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EFECTO DE MEDIOS DE CULTIVO Y TIPOS DE RECIPIENTES
EN LA TUBERIZACION IN VITRO DE LA PAPA
(Solanum tuberosum L.)

EFFECT OF CULTIVATION MEDIUM AND TYPES OF RECIPIENTES IN THE
TUBERIZATION IN_VITRO OF THE POTATO ( Solanum tuberosum )

RESUMEN

La produccion de papa en Guatemala es de primer orden, al igual que el maiz y el frijol
forma parte de la dieta alimenticia de los guatemaitecos. Ei rendimiento nacional promedio
puede considerarse bajo, si se compara con los rendimientos registrados en otros paises
donde se aplican métodos integrales de cultivo, debido a la degeneracion de la semilla-
tuberculo por enfermedades viroticas y bacteriales, al no existir planes ni programas de
manejo integral del cultivo por parte del papicuitor guatemalteco, olvidando que después del
suelo, la semilla constituye uno de los recursos mas importantes.

La propagacion in vitro y la tuberizacion in vitro permiten la produccion de piantas y
microtubércuios libres de enfermedades y bajo condiciones controladas de temperatura,
fotoperiodo y nivel de fitohormonas, por lo que la investigacion realizada permitio identificar
los protocolos mas adecuados para la tuberizacion in vitro de la papa que iniciaimente
permitiera la obtencion de microtubérculos libres de enfermedades y posteriormente
incorporarlos a una fase de invernadero, para un programa de produccién y certificacion de
semillas-tubérculos de papa.

La investigacion se realizd en el laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y
Tecnologia Agricolas (ICTA), el cual tuvo como objetivo evaluar el efecto de seis medios
semisolidos: W-H desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu (1,982), KIM desarrollado
por Kim Y.C. (1,962), P-S desarroiiado por Paimer C.E y O.E Smith (1,969), M-S, medio
desarroliado por Murashige y Skoog (1,962), H-S desarrollado por Hussey G. y Stacey
(1,984) y el medio KO, desarrollado por Ken Okabe (1,998) y tres tipos de recipientes:
Magentas, Gerber y Tubos de cultivo con densidades de siembra de 12, 5 y 1 explante de
dos clones de papa: Loman e Ictafrit (con repeticiones de 12, 5 y 6 para un total de 2,676
explantes utilizados), en completa oscuridad, por sesenta dias y temperatura de 21 °C.

Las variables de respuesta evaluadas fueron:

1) Numero de microtubércuics

2) Peso de los microtubérculos (mg)

3) Longitud de los microtubérculos (mm)

4) Diametro de ios microtubércuios (mm) y FROFIEDADDELAUr«’(‘«ERS,’DADﬁ?5‘
5) Microtubérculos cor brotes. Ditnn,

Las principales conclusiones fueron:
a) El experimento supero abundantemente ias expectativas comparativas en

relacion a experimentos similares (1 1,43), donde en el mejor de los casos para un
periodo de 4 meses, con otras composiciones de medios y clones; se obtuvo una
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produccién aproximada de 2.5 microtubérculos por cada 25 ml de medio tuberizador,
en tanto que en la presente investigacion:

Para el clon Loman y con el medio H-S en recipientes Magenta, se logro una
produccion de: 151 microtuberculos en 1,200 mililitros de medio tuberizador (promedio
de 3.15 microtubérculos por cada 25 mililitros; es decir 31 microtuberculos mas de lo
esperado).

Para el clon lctafrit y con el medio H-S en recipientes Gerber, se tuvo una produccidon
de 24 microtubérculos en 150 mililitros de medio tuberizador {(promedio de 4
microtubérculos por cada 25 mililitros; es decir 9 microtuberculos superior a lo
esperado).

Para para el clon Ictafrit, los medios P-S y KiM, en tubos de cultivo; produjeron 12
microtubérculos en 60 miiilitros de medio tuberizador, es decir; se obtuvo un promedio
de 5 microtubérculos por cada 25 mililitros, lo que es lo mismo a decir que a traves de
esta investigacion se obtuvo 6 microtubérculos (50%). mas de lo esperado.

Los recipientes mas adecuados para la produccion in vitro de la papa, fueron los
tubos cultivo para ambos clones, ya que los mismos, conteniendo 10 mililitros de
medio tuberizador, permitieron la formacion de hasta dos microtubérculos por
explante, en la mayoria de los casos y el factor contaminacion no fue significativo, de
igual forma no se vieron afectados por hiperhidracidad causada por acumulacion de
etileno, factor determinante en la produccién de microtuberculos bajo una alta
densidad de siembra y condiciones de poca ventiiacién con lo cual se favorece la
formacion de microtubérculos con brotes, lo cual pudo observarse en recipientes
Magenta, en los cuales !a densidad de siembra fue de 16 explantes creciendo en 100
mililitros de medio tuberizador.

La citocinina BAP tuvo relacion directa en el proceso facilitador; influyendo
especificamente sobre una microtuberizacion mas acelerada, ya que se pudo
comprobar, que los medios conteniendo diferentes concentraciones de BAP
microtuberizaron rapidamente, especificamente 25 dias posterior a la siembra.

Se logré determinar, que a mayor concentracion de sacarosa en el medio, se
incrementd en mejor forma el porcentaie de tuberizacion y se incremento el peso de
los microtubérculos y que las bajas concentraciones de sacarosa influyeron en gran
medida inhibiendo el proceso tuberizador, ain con la presencia de cloruro de
colocolina .



1. INTRODUCCION

La produccion de papa (Solanum tuberosum L.), en Guatemala es una actividad de primer
orden; se siembran alrededor de 14,000 hectareas anualmente, concentradas en regiones frias y
templadas a altitudes que van de 1,500 msnm a 3,200 msnm. La produccidn nacional es de
140,000 toneladas métricas anuales, de las cuales 14,000 toneladas métricas son exportadas a
Centro América y 126,000 toneladas métricas son consumidas en el mercado nacional (9,10,19).

Este cultivo ocupz el cuarto lugar en importancia y produccion alimenticia a nivel mundial
superado unicamente por los cultivos de trigo, arroz y maiz. Representa aproximadamente la
mitad de la produccion mundial de todas las raices y tubérculos: el producto llega a mas de mil
millones de consumidores de todo el mundo. La proteina de la papa posee un alto contenido de
lisina, siendo de excelente calidad como elemento nutritivo siendo igual o mejor que la soya
(22,316).

La produccion mundial de papa segun estimacicnes de la FAO para los afics 1987-89 fue de
275 millones de toneladas, y para finales del siglo se esperaba un incremento de 312 millones de
toneladas. En los paises bajos, como Holanda para obtener papa de buena calidad para la
exportacion se aplican buenos e integrales métodos de cultivo, o cual se ve reflejado en sus
rendimientos de 40 a 45 toneladas métricas por hectarea (6,7.8).

En Guatemala la semilla tubérculo se ha ido degenerando paulatinamente, debido en gran
medida a que por parte del papicultor, no existen planes ni programas de manejo integral del
cultivo, lo cuai ha incidido ostensiblemente en el aparecimiento de enfermedades especialmente
las virdticas y bacteriales, mismas que se encuentran diseminadas en los campos de cultivo
(9,22,21).

La propagacion in vitro y la tuberizacion in vitro permiten la produccion de plantas vy
microtubérculos libres de enfermedades y bajo condiciones controladas de temperatura,
fotoperiodo y nive! de fitchormonas

De esa cuenta la investigacion realizada pretendio identificar los protocolos mas adecuados
para la tuberizacion in vitro de la papa, que inicialmente permitiria la obtencion de microtubércuios
libres de enfermedades que posteriormente pudieran ser trasladadas a una fase de invernadero
para un programa de produccion y certificacion de semillas de papa, pudiendo en consecuencia el
papicultor guatemalteco tener acceso a tubérculos semilla y poder aumentar su produccién y la
calidad de sus productos, ya que es preciso recordar que después del suelo, la semilla es uno de
los recursos mas importantes para obtener un alto rendimiento por unidad de superficie (9,22,21).



Para conseguir éste proposito se planted inducir la microtuberizacion evaluando el efecto de
seis medios semisolidos de cultivo: los medios W-H, desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu
( 1,982), KiM desarrollado por Kim Y.C. ( 1,982 ), H-S, desarrollado por Hussey G. y Stacey
( 1,984 ), P-S, desarrollado por Palmer C.E y O.E. Smith ( 1,969 ), M-S, medio desarrollado por
Murashige y Skoog ( 1,962 ) y el medio KO, desarrollado por Ken Okabe (1,998 ), este ultimo
medio fue utilizado como testigo; ademas tres tipos de recipientes: Magentas, Gerber y Tubos de
cultivo con densidades de siembra de 12, 5 y 1 explante de los clones Loman e Ictafrit, incubados
en un cuarto de crecimiento, en completa oscuridad a una temperatura de 21°C por sesenta dias
Se efectud ademas el analisis del las variables de respuesta; numero de microtubérculcs, peso.

longitud, diametro y brotes de los microtubérculos.

El manejo del experimento consistid en cuatro (4) fases. a) Una fase de estancarizacion de
medios, recipientes, densidad de siembra y repeticiones b) Una fase de ensayo o de pre-
evaluacion, cuyo propdsito era determinar la consistencia de los medios, la respuesta de los
clones y tiempo de incubacién adecuado, elegido entre 60-90-100 dias; par lo cual se utilizaron 3
repeticiones para clones y parta medios c) Una fase de micropropagacion, con el proposito de
disponer de material suficiente y de un mismo periodo de crecimiento para la fase de tuberizacion
d) La fase de microtuberizacion que consistid en la induccion de la tuberizacion a través de i2
evaluacidn de efectos de seis medios, tres recipientes y dos clones para la tuberizacion in vitro de
la papa.
La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y
Tecnologia Agricolas (I.C.T.A)). En la investigaciéon se utilizaron 3 disefios independientes de
Blogues completamente al azar con arreglo ( 2*6 ) combinatorio
a) Para recipientes Magenta se utilizaron 12 repeticiones para clones y para medios, una
unidad experimental lo constituyé una Magenta conteniendo 16 explantes creciendo en 100
ml de medio tuberizador (2,304 explantes en total).

a) Para recipientes Gerber se utilizaron 5 repeticiones para clones y para medios, una unidad
experimental lo constituyd un Gerber conteniendo 5 explantes creciendo en 30 mi de medio
(300 explantes en total).

b) Para Tubos de cultivo se utillizaron 6 repeticiones para clones y para medios, una unidad

experimental lo constituyé un Tubo de cultivo creciendo en 10 ml de medio de cultivo

(72 explantes en total).



2. DEFINICION DEL PROBLEMA

En Guatemala el cultivo de la papa es producido en los departamentos de Huehuetenango, San
Marcos, Quetzaltenango, Totonicapan, Solola y Quiciié, en el altiplano occidental: Chimaltenangc
y Guatemala, en el Altiplano Central; la montafia de Jalapa, en la parte Oriental; Alta y Baja

Verapaz, en el Norte de la republica ( 9).

Los productores de papa, son agricultores de subsistencia, por esa razén si este cultivo
perdiera su valor comercial, el costo social que habria que pagar seria muy alto en términos de
pobreza, posiblemente provocaria la migracién de los agricultores a centros urbanos.

Actualmente el clon Loman constituye la semitla tubércuio de mayor demanda para la siembra,
por su adaptabilidad hasta 2,500 msnm y por su aceptacién culinaria al momento de su

comercializacion

El rendimiento nacional promedio puede considerarse bajo, si se compara con los rendimientos
registrados en otros paises, donde las variedades més exitosas son aquellas que se cultivan en
regiones con climas favorables en donde poseen programas de mejoramiento genético y recurren
al vasto germoplasma de Solanum para desarrollar variedades mejor adaptadas a condiciones
climaticas o biolégicas particulares donde ias diversas relaciones de la planta con su ambiente no
significan limitaciones a la produccién y se superan por medio del manipulec genético aicanzando
rendimientos de 40-60 toneladas métricas ( 19,22,26,46)

Dentro de este contexto la produccién de tubérculos libres de virosis, constituye el impacto
potencial de una biotecnologia apropiada a la produccién agricola vegetal, orientada a proveer
salidas alternativas a los problemas agricolas ( 7,9,37 ).

En esta investigacion y utilizando los clones: LOMAN e ICTAFRIT, materiales enviados del CIP
para el Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricclas (ICTA) se pretende evaluar una serie de medios
basales para poder establecer los protocolos para la micropropagacion y la microtuberizacion, lo
cual permitira obtener tubérculos en cualquier estacion del afio y realizar la siembra en la fecha
optima de la plantacion evitando con ello los picos productivos que se presentan en la produccion
de vitroplantas .



3. MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL

3.1.1 CULTIVO in vitro

Pierik (1987) define cultivo in vitro de plantas superiores como itivo en medio nutritivo,
bajo condiciones estériles, de plantas, semillas. embriones, 6rganos. antes. tejidos, células y
protoplastos de plantas superiores.

El término cultivo in vitro es un términc muy genérico que se refiere '1as bien a la metodologia
usada que al propio objetivo de ese método. En sentido estricto, in viro quiere decir "dentro de
vidrio", es decir, el cultivo de plantas o de alguna de sus partes (pero t-mbién de celulas y tejidos
animales) dentro de recipientes de vidrio en condiciones de ambiente cc rolado ( 7,26 ,4).

Existen otros términos cuyo significado se solapa parcialmente cor :l significado de cuitivo_in
vitro:

e Cultivo de tejidos vegetales: se refiere al cultivo in vitro de ¢ tes de la planta (tejidos o

frecuentemente organos ).

« Micropropagacion: se usa para referirse a la utilizacion de la~ “écnicas de cuitivo in vitro

aplicadas a la prepagacion vegetativa de plantas.
3.1.1.1 TIPOS DE CULTIVO in vitro

El material vegetal con el que se inicia un cultivo in vitro puede - - cualquier celula, tejido u
organo de la planta. Se puede partir de fragmentos de taiio, raiz, ho;. neristemos, embriones, es
decir; tejidos somaticos, pero también se puede iniciar a partir de c#"as o tejidos no somaticos:
anteras, polen, microesporas, 6vulos, etc. Segtin sea el explante ut:  do se hablara de cultivo de
secciones nodales, cultivo de hoja, de meristemo, de polen, de embr~- s, etc. (28,41).

Las condiciones de cuitivo pueden pretender ia proliferacion des:  anizada de las células dei
explante hasta dar lugar a un callo o incluso a un cultivo de células  ando se separan éstas del
callo. Si se elimina la pared celular de las células se obtiene un cultivo de protoplastos. En otros
casos se puede pretender la regeneracion de la planta completa (morfogénesis) mediante la
formacion de raices (rizogénesis) y/o de tallos. La morfogénesis se produce a partir del explante

inicial mediante la formacion de raices y/o tallos en posicién normal o en posicion no normal



(adventicias/os). Si la morfogénesis se produce después de la formacion de un callo, entonces
se habla de morfogénesis indirecta, mientras que si se produce directamente del explante sin que
este pase por una fase de callo, entonces se habla de morfogénesis directa
(4,27,39,6).

Una situacién particular surge cuando en el explante se producen unas estructuras bipolares
que presentan las propiedades morfologicas de los embriones zigoticos. Estas estructuras se
denominan embriones somaticos. Segln que estos embriones somaticos surjan directamente del

explante o bien de un callo se habla de embriogénesis directa o indirecta, respectivamente

3. 1.1.2 Requerimientos nutritivos para un crecimiento in vitro

Los requerimientos nutritivos para un crecimiento in vitro optimo varian con la especie, e
incluso son especificos de acuerdo a la parte de la planta que se esté cultivando y a la respuesta
que se desea obtener (27,41).

