y Merinos, (1985) recomiendan que durante la micro-
propagacién de papa, para mantener estable las caracteristicas varietales no se deben
emplear todo tipo de hormonas como auxinas'y citocininas, porque pueden inducir a

mutaciones,

La variedad DTO-28 disminuyé la formacién de hojas con el incremento del nimero
de subcultives, cuando los segmentos de tallo se inocularon en el primer tratamiento. En
el segundo y tercer tratamiento después de la reduccién de miimero de hojas en el segundo
subcultivo, se produjo un incremento en el tercer subcultive, pero las plantulas no llegaron
a alcanzar los promedios obtenidos en el primer subcultivo, En la figura 3 se observa la

dinadmica de DTO-28 en los tres subcultivos ¥ los tres tratamientos.
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Figura 3. Efecto de tres medios de cultivos sobre el niimero de -ﬁajas
de la variedad DTO-28 en tres subcultivos

La mayor estabilidad de hojas se logra en el tercer tratamiento que contiene las sales
MS con 0.25 mg/l de GAs. Morel, {1973) recomendé la adicién de #cido giberélico al medio
de cultivo ya que provoca un funcionamiente normal del meristemo o yema apical de papa,

dando como resultado la formacién de un tallo normal con hgjas.
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Figura 4. Efecto de tres medios de cuitivo sobre el nimero de hojas
de la variedad Baraka en tres subcuitivos
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Un comportamiento que caracterizé a Baraka fue que el nimero de hojas se incre-
menté en cada subcultive y en los tres tratamientos (Figura 4), destacdndose con los
promedios obtenidos las pldntulas desarrolladas en el primer tratamiento y con ligera

ventaja al tratamiento dos que no contiene reguladores de crecimiento.

Aunque el mejor comportamiento de Baraka se manifest6 en el primer tratamiento,
los reguladores de crecimiento que contiene, pueden ser fuente de variacién somaclonal
reportada por muchos investigadores. Evans y Bravo, (1986) sefialan que la variacién
somaclonal es provocada por la adicién de kinetina al medio de cultivo, produciendo alta
frecuencia de poliploidia. Allan, (1979) en trabsgjos realizados en camote (Ipomoea batatas
L.) utilizando concentraciones de 0.1 mg/l de kinetina y 0.5 mg/l de AIA obtuvo un gran
porcentaje de callos formados. Yeoman y Forsche, {1980) reportan que la kinetina en

conjunto con auxinas son responsables del aumento de la variabilidad del género Musa

spp.
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VI. CONCLUSIONES

Tomando en cuenta los analisis estadisticos y las observaciones en el ensayo se concluye:

1=

Desirée y Baraka obtuvieron un comportamiento aceptable en el medio dos y

DTO-28 en el medio tres.

‘Con el aumento del niimero de subceunltivos disminuyé el coeficiente de

multiplicacién de las variedades Desirée y DT0-28 y se increment6 el de Baraka,
El ntiimero de hojas de las variedades en estudio, lo determiné la relacién
numérica que existe entre las variables altura de plantula y longitud de
entrenudos.

Cada variedad responde de manera particular debido al efecto de los tratamien-
tos y a su genotipo.

En el proceso de micropropagacién no se observaron evidencias fenotipicas de

variacién somacional en las tres variedades estudiadas.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Debido a que no se obtuvieron diferencias significativas de las tres variedades
en los tres medios de cultivo se puede prescindir de la adicién de Kinetina en la
micropropagacion de papa.

2. Las variedades Desirée y Baraka mostraron un comportamiento aceptable en el
tratamiento dos, y DTO-28 en el medio tres, por lo tanto, se pueden utilizar estos
medios de cultive como método de rutina en la micropropagacion de la papa por

resultar mas econdmicos..
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IX.— ANEXOS

TABLA 13

ANEXO 1. ANDEVA DE LA VARIABLE ALTURA EN EL PRIMER SUBCULTIVO

[FdeV. | GdsL | SdeC [ Cuad. Medio | VaiordeFc | Ft

Var 2 540.461 270.2305 61.02450 3.05 *
Med 2 25.036 12.51782 2.86852 3.05 NS
var*Med 4 107.611 26.90271 | 6.16488 242 *
Error 171 746.221 4.363864

TOTAL 179 1,419.328

ANEXO 2. ANDEVA DE LA VARIABLE NUMERQ DE HOJAS EN EL PRIMER SUBCULTIV

[FdevV. | Gdel | SdaC | Cuad. Medio | ValordeFc | Ft

Var 2 14.500120 7.250012 93.2669853 05 *
Meod 2 0.653565 0.3267822 14.2038243.058"

Var*Med 4 1.742188 0.4355469 {5.6030052.42*

Error 171 13.282600 {7.73451E-0.2

TOTAL 179 1 30.188473

ANEXO 3. ANDEVA DE LA VARIABLE LONGITUD EN EL PRIMER SUBCULTIVO.

[FdeV. [ GdelL | SdeC | Cuad. Medio | ValordeFc |  Ft

Var 2| 9.0728766-02 | 4.5364380-02 2420823 3.05 NS
Med 2 1.700745 8508723 4.537924 3.05 * |
Var*Med 4 3942566 | 9.8564156-02 5259773 2.42 NS
Error 171 32.0441 1873924

TOTAL 178 | 34.22083




TABLA 14

ANEXO 4. ANDIEVA € LA VARIABLE ALTURA EN EL SEGUNDO SUBCULTIVO

[Fdev. | @get | B80deC | Cuad Medio | ValordeFc |  Ft ]
Var ~gT 44.77588 33.36794 4.578605 3.05 *
Med 2 | 164.4766 82.23828 16.81873 3.05 *
Var*Med 4 32.27686 8.06921 1.650252 2.42 NS
Error 71 836.1363 4.88969

TOTAL 179 | 1077.666 |

ANEXO 5. ANDEVA DE LA VARIABLE NUMERO DE HOJAS EN EL SEGUNDO SUBCULTI

[FdeV. | Gdel | SdeC | Cuad. Medio | ValordeFc | Ft |
Var 2 2.770264 1.385132 12.52922 3.05 *
Med 2 1.860596 0.930298 8.415013 3.0 *
Var*Med 4 0.3466675 |8.663941E-02 0.7836971 2,42 NS
Error 171 18.90442 0.11085

TOTAL 179 | 23.88184

ANEXO 6. ANDEVA DE LA VARIABLE LONGITUD DE ENTRENUDOS

EN EL SEGUNDO SUBCULTIVO
[FoeV. | GdeL | SdeC | Cuad.Medio | Valordefc | Ft |
Var 2 1743012 ]  0.8719559 3.034305 305 *
IMed 2 6.67195 3.335976 18.87793 3.05 *
Var*Med 4 0.24580 | 6.145096E-02 0.347744 2.42 NS
Error 171 30.21793 0.76713
TOTAL 179 38.879
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