Cuadro 1 Necesidades nutricionales y hormonales de los cultivos de 6rganos y tejidos

Necesidades nutricionales y hormonales de los
cultivos de 6rganos y tejidos vegetaies

Agua
Sustancias organicas Macro Micro
Elementos
| | Fe
‘ 1 Zn |
Azlcares ; N B |
Aminoacidos p Mn
Auxinas K Cu |
Citoquininas Ca Ni
Giberelinas Mg Co
Acido abcisico S Al |
| Mo

| %
| « | A
Mezclas de sustancias poco definidas:

Extracto de levadura
Leche de coco 1

Extractos vegetales

Hidrolizados de caseina
Peptona y triptona



Debido a estas necesidades especificas se han desarrollado muchas formulaciones para los
medios de cultivo. El medio M-S o de Murashige y Skoog (1,962 ), es muy usado, particularmente
si el objetivo es regenerar plantas, existen numerosas variaciones comerciales de este medio

El medio B5 o de Gamborg et al. (1,968 ), o sus varios derivados, ha sido de un gran valor en el
cultivo de células y protoplastos, y también es utilizado eficazmente en la regeneracion de plantas
La diferencia principal entre los medios M-S y B5 es la menor concentracion de nitratos en el
medio Bs. El medio WPM ( 1,980 ), de baja concentracion de sales esta especialmente indicado

para especies lefiosas ( 23,3,41,44 ).

3.1.2 Cultivo de Meristemos

Es el cultivo in vitro del domo apical (meristemo apical que como media mide 100x100 pm) mas
los primeros primordios foliares

El cultivo de meristemos es un método efectivo para la eliminacion de infecciones virales y es el
material preferido para la conservacion de germoplasma.

La razén principal por la cual las células meristematicas son indemnes a los virus es que el
meristemo carece de tejidos vasculares, que es por donde se propagan los virus que van
contaminando a la planta. Existen otros factores:

o El meristemo apical tiene una mayor velocidad de crecimiento y en consecuencia el virus

"no alcanza" al meristemo.

e En una célula meristematica el virus tiene mayor dificultad de acopiamiento con los

ribosomas, debido a que éstas células tienen un cddigo de trabajo muy definido.

o Existe una competencia por uso de algunos metabolitos entre células y virus. (23, 41)

El tamafio 6ptimo a utilizar se decide tomando en cuenta dos factores: tamafio Optimo para la
liberaciéon del virus y tamafo Optimo para facilitar el cuitivo. Existe una mayor posibilidad de
obtener plantas libres de virus si sOlo se aisla el meristemo, pero la posibilidad de que 2l
meristemo sobreviva sin primordios foliares es muy pequefa. Por otro lado, utilizar meristemos
mas grandes (con mas primordios foliares) hace que la probabilidad de obtener plantas libres de
virus sea pequena.

De manera general se puede decir que los meristemos apicales tienen mas probabilidad de
estar libres de virus que los meristemos axilares, y que si los meristemos provienen de una planta

en plena actividad hay mayor probabilidad de obtener plantas libres de virus,



reproducir en condiciones de laboratorio todos los factores que conforman el biotopo de Ia planta
en la naturaleza es técnicamente muy complejo. Por esa razon se realiza una simplificacién de Ia
realidad escogiendo aquellos factores que se puedan mantener controlados.

Cuando no se realiza un estudio con todo el ser vivo sino con solo una parte de él (explante) a
la dificultad de reproducir las condiciones naturales se debe afadir la dificultad de suministrar a la
parte todo aquello que antes obtenia del sistema completo.

En resumen el cultivo in vitro de plantas superiores es una técnica que exige un control
absoluto del ambiente, tanto fisico como quimico, en el que se sitla al explante. Conviene por
tanto conocer cuales son los principales factores que conforman el ambiente del explante y que
deberan ser controlaclos.

Con finalidad puramente descriptiva se puede clasificar los principales factores no biolégicos

que afectaran al desarrollo del cultivo_in vitro (41,17 .18).

3.1.3 El ambiente quimico en los cuitivos
3.1.3.1 Medio de Cultivo

El medio de cultivo es la combinacion solida o liquida de nutrientes y agua. Usualmente incluye
sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos. A menudo se denomina medio basal y
puede ser suplementado con algun regulador de crecimiento y ocasionalmente con otras
sustancias varias.

Los nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta: sin agua y nutrientes
minerales una planta no puede vivir in vitro ni in vivo. También se debe afiadir azicares al medio
de cultivo, ya que las plantas (o sus fragmentos) no son completamente autotroficas cuando se
desarrollan en estas condiciones (28,4, 16).

Las combinaciones de las tres concentraciones de cada grupo producen un total de 3* = 81
medios diferenies, de los que se elige el éptimo. A partir de aqui se puede ir afinando las
concentraciones tanto como se crea conveniente: si por ejemplo, en el primer experimento la
concentracion de auxina optima fue de 0.5 mg ' | la siguiente serie de auxina que se debera
probar seré: 0.05-01-03-05-08-15mg!’

3.1.3.2 Los medios de cultivo y sus componentes

Una vez definido el objetivo perseguido con el cultivo in vitro de un determinado explante,
es necesario elegir un medio apropiado de cultivo, en el cual hay que considerar no solo sus

compoenentes sino su preparacion.



En ia actualidad existen innumerables formulaciones cada una de las cuales contienen entre
15 y 32 compuestos quimicos que suministran: carbono, nutrientes, minerales, vitaminas,
sustancias reguladoras del crecimiento, compuestos organicos naturales, agentes gelificantes (en

el caso de los medios semisolidos).

3.1.3.3 Preparaciéon del medio de cultivo

Es necesario preparar el medio de cultivo en agua bidestiada o agua desmineralizade
destilada. Se debe evitar el almacenamiento proiongado del medio para evitar la acumulacion de
contaminantes; todas las sustancias quimicas para su preparacion deben de ser de un alto grado
de pureza

El procedimiento para la preparacion de los medios dependera: del tipo de medio, de su
consistencia y de la presencia de componentes termolabiles. En general, se puede distinguir los
siguientes tipos:

- Medios semisdlidos sin sustancias termolabiles
- Medios liquidos con o sin sustancias termolabiles.

- Medios semisdlidos con una 0 mas sustancias termolabiles. (27, 41, 34, 28)

3.1.3.4 Condiciones Ambientales para la Incubacion

Es conveniente que los cultivos sean incubados en ambientes controlados, por lo menos en lo
que se refieren a la luz y a la temperatura. Las respuestas morfogenéticas pueden ser alteradas
por la temperatura de incubacion, asi como, por la calidad, intensidad y duracién de luz.

Para propdsitos generales se sugiere utilizar, en el establecimiento de los cultivos, una fuente
luminosa compuesta de lamparas fluorescentes (tipo "luz de dia") y lamparas incandescentes (tipo
"pombilias 100 watts"), que brinden entre 1,000 y 4,000 lux de iluminacion, recientemente se han
estado utilizando lamparas especiales tipo "grow-green” y "agro-light", que proporcionan una
longitud de onda de mejor calidad (450 -500 um), para los explantes, pero su uso no es
generalizado. Comdnmente se utiliza un ciclc de fotoperiodo de 16 horas de luz por 8 horas de
oscuridad existiendo aigunas variantes como 12 horas por 12 horas, o 18 horas por 6 horas. En
general, temperaturas entre 25 - 28 °C son adecuados para el establecimiento de los cultivos, con

una humedad relativa entre 70 2 80% (27.1,25).
3.1.3.5 Medio solido

Medio sélido es todo aquel que contiene un agente gelificante. La dureza del medio depende



principalmente de dos factores:

* pH: es necesaric un pH de 3.5 - 4.0 como minimo para que el gelificante actie; a pH menor de
3.5 el medio se puede licuar. Hay que tener en cuenta que después del autoclavado el pH baja
en promedio mecio punto y que sigue bajando durante el cultivo.

» Composicion quimica del medio: algunos gelificantes (p.e. Gelrite) solidifican en presencia
de iones divalentes, por lo que si el medio a utilizar es bajo en sales puede resultar

conveniente afadir una cierta concentracion de un ién divalente.

3.1.3.6 Agentes solidificantes

Comunmente se ha empleado el agar como un sistema de "soporte” para la preparacion de
medios sélidos o semisdlidos. Las ventajas que representa el agar son:
a)  Con agua el agar forma geles que se derriten a 160 °C y se solidifican a 45 °C. Esto
significa que este gel es estable a todas las temperaturas de incubacion.

b) El agar ro es alterado por las enzimas vegetales.
C) El agar no reacciona con los constituyentes del medio.

d) No interfiere con la moviiizacion de los constituyentes del medio.

Otros compuestos se han empleado para sustituir el agar, sin embargo, pocos han tenido éxito.
posiblemente el que mas popularidad ha alcanzado es el "Gelrite". Debido a que el agar tiene un
costo econdmico mas altc, Ss importante tomar en cuenta otros compuestos que nos permitan

substituir este soporte

Los gelificantes mas usados en el cultivo in vitro son:

a) Agar : es una mezcla de polisacaridos extraidos de un alga marina. Tiene una elevada
masa molecular, tiene la capacidad de hidratarse y formar una red. La planta no puede
digerirlo ni adsorberlo, ademas no interactiia con ios componentes nutritivos del medio.
El agar se funde a altas temperaturas (100 °C), solidifica alrededor de los 40 °C y no se
degrada con la luz. Generalmernite se utiliza a una concentracion de 0.6 - 1%. E principal
problema con este gelificante es su elevado costo.

b) Gelrita : es un heteropolisacarido anidnico natural producido por una bacteria, que forma
geles semejantes al agar. Se puede usar a una concentracion de 0.15-0,30%. Los geles
de gelrite scn notablemente mas claros que los de agar, y también cuajan mas

rapidamente. El costo de la gelrite es menor que el del agar. (17, 26, 27,11,38).



3.1.3.7 Medio Liquido

Medio tiquido es aquel en el que la solucion de nutrientes y reguladores no ha sido solidificada
por la adicion de ningln agente gelificante. El uso de medio liquido ofrece las siguientes ventajas
e inconvenientes respecto al uso de medio sdlido:

a) Facilita la absorcion de nutrientes por parte del explante.

) Es mas facil la manipulacion para cambiar medios.
c) Cualquier exudado de la planta se diluye con mayor facilidad.

) Se puede utilizar como medio puente para agregar algin compuesto en una
determinada etapa del cultivo en medio soélido.
e) Existen algunas especies que crecen mal en medio liquido.
f) Si resulta posible el cultivo en medio liquido, se debe considerar el probiema de la

aireacion. Se puede cultivar el explante parcialmente sumergido y si se necesita una

inmersion total se debe utilizar agitador. (1, 26,27)
3.1.3.8 Vitaminas

La mayor parte de las plantas sintetizan casi todas las vitaminas esenciales, pero
aparentemente lo hacen en cantidades infradptimas. Para lograr un buen crecimiento es necesaro
a menudo suplementar al medio con tina 0 mas vitaminas. La tiamina (B+) es la que mas se utiliza
y se la considera un ingrediente esencial. Otras vitaminas tambien han demostrado tener un efecto
positivo en el crecimiento in vitro, como son: pidiroxina (Be), acido nicotinico (B3), pantotenato
calcico (Bs).

Las plantas verdes se consideraban normalmente autétrofas para las vitaminas, pero puede ser
necesario afadir al medio algunas de ellas, hasta cuando los cultivos crezcan o se hayan vuelto
verdes. En la mayoria de los medios, la tiamina, la piridoxina y el acide nicetinico se consideran
benéficas y se afiaden de forma rutinaria. Las vitaminas son necesarias para llevar a cabo una
serie de reacciones cataliticas en el metabolismo y son requeridas en pequefias cantidades.

Las vitaminas mas ernpleadas son:

a) Tiamina (vitamina B;) se afiade como tiamina HCI en cantidades que varian de 0.1 a
30mg/1. Esta es realmente la Unica vitamina esencial para el crecimiento de celulas
vegetales.

b) Acido nicotinico (niacina), piridoxina (vitamina Bs): Se afiade como piridoxina-HCI.

Mio-inositol: no es propiamente una vitamina, sino un azucar alcohol. Tiene un efecto



estimulante sobre la morfogénesis, partiendo probablemente en la via biosintética del acido
galacturonice.

c) Acido pantoténico: ayuda al crecimiento de ciertos tejidos.

d) Acido folico: disminuye la proliferacion del tejido en la obscuridad, mientras que en la luz
la aumenta, esto es debido a que en presencia de luz, es hidrolizado a acido P-
aminobenzdico.

e) Riboflavina: es inhibidor del crecimiento de raices.

Vitamina E: ayuda a la formacién de cailos que provienen de embriones y en cultivos en

-h
2

suspension ayuda a la viabilidad de células (24, 14,15).

3.13.9 Sales inorganicas

Los elementos minerales son muy importantes para la vida de las plantas. Por ejemplo: el
magnesio es parte de la molécula de clorofila, el calcio es constituyente de la pared celular, el
nitrégeno forma parte de aminoacidos, vitaminas, proteinas y acidos nucléicos. En forma similar, el
hierro, zinc y molibdeno son parte de ciertas enzimas. Ademas del C, H y O se cocnocen otros 12
elementos esenciales para el crecimiento de la planta: nitrdgeno, fosforo, azufre, calcio, potasio,
magnesio, hierro, manganeso, ccbre, zinc, boro y molibdeno. Los 6 primeros son requeridos en
cantidades relativamente grandes y se conoce como macroelementos, los seis uGltimos son
requerndos en cantidades pequenas (<de 0.5 mmol i") y se les denomina microelementos.

Cuando se elige una mezcla de macro y micro sales, se deben tener en cuenta ios siguientes
aspectos:

a) La concentracion total de sales puede ser importante. Existen medios “ricos” en sales (p.e. MS)

y medios “"pobres” en sales (p.e. White).

b) La forma mas frecuente de afadir nitrogeno (N) es en forma de iones NH, y NO;. Las
necesidades totales de N, varian entre 12 - 60 mmol I, La mayor parte de las plantas prefieren
el NOyal NH,".

PROPIEDAD DELAUNRERSE S i L 080020
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3.1.3.10 Reguladores de crecimiento

Adicionalmente a los nutrientes, generalmente es necesario agregar una o mas sustancias
reguladoras; frecuentemente auxinas yjo citoquininas, pero a veces también giberelinas o acido

abcisico, para mejorar el desarrolio del cultivo in vitro de tejidos v organos. Por otro lado, los




requerimientos de estas sustancias varian considerablemente con los tipos de tejidos y los niveies

enddégenos de estos reguladores, asi como con la finalidad del cultivo in vitro.

2.4.3.10.1 Auxinas

Se relacionan con la elongacion, tropismo, dominancia apical, absicion, enraizamiento y otros

En cultivo in vitro las auxinas son utilizadas principalmente para la diferenciacion de raices y Ia
induccion de callo. Las auxinas mas utilizadas son: AIB (acido indol-3-butirico}, ANA (acido
naftalenacético), AlA (acido indolacético) y 2,4-D (acido diclorofenoxiacético). El AIB y el ANA son
usados frecuentemente para enraizamiento. El 2,4-D es muy efectivo para la induccién de callos.
Las auxinas se disuelven usualmente en etanol diluido 0 en una solucién de hidrdxido de sodio
(15,41,45).

3.1.3.10.2 Citoquininas

Estan implicadas en ia division celular, modificacion de la dominancia apical, diferenciacion de
tallos y otros. En los medios para cultivo in vitro, se incorporan citoquininas para promover la
division celular y la induccion de yemas adventicias en callos y organos. Ademas se usan estos
compuestos para la proliferacion de tallos axilares por la ruptura de la dominancia apical. Las
citoquininas mas usadas son: BAP (bencilamino purina), quinetina y 2-ip (isopentenil-adenina).

Generalmente son diluidas con &cido clorhidrico o hidroxido de sodio ( 46).

3.1.3.10.3 Gibereiinas

Existen multitud de giberelinas conocidas. La de mayor uso es el AG3, pero debe tenerse en
cuenta que es muy sensible al calor (pierde el 90% de su actividad después del autoclaveado).

Comparado con las auxinas y citoquininas, las giberelinas se utilizan raramente. La mayoria de
los explantes sintetizan cantidades suficientes de este grupo de hormonas. Cuando se apcitan
giberelinas al medio de cultivo, su funcion principal es el alargamiento de las regiones subapicales.

El AG- es soluble en agua fria hasta 1000 mgl!

3.1.3.10.4 Acido abcisico

El acido abcisico (ABA) en la mayor parte de los casos produce un efecto negativo en 10s
cultivos in vitro, pero en determinados casos promueve la maduracion de embriones, y en cultivos

de células en suspension facilita la sincronizacion de fa < vision celular (41.27 ).



3.1.3.10.5 Aminoacidos

Aunque las células cultivadas son capaces de sintetizar todos los aminoacidos necesarios, la
adicion de L-glutamina (2 - 8 mM) o una mezcla de aminoacidos es a menudo beneficiosa. Esto es
particularmente importante en cultivo de células y protoplastos.

Ningun aminoacido es esencial para el crecimiento de tejidos in vitro, sin embargo existen
varios que se han utilizado experimentalmente. Los aminoacidos proporcionan una fuente
inmediata de nitrogeno al tejido y su asimilacion puede ser mas rapida que el nitrdgeno inorganico
proporcionado por el medio. Los aminoacidos también pueden actuar como agentes quelantes. A
continuacion se indican las funciones principales de los aminoacidos en sistemas in vitro. La
glutamina y asparagina son transportadores de nitrdgeno; L-arginina estimula raices: L-serina es

empleada en cultivo de microsporas y L-cisteina es un agente reductor (1,28).

3.1.3.10.6 Carbohidratos

Normalmente para el cultivo in vitro de células, tejidos u drganos es necesario adicionar una
fuente de carbono er el medio, debido a que el crecimiento in vitro tiene lugar en condiciones poco
apropiadas para la fotosintesis o incluso en oscuridad. La sacarosa es la mas utilizada para
propositos de micropropagacion. Generalmente se usan concentraciones de 1 - 6% de sacarosa
en el medio, aqui es convertida rapidamente en glucosa y fructosa: la glucosa es la que primero se
utiliza seguida de la fructosa. El azicar blanco refinado que se vende en los supermercados puede
resultar adecuado para ia micropropagacion en muchos casos. Se trata de un producto purificado
y de acuerdo con los andlisis se compone de 99.94% de sacarosa, 0.02% de agua y 0.04% de
otras sustancias (no hay indicaciones de que estos tltimos constituyentes puedan causar toxicidad
in vitroy (1,27).

31.3.10.7 Agua
El agua utilizada para la preparacion de soluciones debe ser bidestilada, tridestilada o

desmineralizada, de cualquier forma el empieo de un desulador de vidrio es requerido en la

destilacion final. (1,27)

wd
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C)

d)

3.1.3.11  Suplementos no definidos

Algunos de los suplementos utilizados son:

Levadura y extracto de malta: la levadura y el extracto de maita de cebada
generalmente se suministran en concentraciones respectivas de 0.5% - 1% viv. Estas
dos sustancias se pueden considerar también como buenas fuentes de nitrogeno
reducido, de precursores potenciales de las adenilcitocininas e incluso de las mismas

adenii-citccininas

Agua de coco. un paso importante en el desarrolio de las técnicas actuales para
estimular ia division celular de explantes fue la observacion de que el agua de coco
(AC), a niveles relativamente bajos (50% -10% v/v), podia interactuar con las auxinas y

promover e} crecimiento, en situaciones en que por si sola era ineficiente.

El uso del AC y de 2,4-D en tubérculos de papa (Steward et al 1951) y del C y ANA por
Morel et al. (1951) en las monocotiledoneas, fueron otros progresos importantes

(16.27),

El agua de coco (AC) es un medioc muy complejo con una amplia gama de
componentes organicos e inorganicos; tiene buena capacidad de amortiguacion (buffer)
y no es raro encontrar sales en ella. Aunque el AC es muy rica en magnesio y fosfato,
no todos los elementos minerales que contiene son indispensables y se pueden
reemplazar por un medio salino basal. El contenido de azucar de alrededor de 2.5% no
es algo fuera de lo com(n y se puede reemplazar (se ha identificado sustitutos como
glucosa, fructosa, sacarosa y otros azlcares). Adicionalmente se encuentra en ella

nitrégenc no proteinico soluble en forma de aminoacidos

Caseina hidrolizada (CH): la CH digerida enzimaticamente se ha uiiiizado de forma
rutinaria como un suplemento de medios de cultivo para plantas (Steward et al., 1954);
se prefiere esta caseina porque la hidrélisis acida destruye el triptéfano presente en la
sustancia

Antioxidantes, como el acido ascorbico, y absorbentes como el carbén activado
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3.1.4 pH

Cuando se prepara un medio de cultivo, después de afadir todos sus componentes, se
procede a ajustar el pH final al valor deseado, anadiendo NaOH 0.1 N o HCI 0.1N al medio. Una
vez ajustado el pH se procede a esterilizar el medio. El pH final del medio de ci'tivo es un factor

‘.. importante por diversas razones:
e Valores bajos, inferiores a 3.5 impiden la solidificacion de los agentes gelificantes afnadidos
a los medios sdlidos.

e Si la evolucion del pH del medio lo hace bajar por debajo de 3.5 se puede producir su

licuacién.

e El valor del pH puede afectar a la solubilidad de algunos componentes del medio de cultivo.

e El valor del pH puede afectar a la absorcion de determinados nutrientes por parte del

explante (p.e. la absorcién de iones NO3; aumenta con la acidez del medio)

o El valor del pH del medio puede afectar al pH del citoplasma y como consecuencia a la

actividad de muchas enzimas.

Por todas estas razones conviene optimizar el pH del medio para cada caso en concreto. En
general, no obstante, en la mayoria de situaciones se trabaja a pH entre 5.2 y 5.8. Una vez
ajustado el pH del medio, este sufrird una ligera acidificacion durante el proceso de esterilizacion
en autoclave, para, después, evolucionar nuevamente durante &l curso del cultivo, de forma que
habitualmente se ira acidificando progresivamente como resultado de la absorcion diferencial de
algunos componentes del medio de cultivo, asi como de la excrecion de exudados por parte del
explante.

El control del pH inicial del medio y de su dinamica durante el cultivo tiene una gran importancia
en el desarrollo de cualquier proyecto de cultivo in vitro. A pesar de su importancia, en muchos
experimentos este control se limita a fijar su valor inicial sin reparar en lcs posibles efectos de su
dinamica. (1, 16,27,3,38).

3.1.5 El ambiente fisico en los cultivos in vitro e
OROPEDAD OF LA LYAERSD37 2% it CARL S OF SANCARLCR CE GIATeliA™

3.1.5.1 La Temperatura Riblicieza Cantral

La temperatura a la que esta expuesto el explante cultivado in vitro afecta a la mayoria de
procesos fisiologicos y por consiguiente es un factor fundamental a controlar. En general, cada

especie tiene un intervalo de temperaturas en el que se produce el crecimiento 6ptimo.
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Este intervalo puede variar en funcién del genotipo, del organo del que se ha obtenido el
explante, de la época del afio, de la edad de la planta madre, del fotoperiodo, etc.

Una complicacion adicional se produce por el hecho de que puede existir interaccion entre la
temperatura éptima de crecimiento y otros factores como la luz, la composicion del medio (p.e: en
algunos casos se ha comprobado que se obtiene mayor rendimiento haciendo fiuctuar la

temperatura segun el fotoperiodo).

Determinar la temperatura Optima de crecimiento para cada cultivo in vitro puede ser un
proceso muy laborioso que, ademas, exige gran cantidad de camaras de cultivo reguladas de
forma diferente. Afortunadamente, y para la mayoria de situaciones, se pueden obtener resultados
satisfactorios con temperaturas de incubacion que oscilan entre los 20°C y 28 °C

El control de la temperatura no es solamente importante porque pueda afectar al crecimiento
del cultivo sino también porque puede ser un factor que induzca determinados procesos
fisiologicos. Asi, temperaturas bajas (del orden de 4-5°C) permiten superar los periodos de
dormancia de algunas especies lefiosas y la conservacion prolongada de determinados cultivos in
vitro© mientras que una temperatura constante de 20 °C induce la formacién de raices en la

mayoria de coniferas ( 36,41,37 ).

Los resultados de experimentaciones muestran que el incremento diario del peso de los
microtubérculos es mayor a temperaturas relativamente bajas ( 19-22 °C ) Wang et al 1,990.
Aunque el crecimiento in vitro, se da entre los 20 y 22 °C, para la iniciacién del proceso es
conveniente disminuir la temperatura, por esto se opta por incubar las plantas entre 18 y 19°C en
el dia y +/- 1°C menos en la noche, el rango de temperatura empleado se considera normal. Las
bajas temperaturas ( 15-20 °C) promueven la formacion de microtubérculos en ausencia de
citoquininas, al igual que {as altas temperaturas ( 20-25 °C ) con presencia de elia. Palmer y Smith,
1969 (41.1,37).

Por otro lado, el desarrollo de los tubérculos es éptimo con patrones de altas temperaturas
durante las etapas tempranas del crecimiento y con bajas temperaturas durante las etapas
posteriores. Cao y Tibbitts, 1,994 .

No obstante, el exceso de temperatura puede ser negativo, cuando los explantes utilizados

son bastante jovenes, pues en la edad temprana de las plantas, éstas tienen mayor capacidad



para incrementar los niveles endogenos de giberelinas en las yemas axilares, que como ya es

conocido inhiben el proceso

3.1.5.1.1 Control de la temperatura

La temperatura cle la camara de cultivo viene afectada por: la temperatura ambiente de la sala
donde se sitie y el calor generado por las fuentes de iuz de que dispone.

El control de la temperatura a la que se desarrolla el cultivo in vitro se efectia mediante un
sistema de refrigeracion - calefaccion controlado a través de un termostato. El sistema de
refrigeracion - calefaccion debe estar correctamente dimensionado a fin de conseguir que la

temperatura de la zona de cultivo se mantenga dentro de los limites deseados.

Para poder caracterizar adecuadamente el funcicnamiento respecto de la temperatura de una

camara de cultivo conviene conocer:

e La homogeneidad de temperatura: es decir la variacion de la temperatura en diferentes
zonas de la cAmara. Se puede aumentar ia homogeneidad haciendo circular el aire dentro
de la camara mediante un sistema de ventilacion

» La estabilidad de la temperatura: es decir, una medida de la variacion de la temperatura de
la cdmara de cultivo a lo largo del tiempo .

Todas las camaras disponen de un programador que permite reguiar la temperatura a la que

esta la camara en cada momento. (26, 35,33)

3.1.5.1.2 Control de la iluminacion.

Las camaras de cultivo disponen de una serie de unidades productoras de luz situadas de tal
forma que iluminen toda la superficie dtil de la camara. Las unidades productoras de luz
acostumbran a ser fluorescentes y pueden estar situadas de formas distintas:

Horizontales: ias baterias fluorescentes se colocan sobre el techo de cada area de cultivo. Este
sistema tiene la ventaja de que consigue una distribucién mas uniforme de la luz en toda el area,
pero tiene el inconveniente de que calienta el techo y éste suele ser, a la vez, la base de otro nivel
de cultivo, por lo cual puede dar lugar a una distribucion irregular de la temperatura.

Verticales: las baterias fluorescentes se colocan en los laterales de la camara de cultivo, de
forma que producen una distribucion mas irregular de la luz en el area de cultivo, pero generan
menos problemas en la distribucion del calor.



3.4.514.3 Laiuz

La luz, definida como una forma de energia radiante que se nos manifiesta mediante la vision
es, en realidad, parte de un fenémeno fisico mas amplio: la energia radiante (radiacién), que
puede ser descrito segin dos modelos diferentes: el modelo ondulatorio (radiacion

electromagnética) y el modelo corpuscular.

Los diferentes tipos de radiacidon electromagnética se pueden clasificar segin sea su longitud
de onda, asi podemos obtener un espectro electromagnético formado por las diferentes longitudes
de onda de la radiacion electromagnética, que van desde los 107'® m hasta los 10*m. De todas
estas longitudes de onda solo las comprendidas entre 380 y 775 nm pueden ser percibidas por el
ojo humano; ese conjunto de radiaciones es el que denominamos luz en el lenguaje coloquial.

Como quiera que sélo una parte de la energia radiante (la luz y algunas de las radiaciones
infrarrojas y ultravioletas proximas) tiene influencia conocida sobre el desarrollo de las plantas, a
veces, se usa el término luz para referirse a ese conjunto de radiaciones cuando en realidad se

refiere al conjunto de radiaciones electromagnéticas con efectos fisiologicos.

La luz es uno de los factores principales que determinan el desarrolio de los organismos
autotrofos, en ello radica la importancia de controlar el factor luz en los cultivos in vitro.

Los aspectos relacionados con la luz gue son importantes en los cultivos in vitro son:

e La cantidad de luz: la irradiacion.

e (alidad de la luz: el espectro.

e La alternancia de los ciclos de luz con los de oscuridad: el fotoperiodo (26, 23, 16)

3.1581.4 La lrradiacion

La cantidad de luz que incide sobre las superficies fotosintéticas de las plantas determinara en
gran medida la capacidad fotosintética de éstas. Esta cantidad de luz puede ser medida de formas
diversas, bien midiendo la iluminacién de una superficie y expresandola en lux (en realidad se trata
de una unidad definida en términos de percepcion del ojo humano); o bien midiendo la irradiacion,
es decir, la energia radiante que llega a una superficie dada en un intervalo de tiempo. La
irradiacion puede ser expresada en funciéon de la energia: Wm? ; o en funcién de los fotones:

pmol m?s’



Cuando el sensor del equipo con el que se mide la irradiacion esta disefiado para detectar solo
las longitudes de onda comprendidas entre 400 y 700 nm, obtenemos una medida de la radiacién
fotosintéticamente activa (PAR).

Se asume que las necesidades de luz de los cultivos in vitro son inferiores a las de la planta in
vitro, dado que el medio de cultivo contiene cantidades importantes de sacarosa, los cultivos in
vitro se comportan sélo parcialmente de forma autotrofica. Ademas, una irradiacién excesiva
produciria un aumento notable de la temperatura dentro del recipiente de cultivo debido al efecto

invernadero.

La irradiacion habitual en el campo (a plena insolacién puede llegar a 450 W m"z) €s nociva en
condiciones in vitro. Es habitual usar irradiaciones mucho menores (un 10% o incluso menos del

valor de plena insolacion) ( 41).

3.1.5.1.5 ElEspectro

La luz es esencial para las plantas debido a que proporciona la energia necesaria para la
fotosintesis. La clorofila y los deméas pigmentos fotosintéticos captan la energia contenida en
diferentes radiaciones para incorporaria a las diversas reacciones quimicas que constituyen el
proceso.

Pero la luz también puede intervenir en otros procesos fisioldgicos, como el fototropismo, la
germinacion, la floracion, etc.

Todos estos fenébmenos no son producidos en igual medida por todos los tipos de luz
(radiaciones de cualquier longitud de onda) sino que algunas radiaciones concretas tienen un
efecto notable mientras que otras tiene poco o ningtn efecto.

Es por ello que es preciso conocer el espectro de la radiacion que es activo en el proceso
fisiologico estudiado. La camara de cultivo debera reproducir lo mejor posible ese espectro de luz
activo, por lo tanto conviene conocer cual es el espectro que emiten nuestras fuentes de luz y en
que medida se adapta éste a las necesidades de nuestro cultivo.
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Cuadro 2 Principales fuentes de luz usadas en las camaras de cultivo.

Producen la luz por fenémenos de incandescencia del filamento calentado

LAMPARAS por el paso de la corriente eléctrica. Buena parte del espectro se halla en la

INCANDESCENTES [zona del rojo/rojo lejano. Producen gran cantidad de calor y mucho
pnsumo de electricidad.

Producen la luz por fenémenos de fluorescencia del gas sometido a un
rco voltaico. El espectro de la luz producida es rico en la zona del azul,
xisten fluorescentes especiales con un espectro rico en la zona azul y

roja. Consumen menos electricidad.

Producen la luz por efecto del paso de la corriente eléctrica a través de
é‘é n’;a%ﬁ%%Engg&% ases calientes de mercurio (azul y verde) y sodio (naranja). Son
ltamente eficientes en el consumo de electricidad.

De todas ellas, son los fluorescentes las fuentes de luz mas usada en las camaras de cultivo,
aunque también se pueden encontrar, generalmente en instalaciones industriales, lamparas de

vapor. (41)
3.1.5.1.6 El fotoperiodo

Algunos fenomenos propios del desarrollo de las plantas (germinacion, floracion, tuberizacion
etc) pueden ser activados por el nimero de horas diarias de luz que recibe la planta. De forma
analoga, el nimero de horas de luz que recibe el explante cultivado in vitro puede afectar a su

desarrollo. En genera!, el mejor fotoperiodo in vivo seré también el mejor fotoperiodo in vitro.

3.1.6 Principios generales de la propagacion in vitro.

El cultivo de tejido in vitro comprende en su amplia aceptacion un heterogéneo grupo de
técnicas mediante las cuales un explante, (parte separada de un vegetal, por ejemplo
protoplastos, células, tejidos u 6rganos), se cultiva asépticainente en un medio artificial de
composicion quimica definida y se incuba bajo condiciones ambientales controladas. Dentro de
esta amplia aceptacion se considera caracteristicas comunes en el establecimiento de los cultivos
in vitro como las siguientes:

o

Explantes
Normas de asepsia

Medios de cultivo y,

a oo

Condiciones ambientales de incubacion.
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La interaccion de estos factores determinara el tipo de respuestas, positivas o negativas, que

se pueden obtener del cultivo in vitro.

1

2)

Explante: puede definirse como una porcién separada de un vegetal, esta porcion puede
ser tan pequena (5 - 100 u) que sblo contenga algunos protoplastos o células o puede ser
un poco mas grande (1 -10mm), abarcando una porcién de tejido u érgano, Cualquier
explante que contenga células nucleadas vivas, se pueden emplear potencialmente para
obtencion directa o para la obtencion de grupos celulares amorfos (que cominmente se le
denomina callo). Es muy frecuente la utilizacion de apices o meristemos caulinares, hojas
entrenudos, cotiledones, raices, anteras e inclusive tejidos altamente diferenciados como
los provenientes de frutos.

E! tipo de explante se seieccionara por razones practicas, como: disponibilidad, facilidad
de manipulacion, homogeneidad, baja contaminacidbn con microorganismos y rapida
respuesta al cultivo in vitro. La eleccion de un explante apropiado se complica, si se
pretende la regeneracion de plantas completas a partir de callos.

Existe un tamafo minimo del explante variable, segun el material vegetal, por debajo del
cual no se obtiene proliferacion celular u otras respuestas deseables, el cultivo de
explantes muy pequenos requiere de medios mas complejos o0 de los denominados
"MEDIOS ACONDICIONADOS" (1, 41, 33, 27)

Se debe tener en cuenta la incidencia de otros factores que a menudo pueden alterar las
respuestas de los explantes cultivados, entre estos factores estan: la época del afio en
que realizan los cultivos, las condiciones de crecimiento de las plantas donantes y los pre-

tratamientos que se realizan a los explantes.

La Asepsia: evitar las contaminaciones con patégenos es un aspecto basico que se
debe tener en cuenta para el éxito no solamente en el establecimiento de los cultivos sino
en su posterior incubacion y manipulacion.

Para establecer cuitivos in vitro asepticos es conveniente tomar en cuenta lo siguiente

Trabajar enambientes adecuados.

Esterilizar los medios de cultivo.

Desinfectiar superficialmente los explantes, liberandolos de bacterias y hongos
€xX0genos.

Realizar las disecciones y transferencias en ambientes controlados estériles .
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Hay una vasta gama de compuestos quimicos que se pueden usar como desinfectantes para
los explantes, pero en la actualidad es casi generalizado el uso de “etanol" al 70% viv y de
hipoclorito de sodio, del 1 al 3% v/v.

En algunos casos resulta Gtil agregar un agente tenso activo, por ejemplo, Twen-20 al 0.01 -
0.1% v/v pero puede ser innecesario y los procedimientos de desinfeccién que incluyan un primer
paso con etanol, es conveniente agitar el explante conjuntamente con la solucion desinfectante (80
a 150 rpm).

Por asepsia en el establecimiento y posterior manipulacion de los cultivos es preciso adoptar
algunas precauciones durante las tareas que se llevan a cabo en la camara de transferencia.

Antes de comenzar a trabajar, desinfectar la mesa y las paredes de la cdmara de transferencia,
con etanol al 70% igualmente es conveniente desinfectar la parte externa de los recipientes que
contienen los medios de cultivo o el agua estéril antes de introducirlos a la camara de
transferencia.

Es necesario que las manos y eventualmente los antebrazos del operador, sean desinfectados
con etanol al 70% el uso de las mascarillas no es imprescindible, pero reduce la contaminacion si
se opera en flujo laminar de aire estéril. (41, 27,14, 1 )

a) Los instrumentos metalicos empleados se deben flamear previamente con etanol al
95%, el material de vidrio utilizado como soporte para las disecciones (caja Petrie) debe
estar esterilizado.

b) Realizar las operaciones de transferencia a diseccion !o mas cerca posible a la llama ce
un mechero, evitando exposiciones prolongadas de los explantes o de los medios de

cultivo en un recipiente abierto.

3.1.7 Micropropagacion

Micropropagar es el proceso de multiplicar plantas in vitro. A través de la micropropagacion, a
partir de un fragmento (explante) de una planta madre, es posible obtener poblaciones uniformes
en condiciones de asepsia.

Este proceso incluye varias fases:

e FASEO: preparacion de la planta madre

e FASEL establecimiento del cultivo en condiciones de asep:ia
e FASEIL multiplicacién de brotes

e FASEIl: enraizamiento

e FASEIV: aclimataciéon
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o FASE 0: preparacion de la planta madre

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener explantes con un
nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para obtener estos explantes es
recomendable mantener a las plantas madre un periodo de tiempo que puede oscilar entre unas
semanas O varios meses, en un invernadero, en que se va a intentar cultivar la planta en
condiciones sanitarias 6ptimas y con un control de la nutricion, del fotoperiodo y de la irradiacion

recibida.

e FASE I: establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia

Una vez escogida la planta madre, se extraeran los fragmentos a partir de los cuales se
obtendran los explantes.

Antes de extraer los explantes se hara una desinfeccion de los fragmentos de planta madre
para eliminar los contaminantes externos. Una vez desinfectado el material vegetal, se debe
mantener en condiciones de asepsia.

Ya en condiciones de asepsia (se trabajard en camaras de flujo laminar) se extraeran los
explantes del material vegetal y se pondran en cultivo en un medio de iniciacion dentro de un tubo
de cultivo, para poder controlar la sanidad y la viabilidad de los explantes (41,1,25,27).

e FASE II: multiplicacion de los brotes

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron de la FASE | originan brotes
(de procedencia axilar o adventicia) con varios entrenudos.

Periddicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante

divisiones y resiembras en tubos de cultivo u otros recipientes adecuados. Estas operaciones se

realizan en la camara de flujo laminar.

» FASE liI: eleccion de un medio de enraizamiento de los explantes para enraizar los

explantes
se utilizan principalmente dos métodos: PROPELAD O Lo e L —
PRSIV B CRCIRLOSDE (e s
o ENRAIZAMIENTO in vitro Bibliotzou Cenral

|

Se transfieren los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion a un medio libre de
reguladores de crecimiento o que solo contenga auxinas. Esta operacion se realiza en la camara
de flujo laminar. Este método permite ser mas flexible a la hora de escoger los brotes, ya que

]
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éstos obtienen del medio la fuente de energia para enraizar, y por tanto no es necesario que

tengan las hojas muy bien desarrolladas para realizar la fotosintesis.

o ENRAIZAMIENTO ex vitro

Los explantes se deben transferir a un sustrato limpio, aunque no necesariamente estéril, que
puede ser una mezcla de turba con perlita o vermiculita.

Con este método es necesario que el medio de enraizamiento esté libre de organismos
patégenos y que los brotes tengan las hojas bien desarrolladas, ya que deben realizar fotosintesis
para que la planta tenga una fuente de energia para enraizary desarrollarse.

Los explantes deben de plantarse en contenedores cubiertos por un plastico, para mantener la
humedad relativa elevada, y hacerlos enraizar en el laboratorio, o ponerios en "multipots" dentro

de un invernadero en un area sombreada con "fog-system" o "mist-system”.
e FASE IV: aclimatacion de los explantes enraizados

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales, de manera que
el éxito o el fracaso de todo el proceso depende de la aclimatacion.
Tanto si los explantes fueron enraizados in vifro como ex vitro, en el momento en que se extraen
los explantes de los recipientes de enraizamiento estan poco adaptados a crecer en un
invernadero, ya que estos explantes han enraizado y crecido en ambientes con una humedad
relativa muy elevada y generalmente tienen estomas perezosos para responder al descenso de la
humedad relativa, demasiado lentos para evitar la desecacién del explante.
Por otra parte crecer en ambientes tan humedos también suele implicar la falta de una cuticula
cérea bien desarrollada, la barrera para evitar la pérdida de agua a lo largo de toda la superficie de
la planta.

Los explantes deben ser aclimatados a las condiciones de humedad del invernadero
disminuyendo progresivamente la humedad relativa e incrementando progresivamente la
intensidad de luz. (41, 1, 27)

3.1.8 Camaras de cultivo
variables del ambiente fisico. Habituaimente se pueden controlar la temperatura, la iluminacion y el

fotoperiodo y en algunos casos, menos frecuentes, la humedad del aire y su composicion. Existen
muchos modelos de camaras de cultivo, en unos casos se trata de esnacios reducidos,
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frecuentemente moviles, mientras que en otros casos son verdaderos recintos acondicionados

para permitir el control del ambiente interior.

3.1.9 Camara de flujo laminar

Buena parte de las manipulaciones propias del cultivo in vitro deben realizarse en condiciones
de esterilidad total para evitar la contaminacion de los cultivos. Para disponer de una superficie de
trabajo estéril que no ponga en peligro la esterilidad de los cultivos se usan las camaras de fiujo
laminar.

Una camara de flujo laminar es un receptaculo en forma generalmente prismatica con una
unica cara libre (la frontal) que da acceso al interior, donde se localiza la superficie de trabajo. La
esterilidad de la zona de trabajo se consigue porque se hace circular a través del interior de la
camara una corriente de aire que previamente ha sido microfilirada para eliminar toda particula
extrana. Para evitar que el aire del exterior pueda entrar en la camara de flujo sin pasar
previamente por los filtros se procura que la presion interior sea ligeramente superior a la presion

exterior, con lo cual el aire siempre circula de dentro hacia fuera y nunca al revés.

Segun el grado de sofisticacion de la camara, puede disponer de elementos accesorios como
son: fuente de luz, lampara de esterilizacion por luz ultravioleta, pilotos indicadores de
funcionamiento diversos. contador de horas de funcicnamiento, indicador de presion interior, etc.

Existen dos tipos de camaras de flujo iaminar segun sea la forma en la que se hace circular el
aire: camaras de flujo horizontal y camaras de fiujo vertical. En las primeras el flujo se produce
desde el fondo de la camara hasta el frente, de forma que las particulas se mueven
horizontalmente a la superficie de trabajo. En las segundas, el flujo se produce desde el techo
hacia la superficie de trabajo de forma que las particulas se mueven perpendicularmente a ella.
(41)

3.1.10 La esterilizacién de utensilios y medios

La esterilizacion, tanto del material y medics frescos, como de los medios ya usados que
haya sufrido contaminacion, es un proceso esencial en todo laboratorio de cultivo in vitro. Esta
esterilizacién suele efectuarse con calor himedo en unos aparatos denominados autoclaves. En
situaciones especiales, como en el caso de que algin componente del medio sea termolabil,

puede usarse un sistema de esterilizacidén por filtracion.
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3.1.11 El autoclave

El autoclave es un instrumento habitual en los aboratorios de cultivo in vitro. En esencia, un
autoclave es un recipiente en el que se consigue exponer el material a esterilizar a temperaturas

superiores a la de ebullicion del agua, gracias a aumentar la presion. (41,37,34)

e« FASE DE ESTERILIZACION. Una vez cerrada la valvula de purgado y alcanzada la
temperatura de esterilizacion previamente seleccionada se inicia el proceso de
esterilizacion.

e FASE DE DESCARGA. Terminado el proceso de esterilizacion, deja de funcionar la
resistencia calefactora, con lo que deja de producirse vapor y la presion y temperatura del
calderin empiezan a bajar poco a poco. Hay que tener en cuenta algunas normas para una
correcta esterilizacion del material:

e Para que la esterilizacion de medios de cultivo sea eficaz, la temperatura y el tiempo
seleccionados deben alcanzarse en todo el liquido. Como quiera gue la transmision del
calor en el liquido de los recipientes se realiza de fuera hacia dentro, es evidente que la
eficacia del proceso dependera del volumen de liquido. En general, no conviene esterilizar
juntos recipientes grandes y pequenos. En todo caso la seleccion de la temperatura y
tiempo se efectuara segln sea el volumen de ics recipientes

e Los recipientes con cierre hermético deben ser introducidos en el autoclave sin cerrar
totalmente el tapon, para facilitar la entrada del vapor durante el proceso. Al vaciar el
autoclave después de la esterilizacion procederemos a cerrar totalmente estos recipientes.

e Los recipientes vacios precisan de un tiempo de esterilizacion mayor que los recipientes
con liquido en su interior . (41,35,1)

3.1.12 Ventajas de la Micropropagacion

La micropropagacion es la técnica que ha logrado rapida aceptacion en la industria y se esta
practicando tanto en especies horticolas como en plantas ornamentales y aun en lefiosas. La
metodologia de la micropropagacion presenta importantes ventajas sobre los métodos
tradicionales: (1, 14)



27

A) Incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo: un explante
tedricamente puede producir un infinito nimero de plantas es por esta razén que se necesitan

muy pocas plantas de donde tomar los explantes que produciran miles de plantas.

B) Ahorro y garantia de espacio: un espacio reducido permite mantener cantidades
considerables de clones que serviran como semilla en el campo por area disponible. Permite
hacer uso del area vertical, acumulando varios niveles para el efecto a bajo costo y en un

tiempo econémicarnente costeable.

C) Reduccion del tiempo de multiplicacién.

D) Ausencia de infecciones y factores climaticos adversos, debido a las condiciones asépticas en
que se tienen los explantes estan libres de contaminantes por lo que se cuenta con matenal
que tiene la capacidad de someterse a las pruebas mas rigurosos de cuarentena permitiendo

transportar el material in vitro de un pais a otro con menos restricciones aduaneras.

E) Disponibilidad inmediata y permanente del material: permite el acceso oportuno en épocas en
que las condiciones del campo no son adecuadas con la posibilidad ademas de multiplicar
rapidamente una variedad de la cual existen pocos individuos. {6, 24, 27, 6, 30)

3.1.13 Desventajas de la micropropagacion.

Las desventajas estan basadas en los altos costos de mantenimiento e instalacion de
laboratorios, la necesidad de tener mano de obra calificada, la falta de presién de seleccién de los
materiales con que se cuenta y la pérdida de variabilidad que para algunas técnicas no es posible
evitar.

En el cultivo de menstemos la planta no queda inmune al virus, al regresar al campo puede
contaminarse de nuevo, por 10 que si se quiere erradicar completamente el virus debe de
establecerse un programa de renovacién de material cada cierto tiempo. Ademés de gue no todas
las plantas pueden cultivarse por medio de meristemos, esto debido a que no conocen
detalladamente sus requenmientos nutricionales ( 4,24,40,4).

Las plantas obtenidas por medio de estas técnicas tienen una estrecha base genética, 1o que
las hace vulnerables a plagas, enfermedades y estrés. En virtud de que los medios de cultivo en



el proceso de propagacion contienen reguladores de crecimiento, se han encontrado casos de
inestabilidad genética, principalmente en medios de altas concentraciones de reguladores de
crecimiento (4,24.40,4)

3.1.14 La tuberizacion

En la produccion de tubérculos se dan una serie de procesos anatdmicos y bioguimicos que
determinan la expresién del tubérculo formado. Los procesos anatémicos se basan basicamente
en el ensanchamiento de las células de la médula, el incremento en la tasa de division celular en
la zona subapical y el elevamiento en grosor y division celular del corte.

Los procesos bioguimicos estan relacionados con el incremento de almidén, elevada
acumulacion de patatina y aumento en la sintesis de antocianinas en las células sub-epidérmicas,
los procesos mencionados estan influenciados por una serie de factores que pueden ser externos
o internos (31,41,8).

Los procesos externos que favorecen la tuberizacion son: fotoperiodo corto, intensidad de luz,
temperatura, déficit de agua (stress de agua) cantidad de fertilizacion nitrogenada, asi como la
cantidad de anhidrido carbénico (CO;). Los factores internos no estan bien definidos pero
basicamente estan relacionados con la edad fisioldgica del estolon necesitdndose ocho nudos
minimos para poder inducir la formacién de tubérculos.

La translocacién de hormonas tales como las citocininas favorece la tuberizacion contrariamente al

acido giberélico (AGs) que la inhibe.

A diferencia de otros cultivos alimenticios, la parte econémicamente mas importante en la papa,
es un tejido somatico: el tubérculo que es un tallo modificado que ha sido diferenciado para
constituirse en un oérgano de reserva de almidén y proteinas. Comunmente se sabe que los
tubérculos se forman por engrosamiento de la punta de los estolones, debido al crecimiento radial
de las células parenguimaticas, sin embargo, cualquier apice del tallo, inclusive las yemas axilares,
yemas florales, yemas apicaies, puntas de estolones y brotes de tubérculos son capaces de
tuberizar (Ewing 1985).

Existen dos teorias que tratan de explicar el fenémeno sobre los mecanismos del inicio de la

tuberizacion. Una teoria sostiene que la tuberizacion es el resultado de la acumulacién de
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fotosintatos y nutrientes en el apice del estolén mientras que la otra teoria propone la participacion

de una hormona asociada con el fotoperiodo.

Otra teoria, la teoria nutritiva sostiene que las condiciones que incrementan la concentracion
de compuestos fotosintéticos en los extremos del estoldn (produccion elevada y reducida
utilizacion el crecimiento de las otras partes de la planta) promueven la formacion de tubérculos.
La iniciacion de tubérculos parece estar acompanada de un incremento en la tasa de fotosintesis
(Moorby, 1970), sin embargo, este incremento puede deberse principalmente a la remocién de
asimilatos por los tubérculos en desarrollo, mas que a un inherente efecto de induccion .

Parece que existe una acumulacién de azlcares en los apices inmediatamente antes de la
iniciacion del tubérculo. Lowell y Booth (1967) sostienen que la sintesis de almidén en los
estolones es el primer signo detectante de la tuberizacién y que se produce antes de que se
produzca algun tipo de evidencia histolégica.

(31, 24, 30,41)

Gregory (1956) mostré utilizando esquejes que el estimulo de tuberizacion en Solanum
tuberosum sp tuberosum puede ser transmitido por injerto. Kumar y Wareing (1973) obtuvieron
similares resultados con esquejes de Solanum tuberosum sp andigena. Este Ultimo caso,
solamente cuando ios vastagos provenian de plantas expuestas a dias cortos, los esquejes
tuberizaban. Ademas, se ha determinado que en el estimulo para la tuberizacién puede mcverse

tanto en direccidn aeropetal como basipetal.

En relacion con la teoria hormonal, el grupo de hormonas que mas se han estudiado en
relacion a la tuberizaciébn son las giberelinas. Se ha establecido que la induccidon de la
tuberizacion es acompanada por una declinacién en la actividad de compuestos como las
giberelinas, sin embargo, el mecanismo que controla la induccién de la tuberizacidn seria un
balance hormonal mas que la concentracién de una sola hormona. Las citoquininas son

compuestos importantes en este balance.

En suma, la exposicién de las plantas a condiciones que inducen tuberizaciéon produce en las
hojas una disminucién en la actividad de gibereiinas, ligado a un incremento en la concentracién

de acido absicico.
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Resulta claro por consiguiente que aun no existe una explicacion fisiologica satisfactoria para el

inicio de la tuberizacién, necesitandose de mayor investigacion al respecto. (27,7,8,16)

Es importante destacar que mas del 90% de la materia seca acumulada en Ins tubérculos
proviene de la fotosintesis que ocurre después del inicio de la tuberizacion, por lo que la tasa de
crecimiento de los tubérculos dependera principalmente de la fotosintesis neta registrada durante
la tuberizacion y de la capacidad inherente de las plantas para translocar y acumular los
fotosintatos en los tubérculos. Se ha determinado que el principal carbohidrato que se transloca e

ingresa al tubérculo es la sacarosa, ocurriendo alli la sintesis de almidon. (Moorby 1970). (9, 14)
3.1.15 Aspectos fitosanitarios de la papa e importacion de minitubérculos

La papa, como cultivo de propagacion vegetativa es propensa a la infeccion acumulativa
por bacterias, hongos, virus y viroides, proceso conocido como “degeneracion’. Estas infecciones
pueden tener un efectoc dramético sobre el rendimiento y la calidad comercial del cultivo, pudiendc
afectar también la distribucion comercial del germoplasma de papa.

En Guatemala la calidad del tubérculo producido ha ido decreciendo debido a la degeneracion
de la semilla tubérculo, principaimente por la contaminacion de enfermedades virdticas vy
bacteriales, ya que estos se encuentran diseminados por toda las areas donde se siembra papa (
9,21 ). En nuestro pais desde aproximadamente 35 afios, existe prohibicion para la importacion
de papa fresca de paises donde se tiene la presencia de “nematodo dorado” Globodera
rostochiensis), que ademas de ser la peor plaga para la papa ( Solanum tuberosum afecta

ademas 250 productos agricolas entre hortalizas, leguminosas y frutas (12,19,20).

Las empresas Productos Alimenticios René (Fabricante de Fillers) y la Mexicana Sabritas,
establecieron una alianza estratégica uniéndose al programa nacional de competitividad, que
coordina el Ministerio de Economia para el desarrolio de éste cultivo; importando iniciaimente en el
afio 1,999, 30,000 minitubérculos (38.40 kg) de la variedad Atlantis y producidos en el Centro de
Investigaciéon y Desarrolio Agricola de México a un costo de Q.60,239.79 y posteriormente en el
mismo afio, importaron 35,000 minitubérculos (45.36 kg.), procedentes de un estado de Canada
libre de “nematodo dorado”, a un costo de Q. 113,222.6, siendo la empresa Maine Farmer
Exchance la exportadora del producto (36,20).



Esto sin tomar en consideracion las importaciones de papa congelada y precocida para

restaurantes de comida rapida.

3.1.16 Induccién y utilizacion de microtubérculos de papa

Las tecnicas in vitro, tales como el cultivo de meristemos, desarrolladas en los Gltimos veinte
anos, permiten la erradicacién de éstas enfermedades ( Schilde-Rentschler y Schmiediche,
1,984). Las plantas de papa obtenidas por cultivo de meristemos pueden ser examinados para
comprobar la presencia 6 ausencia de patégenos, el material libre de patégenos constituye el
nucleo de un programa de semillas. Desde hace mucho tiempo los fitofisidlogos han tenido interés

en la fisiologia del desarrollo y control hormonal de la tuberizacién de la papa.

En estudios en plantas enteras y en esquejes de tallo con un solo nudo, se ha demostrado que
el proceso de tuberizacion es extremadamente complejo y existen muchas formas de alterar el
balance hormonal de la planta e inducir asi la tuberizacién. Algunos cientificos han modificado las
concentraciones de cotoquininas-auxinas en el medio de cultivo: Hussey y Stacey, 1,984 (43);
Kim, 1,982 (44); Wang y Hu, 1,982 (45) , mientras que en el CIP se han agregado antigiberilinas,
tales como el cloruro de clorocolina (CCC), habiéndose encontrado diferencias en las

caracteristicas y el tiempo necesario para la induccién de los mismos .

El centro de internacional de la papa (CIP) ha desarroliado investigaciones para inducir
tubérculos in vitro en un rango amplio de genotipos de papa. En promedio una de 10 yemas
axilares de plantulas cultivadas in vitro desarrollé estolones con pequefos tubérculos en sus
extremos. Cada tubérculo de peso de 3 a 38 miligramos, con dos o mas 0jos y aun siendo

pequefio su tamafio, expresaba, caracteres como el color y la forma. (42, 5,11)

3.1.17 Ventajas de la microtuberizacién in vitro

Generalmente para abastecerse de semillas micropropagadas, son necesarias tres fases -
A) Micropropagacion
B) Formacion de minitubérculos y
C) Produccion de semillas.



De esta manera son necesarias dos siembras en invernadero, protegido de plagas, utilizando
grandes espacios, en cambio si se pudiera producir tubérculos formados in vitro, se eliminaria

una fase de produccion ( 14,24,40 ).

La formacion de microtubérculos in vitro presenta como principales ventajas las
siguientes:

a) Se obtienen tubérculos en cualquier estacion del ano.

b) Es posible almacenar los microtubérculos en espacios reducidos y realizar la siembra en la
fecha optima de plantacion evitando los picos productivos que se presentan con la produccion
de vitroplantas.

c) Sirven para siembras tempranas en campo permitiendo asi un escalonamiento de la
produccion.

d) Se pueden transportar mas facilmente.

e) Aumenta el numerc de minitubérculos por planta en comparacion con el nimero obtenido en
invernadero.

f) Evita riesges de dafios en la produccion en invernadero.

g) Eliminacion de la fase de adaptacion y facilidades en la plantacién de campo.

Esta técnica en algunos casos ha presentado como principal limitante el bajo numero de
tubérculos que se obtienen por planta (maximo 1.0 - 1.5) y el pequenio caiibre de los mismos. Io

cual dificulta la conservacion de largo plazo y la supervivencia en el transplante. (24,14,4,1).

3.1.18 Recipientes

El tipo de recipiente algunas veces es factor limitante del crecimiento de las plantas, este factor
puede ser variable, dependiendo de las condiciones del laboratorio, por ejemplo, la altura sobre el
nivel del mar, la temperatura, composicion del gas atmosférico, etc.

Considerando éste fenémeno la definicion del tipo de recipientes a usar en el laboratorio es
muy importante.

a) Recipientes de vidrio. Este tipo de recipiente tiene buena transparencia, por eso el
abastecimiento de luz es mas efectivo que en los recipientes de plastico. Dependiendo del
tipo de tapaderas, es necesario 0 no la aireacion, debido al incremento del gas etileno que

acelera el envejecimiento o causa callosidad. Afortunadamente existen bastantes tipos de

Lo
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recipientes con diversidad de ventajas y desventajas, asi como también de costos. Una de
las ventajas de los recipientes de vidrio es que se pueden flamear la boca del mismo, lo que
protege del ingreso de contaminacion. Algunas de las desventajas es que son pesados y con

facilidad se quiebran.

b) Recipiente de plastico. Estan hechos de un material muy liviano, lo cual es muy
conveniente para trasladar las vitroplantas de un lugar a otro. actualmente se esta utilizando
el policarbonato, cuya transparencia se asemeja mucho al vidrio, sin embargo, ésa
transparencia facilmente se pierde por su utilizacion continua. En Guatemala todos los tipos
de recipientes para cultivo de tejidos se deben importar de paises desarrollados, por lo que
son muy costoscs. La duracion de éstos recipientes es menor que los de vidrio, por eso al
comprarlos se debe considerar esto bien. Es recomendable varios tipos de recipientes en

pequefias cantidades para probarlos primero, antes de hacer la compra definitiva.

Existen algunas otras alternativas, por ejemplo, las pachas que se utilizan para leche de
bebes (marca Gerber) son de policarbonato y resiste muy bien el autoclaveado, con una
pequena modificacion hecha al mamon lo hace dtil para el cultivo de tejidos. Ademas el
mamén sirve también como empagque de la boca de la pacha. Estas pachas tienen la ventaja
de que se pueden conseguir facilmente en el mercado local, a un precio entre Q.6.00 y
Q.12.00 por unidad y no se necesita esperar tanto tiempo por importarias {dos a tres meses)
como en los otros casos (37,38,8,7).

c) Bolsa. Existen en el mercado unas bolsas esterilizadas que se pueden utilizar como
recipientes desechables de cultivo de tejidos. Recientemente, existen unos tipos de peliculas
que dejan pasar los gases. Estos se pueden hacer en forma de bolsa y se obtiene un
recipiente con aireacion. Estos materiales nuevos son mas costosos porque son desechables
y el presupuesto de armonizacion se debe poner de una vez. Sin embargo, es dificil que les

entre contaminacion y reduciria el espacio del cuarto de crecimiento .

3.1.19 Normas de calidad e industrializacion de la papa.

En Guatemala no existen normas de calidad oficiales para la papa, ya que estas varian de
acuerdo a las exigencias de los consumidores, aunque para consumo en fresco las normas de

(9]



calidad minima, indican que la papa debe de estar lavada, sin tierra, de consistencia dura y evitar
al maximo las que se encuentran con manchas verdes causadas por la solanina, cuando la papa
se encuentra expuesta al sol por periodos prolongados.
Las normas de calidad minimas que debe poseer la papa para que sea aceptable para el

proceso industrial de papalinas son .

-No debe presentar pudricion bacterial acuosa, Fusarium y Pseudomonas infestans

dafo y presencia de insectos.

-Se considera dafio serio la presencia de pudriciones e insectos afectando mas del 10 %

en peso del tubérculo individual.

-Defectos ( rajadura por crecimiento, sarna, enverdecimiento, crecimiento secundario,

adherencia Rhizoctonia, moho, rajadura de aire, corazén negro, corazon hueco, dafos

mecanicos por lesiones y magulladuras y dafios por congelacion (36).

Es posible utilizar la papa en diversas formas, en Guatemala se utiliza para la fabricacion de
harinas, almidones, papalinas y sopas; pero tiene ademas otras opciones industriales, por
ejemplo: puede extraerse almidén industrial para ser utilizado en alimentacién, tintes, caramelos,
dextrosa, textiles, papeles, colas, detergentes, fosforos, fotografias, alcohol etilico del cual se
elaboran cauchos sintéticos, disolventes para transformaciones quimicas en farmacia, perfumeria,
explosivos, bebidas, acetonas y butanol (36 ).

! a deficiencia de la industria de Guatemala se manifiesta como ya se mencion6 en el creciente
aumento en la importacién de microtubérculos, tubérculos y papa congelada para ser utilizado en

restaurantes de comida rapida y supermercados .

3.1.20 CLASIFICACION BOTANICA DEL CULTIVO DE LA PAPA.

DIVISION Thacheopyta

SUBDIVISION Pynophytina (Gymnospermae )
SUBCLASE Dicotiledéneas

ORDEN Polemoniales

FAMILIA Solanaceae

GENERO Solanum

ESPECIE tuberosum

(46)
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3.1.21 Morfologia y comportamiento del tubérculo

Los tubérculos de papa, son organos vegetales vivos, que consumen oxigenoy
desprenden dioxido de carbono, calor y etileno. El comportamiento de éste tejido vivo durante el
almacenamiento estéd afectado no sc¢lo por el medio ambiente, sino también por la variedad
genética, las practicas agrondémicas durante su cultivo, los ataques de plagas y enfermedades y

particularmente por las condiciones fisicas del tubérculos ( 32,1,13 ).

El tubérculo que, botanicamente, es un tallo subterraneo, se origina por engrosamiento de un
estolén que a su vez, es un tallo subterraneo que crece mas 6 menos horizontalmente, formando
pequefias hojuelas. La longitud del estolén al formar el tubérculo es variable y depende de la

variedad y otras condiciones como : duracién del dia, temperatura y precipitacion .

El nimero de ojos del tubérculo es bastante variable, dependiendo de la variedad, tamafio del
tubérculos y condiciones de crecimiento. Estos se encuentran colocados en espiral sobre la
superficie del tubérculos y en forma similar a la de los botones laterales de un talio aéreo.

E! borde de la cavidad en la que estan situadas las yemas del ojo, es el remanente de una
hojuela; constituyendc el ojo Ia axila de una hoja en una parte del tallo (32, 33 ,1,13).

En el centro del ojo, se encuentra en muchos casos el botén principal, presentando a ambos
lados un botén lateral; proximos a los botones laterales se notan protuberancias que son el
comienzo del desarrolio de las raices .

El fruto es una baya bilocular de 15-30 mm de didmetro, color verde-amariliento o verde

azulado. Cada fruto contiene, aproximadamente, 200 semilias ( 41 ).

3.1.22 L.a dormancia

La dormancia es un periodo de receso normal después de la cosecha y varia dependiendo de
la variedad y edad fisiolégica de los tubérculos. En éste periodo los tubérculos no brotan, aunque
estén en medio adecuado para éste proceso. Las temperaturas bajas prolongan el tiempo de
reposo, pero temperaturas altas por 3 6 4 semanas pueden interrumpirlo. La diferencia entre
dormancia y latencia es que en el primer caso, la paralizacion temporal del crecimiento de los
meristemos es debido a causas internas, mientras que en la latencia, ia inhibicion del crecimiento
es por causas externas ( 32,41 ).



3.1.23 La respiracién

Es un proceso que ocurre en la fase de almacenamiento de los tubérculos; la respiracion ocurre
por el hecho de que el tubérculos es un érgano viviente. La energia requerida para los procesos
de vida se produce mediante la respiracion, liberando en consecuencia bidxido de carbono,
humedad y calor, a partir de oxigeno y carbohidratos .

La temperatura, humedad, el oxigeno y didxido de carbono influyen en la velocidad de
respiracion del tubérculo y en su duracién en el almacenamiento, por lo tanto, un buen manejo

puede ayudar a controlar la velocidad de las pudriciones ( 33,8 ).
3.1.24 La brotacion

La brotacién y el periodo de dormancia, son los factores mas importantes para determinar €l
tiempo de almacenaje de la papa.

Después de la cosecha, el periodo de dormancia esta sujeto a varias condiciones como -
variedad, edad fisiologica a la cosecha y temperatura de almacenamiento, por ello la
dormancia sera mas larga, si durante el cultivo hubo poca humedad y alta temperatura

Los brotes siempre causaran una cierta cantidad de pérdidas, pues las papas pierden peso
como consecuencia de una eievacion en la respiracion y evaporacion. El etileno que producen los
tubérculos al estar almacenados es una de las principales causas de la induccidn al brotamiento,

cuando no se posee un buen sistema de ventilacion ( 32,41).
3.1.25 Origen de la papa

Nadie puede dudar, que la papa sea originaria de América; io que se necesita determinar es de
que parte de éste vasto continente .

Existe abundante evidencia arqueoidgica que demuestra que la papa ha sido cultivada en la
region Andina de América del Sur desde tiempos muy antiguos. Se considera que el centro de
origen habria estado localizado en las tierras altas del Sur de Pert, en un area comprendida entre
el Cuzco y los alrededores del lago Titicaca. De alli se habria difundido por el Sur hacia Bolivia,
Argentina y Chile y por el norte hacia Ecuador, Colombia, Venezuela, Guatemala y Mexico (
4143445)



3.1.26 Composiciéon quimica de la papa

La composicion quimica de la papa, puede variar dependiendo del clima, fertilizacion, variedad
y almacenaje, pero en términos generales en la literatura se identifica la presencia de los
siguientes componentes ( cuadro 3).

Las papas tienen un alto valor nutritivo, siendo ricas en vitaminas aminoacidos y minerales.
Tienen menos calorias que el arroz, queso y otros productos. Posee los carbohidratos necesarios
para una dieta adecuada y la tercera parte de la vitamina C que un adulto debe tomar diariamente.

Ademas posee hierro, tiamina, bajo contenido de sodio y total ausencia de grasas ( 36 ).

Cuadro 3 Composicion quimica de la papa

Componente g/ 100 g de peso fresco
Agua 77.44
Sdlidos 226
Proteina 27
Grasas 0.1
Carbohidratos 17.4
Fibra cruda 0.06
Cenizas 0.9
Hierro (mg /100 g) 0.8
Calcio (mg /100 g ) 14.7
Fosfatos 89.0
Vitamina C ( mg/ 100 g ) 214
Niacina (mg/100g) 1.4
Tiamina (mg /100 g) 52.6
Riboflavina ( mg/ 100 @) 33.7

Fuente: Christiansen, J.A. y Vargas Machuca, R. 1981 (36).
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3.1.27 Medio y condiciones de cultivo

De manera general, el medio de cultivo debe ser rico en elementos minerales, en particular ei
potasio debe estar en un nivel alto para una mejor multiplicacion vegetativa; desde este punto de
vista, el medio Murashige y Skoog es conveniente.

Los meristemos se cultivan generalmente sobre medio sélido, aunque en algunos casos se
utilizan medios liquidos (empieando puente de papel). El pH normalmente se sitia entre 5.4 — 6.0.

El contenido de sacarosa es de un 2 - 4%. Frecuentemente se utilizan las siguientes vitaminas:
vitamina B;, piridoxina, acido nicotinico y acido pantoténico. Los reguladores que se suelen utilizar
en bajas concentraciones (0.1 — 0.5 mg. I"); son auxinas y citoquininas para promover la division
celular; el AG,; es mucho menos utilizado.

Los tubos con los meristemos se ponen bajo luz fluorescente (en general de 1,000 a 3,000 lux)
en ocasiones es necesario utilizar una irradiacion menor en los primeros dias después del

aislamiento- bajo un fotoperiodo de 14-16 horas y a una temperatura de 23 - 25 °C. (41,26,28)
3.1.28 Retardadores de crecimiento de las plantas

Varios compuestos han sido producidos para inhibir el crecimiento de las plantas y ha sido
demostrado que inhiben la biosintesis del acido giberélico ; coma AMO1618 Y CCC
(Cloruro de clorocolina), fosfon D y ancymidcl fueron llamados “retardantes del crecimiento”. El
ancymidol inhibe la conversion de kaureno a kaurenol. Las giberelinas, como las atixinas, pueden

ser metabolizadas a giberelinas conjugadas con glucosa ( 41,39,40).
3.1.29 Efecto de la oscuridad

No se puede dejar de un lado uno de los factores que incide fuertemente en el procesc
tuberizador como lo es la oscuridad, ya que la formacién del rizoma y dei futuro tubérculo, se da
dentro de la tierra por el geotropismo negativo que posee la raiz, sitio por donde se inicia el
engrosamiento, in vitro, la condicion se controla mediante el acondicionamiento de cuartos
oscuros, en los que se incuban las plantas completas, por lo tanto, la raiz es el Unico sitio en
donde se forma el estolon y esta funcién en gran medida se atribuye a las yemas axilares que se
encuentran en la base del peciolo de la hoja, sin embargo en algunas ocasiones también se
forman microtubérculos en las raices; en la oscuridad, el proceso fotosintético se ve detenido y es

por lo que en algunos casos los cuartos se acondicionan para reducir el fotoperiodo, es decir se



acortan las horas de luz y se aumenta el periodo de oscuridad con el fin de que la plantula no deje
de elaborar sus propias sustancias, aunque en poca cantidad y que esto contribuya asi mismo a la
formacién de 6rganos de reserva.

A este respecto, en nuestro caso las plantulas no se sometieran a horas luz, sino por el
contrario a oscuridad total, esto con el fin de observar como se desarrolla el proceso.

En los experimentos de Wang et al (1,990), la induccién de los tubérculos no se vio afectada por
la baja intensidad luminica, ni por la ausencia de luz ( oscuridad total ), sin embargo, los
microtubérculos formados con baja intensidad luminica no presentaron dormancia ( estado de

latencia ), mientras que los otros presentaron profunda dormancia (41).

3.2 MARCO REFERENCIAL
3.2.1 Caracteristicas de los materiales experimentales
3.21.1 Clones de papa
A. Loman

Predomina a nivel comercial, ya que es el clon de mayor preferencia en el gusto de las amas
de casa, por lo tanto facilita su comercializacion. Ademas de constituirse en el clon que ocupa el
mayor porcentaje, en términos de area sembrada a nivel comercial en nuestro pais

Los rendimientos son bajos, debido a la degeneracion de la semilla-tubérculo producido en el
pais, por la contaminacién de enfermedades viréticas, debido a que los agricultores siembran su
propia semilla con alto grado de infeccidon; ademas ia papa destinada para semilla se almacena
inadecuadamente a menudo con luz directa, lo que da como resultado un alto porcentaje de
tubércuios exhibiendo dominancia apical, brotes alargados y débiles lo cual se traduce en bajos
rendimientos ( 9,10,19,21).

Caracteristicas Clon Loman:

Adaptabilidad: 1,700 - 2,500 msnm

Altura: 06a0.7m.

Tallos: erectos al principio, luego con la madurez alcanzan un tipo rastrero.
Color del foilaje: verde obscuro.

Forma de los tubérculos: alargados y ligeramente aplanados, extremo
terminado en punta.

Color interno del tubérculo: amarillo crema.
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Susceptibilidad a tizon tardio (Ph to hthora infestans De Bary) muy
susceptible.
Ciclo del cultivo: 90-100 dias.
~ Distancia de siembra: entre surcos 0.60 m. Entre plantas 0.30m
Adaptacién culinaria: muy aceptable.
Rendimiento : de 15 a 20 ton/ ha
Ojos blancos superficiales

Floracion: por lo regular no florea. ( 8)

Caracteristicas del Clon ICTAFRIT

Material experimental enviado por el Centro Internacional de la papa (CIP), al Laboratorio de
biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA), en el mes de Mayo del afio
1,997, como parte del programa de transferencia de tecnologia e investigaciones colaborativas
entre instituciones que generan investigacion, y como parte del programa del CIP que distribuye
continuamente germoplasma de papa conservado in vitro a mas de 50 paises en vias de
desarrollo ( 8,9 ,21).

Es el resultado del cruce experimental entre Solanum andi ena y Solanum tuberosum.
Inicialmente el CIP envié este material a la ciudad de Panama, en este pais Centroamericano
el Instituto de Investigacion, ie denominé IDIAFRIT, ia terminaciéon FRIT obedecié a las
caracteristicas especiales que para fritura posee este clon, aunque se le considera de doble
propésito ya que también su calidad culinaria es muy aceptada por las amas de casa y porque

morfologicamente es muy similar al clon Loman.

En nuestro pais inicialmente fue evaluado en la poblacion de Chiquirichapa, aunque los
resultados no fueron concluyentes por inundacicnes que afectaron el area, posteriormente se
evalu6 este clon en la aldea Xeabaj del Municipio de Santa Apolonia, Chimaltenango, en
investigacion inferencial realizada en 1,998, en la cual se definieron sus bondades agrondémicas
(9,21,22,19).

Caracteristicas

Adaptacion: 2,400-3,000 msnm
Altura de la planta: 1.10 m
Tallos: erectos y fuertes.
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Color del foliaje: verde obscuro.

Color de las flores: moradas.

Forma del tubérculo: oblongo-alargado (relacion 2:1 respecto a largo por
ancho)

Ojos o yemas: no profundos de color morado.

Color externo; crema

Resistencia a tizon tardio (Ph o hthora infestans De Bary) muy tolerante.
Ciclo: 120 dias

Rendimiento de 25-30 ton/ ha

Distancia de siembra: 0.40 m entre plantas y 1.0 m. entre surcos.

Tipo de calza: requiere de una calza ancha por la altura que alcanza.
3.2.2 Manejo del Experimento

Inicialmente se prepararon soluciones Stock
de macronutrientes MS (*10)
de micronutrientes MS (*100)
Soluciones Stock de hierro MS (* 200)
Soluciones Stock de vitaminas MS (*200)

La elaboracion de soluciones Stock obedece a que una vez escogida la formulacion del medio
de cultivo, se podrian pesar las cantidades necesarias de todos y cada uno de los componentes
del medio, ello no obstante seria una operacion larga y tediosa, ademas de muy imprecisa puesto

que obligaria a pesar algunas cantidades muy pequenas ( 41,21 ).

=s habitual trabajar con una solucion Stock de macronutrientes, una de micronutrientes, una de
hierro con un agente quelante, otra de vitaminas y Myo-inositol, asi como soluciones especificas
para los demas componentes del medio (reguladores, etc) .

Puede apreciarse en los cuadros 52A, 53A y 54A del Apendice; proceder de ésta forma
simplifica la preparacion del medio MS, que contiene un total de 20 substancias, a partir de
soluciones Stock su preparacidn se reduce a cuatro medidas de volumen y una pesada

(sacarosa).

e
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Obtenido el voliumen de medio deseado se procedio a ajustar su pH mediante la adicidn de
NaOH y/o HCI 0.1 - 1N. En funcién al medio a preparar se ahadié en primer lugar el agente
solidificante, se fundié por calentamiento breve para finalmente ser dosificado en los recipientes
elegidos.( cuadros 52A, 53A 'Y 53A del Apendice )

3.2.3 Medios de cultivo experimentales

Para el desarrollo de la presente investigacion inicialmente se utilizd el medio para iniciacion
“P2” para la fase de Micropropagacion y los medios de KO, M-S, W-H, KIM, P-S y el medio H-S,
para la fase de Microtuberizacién. La composicién de cada medio de cultivo puede observarse en
el cuadro 9 y la elaboracion de los medios basales en los cuadros 49A , 50A Y 51A del
apéndice.

A. Medio para iniciacion “P2”

Con el propésito de rejuvenecer el material experimental de los clones: Loman e ICTAFRIT, se
procedid a micropropagarlos con el propdsito de poder disponer para la fase de microtuberizacion
de material suficiente y de un mismo tiempo de crecimiento para lo cual se utilizaron 5.4 litros de
medio en 535 tubos de cultivo, para un nimero igual ge microesquejes {explantes) en medios.

Se utilizd el medio de cultivo "P2" desarrollado por el Ing. Ken Okabe, basado en los
macronutrientes de Ken Okabe, adicionalmente a las vitaminas de Gamborg Bs (1967), sacarosa
al 3%, agar al 6% acido félico (1,000 ppm), L-arginina (4,000 ppm), pantotenato de calcio y
putrescina (10,000 ppm). (37).

B. Medios microtuberizadores

Posterior a la fase de iniciacion se procedid un mes después a trasladar las plantulas obtenidas
a la camara de flujo laminar , donde se disectaron y se obtuvieron un promedio de 5 explantes por
planta contabilizando un total de 2,676 explantes, mismos que fueron sembrados en ius
recipientes tubos de cultivo, Magentas y Gerber, creciendo en seis medios semisolidos
tuberizadores:
a) Medio H-S: medio basal en estado semisdlido, desarrollado por Hussey G. y Stacey (1,984)
formado por elementos organicos, modificado con 70,000 mg/l de sacarosa y 2 mg/l de BAP.



b) Medio M-S : meclio basal en estado semisélido, desarrollado por Murashige y Skoog (1962)
conformado por elementos organicos e inorganicos, modificado con 90,000 mg/l de sacarosa
(41,46)

¢) Medio KO : medio basal semisélido, desarrollado por Ken Okabe ( 1,998), toma como base el
medio M-S suplementado con vitaminas de Nitch y Nitch, sulfato de putrescina, L-Arginina,

Pantotenato de caicio y 90,000 mg /| de Sacarosa (37 ).

d) Medio P-S : medio basal semi sélido, desarrollado por C.E Palmer C.E y O.E Smith (1,969 ),
toma como base el medio Murashige y Skoog , suplementado con reguladores de
crecimiento Kinetina 2.5 mg/l y 500 mg/l de chloro cholinechioride de cycocel Bast (CCC)y
90,000 mg/l de sacarosa (39 ).

e) Medio W-H : medio basal semisélido, desarroliado por Po-Jen Wan y Ching Ye Hu ( 1,982 ),

y suplementado con 10 mg/l de Bencil aminopurina BAP y 60,000 mg/i de sacarosa {45 ).

f) Medio KIM : medio basal semi sdlido, desarrollado por Kim Y.C. ( 1,982 ), toma como base
el medio de Murashige y Skoog, suplementado con 5 mg/l de Bencil Aminopurina BAP
y 60,000 mg/l de sacarosa ( 11,13,15).

3.2.4 Estudios realizados sobre microtuberizacién de papa
3.2.4.1 Establecimiento de una tecnologia in vitro en dos variedades de papa

Solanum tuberosum L, subespecie(spp) andigena.

Chaparro Catalina Astrid (11), realizo este estudio en ia Universidad Javeriana de Colombia,
con la colaboracion especifica del Laboratorio de papa de las instalaciones del Programa Regional
Agricola de Corpoica. El experimento consistié en evaluar las variedades de papa Parda astusay
Diacol Monserrate en medio liquido y solido; distribuidos en dos fases -

A. Fase de propagacion inicial

Utilizando el medio liquido M-S (1,962), se sembraron Ios esquejes en 80 erlenmeyer de 500 mi
por 30 dias.
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B. Fase de microtuberizacion
En camara de flujo laminar y con la ayuda de pipetas estériles de 15 y 25 ml y succionadores se
extrajo e! medio liquido M-S de propagacion inicial y a cada erlenmeyer se le aplico medio

tuberizador y se llevaron a cuarto oscuro por 60 dias.

Cuadro 4 Evaluacion de medios inductores de tuberizacion

Variante  Sacarosa% CCC (mg/l) BAP (mg/l) No. Microtubérculos
8 500 5 59 tubérculos en 750 mi.
7 2 Cercano al mayor
i 1000 2 BAJO
Y 3 500 BAJO
\Y 3 BAJO

Nota: Cycocel Basf o CCC= Cloruro de clorocolina, BAP =Bencilaminopurina.

El experimento permitié identificar que el CCC no influye determinante en la produccion de
microtubérculos sin la acciéon conjunta de una fuente de carbono de alta concentracion. Las
variantes |, il y Il mostraron una produccion muy baja ,demostrandose que la ausencia o bajas
concentraciones de sacarosa inhiben el proceso aiin con la presencia de CCC, aun asi Ia

ausencia de BAP en las variantes IV y V pudo influir en el proceso retardandolo.

3.2.4.2 Evaluacion de la induccion y utilizaciéon de tubérculos in vitro de papa

Schilde Rentschler y P.E. Schmrdichinem, 1984, especialistas investigadores del Centro
internacional de la Papa del Peru (CiP), realizaron dos investigaciones consistentes en identificar
el rendimiento en nimero, peso en gramos y diametro en milimetros en la evaluacién de 10 clones
de papa y ademas establecer la comparacidon entre cuatro métodos estandar para la induccion in
vitro de tubérculos.

Para el primer estudio se utilizaron combinaciones de medios liquidos y medios solidos en 2

etapas:
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A. ETAPA 1 Esquejes de tallo para medios liquidos

En un medio liquido de propagacion, se colocaron tallos completos de plantulas in vitro
obtenidos en la primera etapa, sin raices ni hojas, los frascos con los segmentos fueron puestos
en un agitador orbital a 60 rpm, bajo 16 horas de iluminacion con intensidad. de 1000 lux y
temperatura de 22 °C.

Las yemas axilares a lo largo del tallo crecieron rapidamente y a dos o tres semanas

desarrollaron plantulas.
B. ETAPA 2 Induccién de microtubérculos

Se indujo la formacion de microtubérculos como resultado de la adicion al medio liquido de
propagacion de Cloruro de Colocolina (CCC) y Bencil Aminopurina (BAP) y un incremento en la
concerntracion de sacarosa, luego los erlenmeyer conteniendo medios se llevaron a un cuarto
oscuro de incubacién por 30 dias.

Cuadro 5 Rendimiento in vitro de tubérculos y sus componentes para diez clones, con el
método estandar utilizado en el CIP (combinacion de medios liquidos y sélidos en

erlenmeyer
No.promedio/microtubérculos Peso promedio (m_g) Diametro
VARIEDADES proimedio (mm)
Mariva 10 131.2
LT-2 12 105.0
DT0-2 10 974 6
LT-7 24 143.5 5
DT0-33 8 78.1 6
LT-1 16 87.8 5
Pifaza 20 72.8 3
Atacama 9 49.8
702867 14 139.2

Atzimba 10 7.7
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Cuadro 6 Comparacion de aspectos, en tres métodos estandar ( liquidos y semisoélidos),
respecto al medio estandar del CIP, para la induccion in vitro de microtubérculos.

| Aspectos CIP ‘Wangy Hu  KIM Hussey y Stacey |
T/Iatéirﬁi Vegetal Tallos de Tallos de Esquejes de tallo in  Esquejes de tallo
plantulas in vitro  plantulas in vitro In vitro
vitro
Medios de MS+0.5 BAP+ MS +0.05 MS+0. 1AG+ = e
Propagacion 0.4 AG+ 0.01 ANA 0.5 cinetina
ANA
Medios de MS+ 5.0 BAP+ MS + MS+50BA+6.0 MS +2.0BAP +
tuberizacion 500.CCC+8% 10.0BAP+ de sacarosa | 6% sacarosa
de sacarosa 8% de
sacarosa
Temperatura 18 20 20 20
°c
'Horas (luz) 0 8 (100 lux) 0 8
| Rendimiento 10 tubérculos 50 tubérculos | 1-2 tubérculos por 1 tubérculo por
| ner por esqueje esqueje.
Erlenmeyer Erlenmeyer
Tiempo 4 semanas 16 semanas 8 semanas 8 semanas.

Nota: todas las preparaciones se basaron en la mezcla de sales (MS) de Murashige y Skoog
(1.962).

La adicion de reguladores de crecimiento estd dada en ppm, se agregaron
BAP=Bencilaminopurina, AG= Acido giberélico, ANA=Acido naftaleno acético, KIN=cinetina,

CCC =cloruro de clorocolina.
3.2.4.3 Minitubérculos de papa: Tecnologia de valida i6n en México

Lozoya-Saldafia ( 30 ), estudio el efecto de cuatro medios de cultivo inductores de tuberizacion

en los clones Atzimba y Juanita bajo tres diferentes regimenes de iluminacion.
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El proceso de tuberizaciéon se inicid a los 20 dias después de la siembra, para todas las
combinaciones de cultivar-luz-medio, pero esta estimulacion temprana no estaba relacionada con
el rendimiento del tubérculo. Atzimba tuberizd mas que Juanita y un fotoperiodo de 8 horas fue
mejor que los otros tratamientos con menos luz. Especificamente, el medio de Wang-Hu (W-H),
favorecid la mas alta tuberizacion para Atzimba (1.98 mg/planta) y el de Palmer-Smith (P-S) para
Juanita ( 290 mg/planta). No obstante se obtuvo una respuesta mas general y uniforme para

ambas variedades en el medio P-S .

Cuadro 7 Numero de microtubérculos de las variedades de papa: Atzimba y Juanita,

producidos en cuatro medios inductores de tuberizacion.

ASPECTOS P-S (1,969) W-H (1,982) WA (1,983 ) ST (1,972)
Medio tuberizador MS + 2.5 mg/| MS+10mg/l | MS +3.5mg/lde MS+ 25 mg/l de
de cinetina + 60g bencylamino cinetina + 60g de | coumarina + 60 g
de sacarosa purina + 80g de sacarosa | de sacarosa
} 1 sacarosa
No.tubérculos a 8 Atzimba Atzimba Atzimba Atzimba
horas (luz) a 2,500 1.7 1.3 1.7 1.0
| Luxaocc Juanita Juanita Juanita Juanita
1.5 0.1 1.1 0.3
No. tubérculos con Atzimba Atzimba Atzimba Atzimba
luz difusa a 100 11 0.5 1.1 0.4
Lux 25°C Juanita Juanita Juanita Juanita
1.1 03 1.2 ' 0.7
No.tubérculos Atzimba Atzimba Atzimba Atzimba
Completa 1.5 0.8 1.2 0.3
oscuridad a 25°C Juanita Juanita Juanita Juanita
12 07 1.0 0.6

Nota: P-S = Palmer-Smith, W-H = Wang-Hu, WA = Wattimena, ST = Sallknech.
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4. OBJETIVOS

4.1 General:

4.1.1 Determinar la respuesta de los clones Loman e Ictafrit de papa (Solanum tuberosum L.) a
la técnica de tuberizacion in vitro.

4.2 Especificos:

4.2 1 Determinar el recipiente adecuado para la produccion in vitro de tubérculos de papa, en
los clones LOMAN e ICTAFRIT.

422 Determinar el medio de cultivo mas adecuado para la produccion in vitro de tubérculos de
papa en los clones LOMAN e ICTAFRIT.

4.2.3 |dentificar los medios de cultivo, que inducen la formaciéon de brotes en microtubérculos
de los clones  LOMAN e {CTAFRIT.



5. HIPOTESIS.

5.1 Para la microtuberizacion existe al menos un medio de cultivo que favorece la formacion de

un mayor numero de microtubérculos , para los clones Loman e ictafrit.

5.2 Para la microtuberizacion existe al menos un tipo de recipiente que favorece la formacién de

un mayor numero de microtubércuios , para los ciones Loman e Ictafrit.

5.3 Existe un medic de cultivo que induce la formacion de brotes en microtubérculos de los

clones Loman e Ictafrit.

49
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6. METODOLOGIA

6.1. Localizacion del Experimento.

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y
Tecnologia Agricolas ( ICTA), localizado en el Km. 21.5 carretera a Amatitlan, Barcenas, Villa

Nueva.

6.2. Material vegetal

Los materiales vegetales utilizados, corresponden a dos variedades de papa ( Solanum
tuberosum L.sub. sp Andi ena. Germoplasma enviado de! Centro Internacional de la Papa
(CIP), como parte del programa de cooperacion interinstitucional entre centros de investigacion.
Previo a su exportacion y distribucion a estos materiales se les aplicé un diagnéstico por medio de

técnicas inmunoenzimaticas ELISA, para los virus PLRV, PVY y PVX.

6.3 Manejo del experimento
El trabajo de investigacion consistié en 4 fases :

6.3.1 Fase de estandarizacion de los medios, recipientes, densidad de siembra y
repeticiones

rHabiendo definido a los clones LOMAN e ICTAFRIT como los materiales vegetativos
in vitro a evaluar, en funciéon de los niveles de fitohormonas y concentraciéon de sacarosa, y
partiendo de investigaciones que sobre el tema se han realizado se procedi6 a la seleccion de los
seis medios semisélidos: KO (MEDIO TESTIGO), M-S, W-H, P-S, H-S, y KIM, para ser evaluados
en el proceso de microtuberizacion , en completa oscuridad .

La composicion de los medios basales tuberizadores puede verse en el cuadro 9.

-Reci iente Ma enta : Para cada recipiente Magenta box de Sigma, se establecié un
volimen de 100 ml de medio tuberizador, para una densidad de siembra de 16 explantes y 12

repeticiones, para cada uno de los seis medios semisoélidos por cada clon

Se establecié un calculo de 14.4 litros de medio tuberizador para ser distribuidos en un total de

144 recipientes Magenta.
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-Reci iente Gerber : para cada recipiente gerber de 5 cm de diametro por 7 cm de alto, se
establecid un volumen de 30 ml de medio tuberizador, con una densidad de siembra de 5
explantes y 5 repeticiones de cada uno de los seis medios por cada clon.

Se establecio un célculo de 1.8 litros de medio tuberizador para ser distribuidos en un total de

60 recipientes.

-Reci iente Tubos de cultivo : para cada tubo de cultivo de 25 mm por 150 mm, se establecio
un volumen de 10 ml de medio tuberizador, con una densidad de siembra de 1 explante y 6
repeticiones para cada uno de los seis medios por cada clon. Para un volumen de 0.72 litros de

medio tuberizador para ser dispensado en 72 recipientes.

La distribucion de explantes y medios puede verse segun cuadros 49A, 50A Y 51A del

apendice .

6.3.2 Fase de ensayo o de Preevaluacion

Habiendo estandarizado los factores de investigacion, previo a establecer el experimento
definitivo, se establecidé un ensayo preliminar que permitiera evaluar la consistencia de los medios
y la posible respuesta de los clones a la microtuberizacion y sobre todo identificar el tiempo éptimo
de incubacién, para lo cual se utilizaron 3 repeticiones por medio y por clon y lecturas de

comportamiento y respuesta a los 60, 90 y 100 dias.

Lecturas de comportamiento y respuesta a los 60 , 90 y 100 dias posteriores a la siembra,
identificandose que 60 dias era el periodo éptimo para que se estableciera el proceso

microtuberizader ya que después de éste periodo de tiempo no hubo variacion significativa.
6.3.3 Fase de micropropagacion

Con el proposito de disponer de material suficiente de un mismo periodo de crecimiento para la
fase de microtuberizacion, se procedié a micropropagar materiai vegetativo in vitro de los clones
Loman e Ictafrit disponible en los cuartos de crecimiento, material expuesto a 16 horas de
fotoperiodo y una temperatura de 22 °C.

-Se procedi6 a seleccionar un stock de 108 vitroplantas distribuidos en 54 del clon Loman
y 54 del clon Ictafrit.



-Se prepararon 1.08 litros de medio de iniciacion “P2”, se dispensaron en 108 tubos de

cultivo conteniendo 10 mi de medio basai con pH de 5.6-5.7.

-Se procedio a esterilizar los tubos conteniendo medio en autoclave a 15 libras por pulgada

cuadrada de presién por 20 minutos a 121°C.

-En camara de flujo laminar, asépticamente las 108 vitroplantas, se disectaron con la

ayuda de pinzas y tijeras esterilizadas con alcohol al 70 % y flameo constante

-De las 108 vitroplantas se obtuviercn 536 explantes mismos que fueron sembrados en igual

numero de tubos de cultivo y trasladados a cuartos de crecimiento por 30 dias.

6.3.4 Fase del establecimiento definitivo del experimento

Se dispuso para esta fase de las 536 plantulas obtenidas en la fase de micropropagacion,
distribuidas en 268 para el clon Loman y 268 para el clon Ictafrit. Se procedi6 a la formulacion de

los seis medios microtuberizadores, en base a nivel de fitohormonas y porcentaje de sacarosa

presente en cada medio a un pH de 5.6-5.7.

-Los recipientes conteniendo medio se llevaron a autoclave para su esterilizacion a 15 libras

por puigada cuadrada  de presién por 20 minutos a 121°C.

-Los materiales se llevaron a la camara de flujo laminar y asépticamente se extrajeron de los
tubos de cultivo las plantas micropropagadas y con ayuda de pinzas y tijeras esterilizadas
con aicohol al 70 %, se disectaron obteniéndose un total de 2,680 explantes (5 por planta).

-Se sembraron en los recipientes Magentas, Gerber y tubos de cultivo y trasladados a

cuartos de crecimiento por 60 dias ern completa oscuridad .

6.4 Aleatorizacion

Los tratamientos se aleatorizaron dentro de cada bloque de la siguiente manera; se sorted el
orden de siembra estableciéndose una distribucion en funcidon a una relacidn: medio, clon y
recipiente puede apreciarse en el cuadro 8, con tres experimentos independientes, uno por cada

uno de los tres recipientes, estableciéndose doce tratamientos para el recipiente Magenta, doce



tratamientos para tubos de cultivo y 12 tratamientos para recipientes Gerber. (segun cuadros
49A, 50A y 51A del apéndice).

6.5 Condiciones ambientales de incubacién

Lo\s materiales sembrados en los medios de cultivo, se trasladaron a cuartos de crecimiento
con una temperatura de 22 grados centigrados, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas
de oscuridad por un tiempo de incubacion de sesenta dias; aunque el experimento se establecié
considerando completa oscuridad, esto se logré conservando cada tratamiento en recipientes
plasticos, mismos que posteriormente fueron cubiertos con papel aluminio para evitar el paso de la
luz.

6.6 Medicién de las variables de respuesta

6.6.1 Numero de microtubérculos

Para la toma de datos para dar respuesta a esta variable se procedio de la siguiente manera: a
los sesenta dias después del establecimiento del experimento, se extrajeron de los recipientes
conteniendo medio tuberizador; los microtubérculos producidos y se realizé el respectivo recuento

por tratamientos, posteriormente se obtuvo el promedio por tratamiento.

6.6.2 Peso de los microtubérculos

Habiendo extraido los microtubérculos de los respectivos recipientes, posteriormente a
eliminar los residuos de medios, se les clasificé y se procedio a pesarlos en miligramos,

posteriormente se obtuvo el promedio respectivo por tratamiento.
6.6.3 Longitud de los microtubérculos

Sobre la longitud de los microtubérculos producidos, se realizé mediante la medicién del largo
de los mismos en milimetros, para lo cual se utilizo una cinta y una regla graduada.
Posteriormente se obtuvo ei promedio respectivo de los tratamientos.

6.6.4 Diametro de los microtubérculos

Los datos de medicion del diametro de los microtubérculos producidos se obtuvieron mediante
la determinacion del ancho de los microtubérculos producidos, tomados de la parte media; para lo



54

cual se utilizod una cinta y una regla calibrada, obteniendose posteriormente el promedio respectivo

para cada tratamiento.

6.6.5 Microtubérculos con brotes

Para la determinacion de los microtubérculos con presencia de brotes, se utilizé una valoracion
subjetiva ya que solo se identifico si existia 0 no presencia de brotes y fueron contabilizados en

numero, no importando el largo que estos presentaban y su robustez.

6.7 Diseiio Experimental

Se realizé un experimento para cada tipo de recipiente por lo que, se utilizaron los siguientes

disenos independientes:

a) El disefio Blogues Completamente al Azar con arreglo bifactorial (2*6 ) en arreglo combinatorio
de los tratamientos y 12 repeticiones por medio de cultivo y por clon, como unidad
experimental un recipiente Magenta box de Sigma Co. Ltda.conteniendo 100 ml de medio
semisélido tuberizador y creciendo en él 16 explantes, para una siembra de 1,152 explantes
por cada uno de ios clones ( 2,304 explantes en total en 144 magentas).

(cuadros 49A, 50A y 51A del apéndice).

b) El disefio Bloques completamente al azar con arregio ( 2*6 ) combinatorio de los tratamientos
y 5 repeticiones por medio de cultivo y por clon, como unidad experimental un recipiente
tipo Gerber de 5 cm de diametro por 7 cm de alto, conteniendo 30 mi de medio semisolido
tuberizador y creciendo en él 5 explantes, para una siembra de 150 explantes por cada uno
de los clones ( 300 explantes en total en 60 recipienies
tipo Gerber).

(cuadros 49A, 50A y 51A del apéndice)

c) Eldisefio Blogues completamente al azar con arregio bifactorial ( 2*6 ) en arreglo com-
binatorio de los tratamientos y 6 repeticiones por medio de cultivo y por clon, como unidad
experimental un tubo de cultivo de 25 * 150 mm, conteniendo 10 mi de medio semisolido
tuberizador y creciendo en él 1 explante, para una siembra de 36 explantes por cada uno de

los clones.
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(72 explantes en total para un nimero igual de tubos de cultivo).
(cuadros 49A, §0A y 51A del Apéndice)

6.8 Factpres y niveles :

6.8.1 Medios microtuberizadores

KO = Medio tuberizador desarrollado por Ken Okabe (I,998)

W-H = Medio tuberizador desarrollado por Po-Jen Wan y Ching -Ye Hu (1,982)
M-S = Medio tuberizador desarrollado por Murashige y Skoog (1,984) modificado.
KIM =Medio tuberizador desarrollado por Y.C Kim (1,982)

H-S =Medio tuberizador desarrollado por Hussey G. y Stacey (1,984)

mmoow»

P-S =Medio tuberizador desarroliado por Palmer y Smith (1,969)

6.8.2 Tiempo de incubacion y condiciones luminicas

¢ Sesenta dias de incubacion

o Completa oscuridad.

6.8.3 Modelo estadistico

Para cada experimento, establecido en funcion de cada tipo de recipiente, se utiliz6 el siguiente

modelo estadistico

Yijkl = u + Ai + Bj + ABij + Rk + Eijk

Donde:

Yijkl = Variable de respuesta

u = I=fecto de la media general
Al = E:fecto del i-ésimo clon

B = Efecto del j-€simo medio de cultivo

ABij Efecto de la interaccién entre el i-ésimo clon y el



j-ésimo medio de cultivo
Rk

Eijk

Efecto del k-ésimo bloque

i

Error experimental asociado a la ijk-esima unidad experimental.

6.8.4 Unidad experimental

Las unidades experimentales lo constituyeron tubos de cultivo de 25* 150 milimetros,

recipientes tipo Gerber de 5 cm de diametro por 7 cm de alto y recipientes Magentas Box de

Sigma Co. Ltda. De 4 "x 4" x 6 " (largo, ancho y alto), para los clones Loman e Ictafrit.

6.8.5 Tratamientos

Para el experimento con tubos de cuiltivo, se utilizaron:

36 tubos de cultivo por clon conteniendo cada uno 10 ml de medio

semisolido tuberizador con crecimiento de 1 explante por tubo de cultivo y 36
explantes por clon ( 72 explantes en total ).

30 Gerber por clor conteniende cada recipiente 30 mi de medio

semisodlido tuberizador con crecimiento de 5 explantes por Gerber y 150 explantes
por clon ( 300 explantes en total ).

60 Magentas por clon conteniendo cada recipiente 100 m! de medio

semisolido tuberizador con crecimiento de 16 explantes por Magentay 1,0152
explantes por clon ( 2,304 expiantes en total )

(cuadros 49A, 50A y 51A del Apéndice).



Cuadro 8

No.de
tratamientos

OO~ A WN

—_ o
L %Y ~~
N = O

~I o A WN

[V L N N
t
N O N

Distribucion de Tratamientos por Recipientes

Medios de
cultivo
M-S
M-S

P-S
P-S
W-H
W-H
KiM
KiM
H-S
H-S
M-S
M-S

P-S
P-S
W-H
W-H
KIM
KIM
H-S
H-S
M-S
M-S

P-S
P-S
W-H
W-H
KIM
KIM

clones

LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN

ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN
ICTAFRIT
LOMAN

Recipientes

Tubos de cultivo
Tubos de cultivo
Tubos de cultivo
Tubos de cultivo
Tubos de cultivo
Tubos de cultivo
Tubos de cultivo
Tubos de cuitivo
Tubos de cultivo
Tubos de cultivo
Tubos de cultivo
Tubos de cultivo
Gerber
Gerber
Gerber
Gerber
Gerber

Gerber
Gerber
Gerber
Gerber
Gerber
Gerber
Gerber
Ma enta
Ma enta
Ma enta
Magenta
Ma enta
Ma enta
Ma enta
Ma enta
Ma enta
Magenta
Ma enta
Ma enta
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Cuadro 9 COMPOSICION QUIMICA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

CONCENTRACION QUIMICA EN CADA MEDIO DE CULTIVO (mg/l)

CONSTITUYENTES
INORGANICOS
ORGANICOS Y

REGULADORES DE
CRECIMIENTO

NHsNO;
KNO;

Ca Cls. 2H,0
M 804 7H20
KH,PO,4

H3B0;

MnsO4_ 4H20
Zns0, 7H20
Na,MoO4 >H>0
CUSO4. 5H20
CoCl;. 6H,0
FeS04 7 H,O
Na; EDTA. 2 H;0

Inositol

Acido nicotinico
Piridoxina HCI
Gilicina
Pantotenato
/calcio

Sulfato

/ utrescina
Vitaminas/Nich
Sacarosa

A ar (Phita el

Cinetina
BAP

CCC.

[

NOTA:

KO
M-S
W-H

H-S
P-S

DD WN =

MEDIO
K-O

1,650
1,900
440
370
170
083
6.2
223
8.6
0.25
0.025
0.025
27.8
37.3

100
0.5
0.5
2.0
2.0 ml

4.0

0.4 ppm
90,000
3,000
57

MEDIO
M-S

1,650
1,900
440
370
170
0.83
6.2
223
8.6
0.25
0.025
0.025
27.8
37.3

100
0.5
0.5
2.0

70,000
3,000
5.7

Medio Ken Okabe ( 1,998 )

MEDIO
W-H

1,650
2,200
440
370
85
0.83
6.2
223
8.6
0.25
0.025
0.025
27.8
37.3

100
0.5
0.5
2.0

90,000
3,000
57

10.0

= Medio Murashige y Skoog ( 1,962 )

- Medio Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu ( 1,982
KiIM = Medio Y.C Kim ( 1,982)

= Medio Hussey G.y Stacey ( 1,984 )

= Medio Palmer y Smith ( 1,969)

MEDIO
KiM

1,650
1,900
440
370
170
0.83
6.2
22.3
8.6
0.25
0.025
0.025
27.8
37.3

100
0.5
0.5
20

70,000
3,000
5.7

5.0

MEDIO
H-S

1,650
1,900
440
370
170
0.83
6.2
223
8.6
0.25
0.025
0.025
27.8
37.3

100
0.5
0.5
20

70,000
3,000
5.7

2.0

MEDIO
P-S

1,650
1,900
440
370
170
0.83
6.2
223
8.6
0.25
0.025
0.025
27.8
37.3

100
0.5
0.5
2.0

90,000
3,000
5.7

2.5

500
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6.8.6 Analisis de ia informacion

Para el procesamiento de la informacion derivada de las variables de respuesta planteadas
para el presente experimento, se procedié a realizar un analisis de varianza para cada variable de
respuesta, utilizando el disefio Blogues Completamente al Azar con arreglo bifactorial {2*6) en
arreglo combinatorio de los tratamientos por medio de cultivo v por clon,. Como unidad
experimental un recipiente Magenta, un recipiente Gerber y un tubo de cultivo para tres disefios

experimentales independientes.

En los casos en los que se obtuvo diferencias significativas entre tratamientos o por variables

de respuesta, se efectuaron andlisis utilizando prueba de medias Duncan al 10 %.

6.8.7 Presentaciéon de resultados

Para la presentacion de resultados mediante una camara digital, se tomaron fotografias de

las diferentes fases del experimento y se elaboraron cuadros y gréficas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados obtenidos fueron distribuidos respecto a los recipientes. en funcion de las
variables de respuesta propuestas para su analisis.
7.1 Recipiente Magenta
7.1.1 Nuamero de microtubércuios

El analisis de varianza para la variable de respuesta numero de microtubércuios creciendo
en 12 recipientes magenta, con 16 microesquejes creciendo en medios semisolidos de cultivo
( Cuadro 10 ), no arroj6 diferencias significativas para los clones Ictafrit y Loman, mas si se
encontraron diferencias altamente significativas para medios y para la interaccion clon por

medio.

Cuadro 10 Analisis de varianza para la variable ndmero de microtubérculos en recipiente Magenta.

B

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS VALORDE F, Pr> Fc
Clon 0.108 0.02 0.8805 NS
Medio 103.795 433 6.0013 **
Clon * Medio 103.795 433 0.0013 **
L Error 98 474 957
Total Corre ido 121 743.836
C.V.=18.92495 R-cuadrado = 0.361476 Media general = 11.57377049

**  Diferencias altamente significativas ( 1 % )
Diferencias significativas ( 5 % )
NS Nosignificativo (> 5 %)
Pr > Fc = probabilidad de encontrar un vaior mayor que la F calculada
7.1.1.1  Numero de microtubérculos segtn interaccion clones por medio de cultivo

Como puede observarse en el Cuadro 11, el mayor numero de microtubérculos para el
clon Ictafnit se obtuvo con los medios: H-S, con una produccion promedio de 140
microtubérculos y los medios W-H y M-S; con produccion de 125 microtubérculos cada uno, en
tanto que para el clon Loman, el mayor numerc promedio de microtubérculos se obtuvo con el
medio H-S, con produccion de 151 microtubérculos. De acuerdo al promedio general fue el
clon Loman quien produjo un mayor numero de microtuberculos 734 respecto a 714

microtubérculos producidos por el clon Ictafrit, resultado de la evaluacién ce seis medios.




Cuadro 11 Prueba de medias Duncan al 10 % obtenidos de la interaccion Clon * Medio de cuitivo para la

variable namero de microtubérculos producidos en recipientes Magenta.

Namero

No. Tratamiento Clon Medio de cultivo microtuberculos Prueba de Duncan al 10%
ICTAFRIT H-S 140
ICTAFRIT W-H 125
ICTAFRIT M-S 125
ICTAFRIT P-S 117
ICTAFRIT 112
6 ICTAFRIT KiM

LOMAN H-S 151

LOMAN P-S 95
LOMAN KiM 137
LOMAN M-S 137
LOMAN W-H 123

| 12 LOMAN 91

El comportamiento manifestado a través del nimero de microtubérculos producidos en
promedio mediante el uso comparativo de seis medios semisdlidos de cultivo: KiM, H-S, W-H,
M-S, P-S y KO, en recipiente Magenta, para la induccion de microtubérculos en los clones:
LOMAN; e ICTAFRIT, permite identificar: que para el clon Loman, el mejor medio evatuado
para la variable nimero de microtubérculos fue: H-S conteniendo 2.0 mg /| de BAP y 70,000

mg / | de sacarosa que produjo un nimero de 151 microtubérculos.

Para el clon Ictafrit, de igual forma el mejor medio fue H-S, quien produjo un nimero de 140
microtuberculos, lo que permitid demostrar que la citoquinina BAP, tuvo relacién directa en el
proceso facilitador influyendo sobre una microtuberizacion mas acelerada; ya que de igual
forma pudo comprobarse que los medios conteniendo diferentes concentraciones de BAP (WH-
KIM y H-S) microtuberizaron rapidamente, especificamente 25 dias posterior a la induccion
siendo los primeros medios en mostrar brotes de microtubérculos.

Comprobandose fehacientemente lo establecido en los estudios de Paimer y Smith, 1,964
(47) en relacion a que las citocininas pueden actuar estimulando la induccion de tubérculos
acelerando los procesos metabdlicos, pero sin estar asociado directamente con la sintesis de
una proteina especifica.
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Figura 1. Interaccion CLON * MEDIO DE CULTIVO para la variable namero de

microtubérculos, producidos en recipientes Magenta.

NUMERO DE MICROTUBERCULOS
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90

MICROTUBERCULOS

KiM H-S W-H M-S P-S KO
MEDIOS DE CULTIVO

REFERENCIA. KO : medio P2 desarrollado por Ken Okabe ( 1,998 ), actuaimente utilizado como
referencia en el Laboratorio de biotecnologia de! Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA)
W-H: medio desarroliado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu ( 1,982 ). M-S: medio desarrollado por
Murashige y Skoog ( 1,962 ) . KIM : medio desarrcliado por Y.C. Kim ( 1,982), H-S: medio desarro-
llado por Hussey G. y Stacey ( 1,984 ), y el medio P-S : medio desarrollado por Palmer y Smith
(1,869).

7.1.2 Peso de microtubérculos

El analisis de varianza para la variable de respuesta peso de microtubérculos creciendo en
recipiente magenta ( Cuadro 12 ) muestra diferencias altamente significativas para los factores
clones, medio y la interaccién clon por medio.

Cuadro 12. Analisis de varianza para la variable peso de microtubérculos producidos
en recipientes Magenta.

FUENTE DE GRADOS DE
VARIACION LiIBERTAD SUMA DE CUADRADOS VALOR DE Fc Pr>Fc
Clon 1 83364.684 7273 0.0001 **
Medio 5 96819.663 16.89 0.0001 **
Cion * Medio 5 33857.503 591 0.0001 **
Error 99 113478.696
Total corregido | 121 338986.341
C.V.=29.61847 R-Cuadrado = 0.665241 Media General =114.3080911

** Diferencias altamente significativas ( 1 % )

*  Diferencias significativas (5 % )

NS No significativo ( >5 % )

Pr > Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada
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7.1.2.1 Peso de microtubérculos, segtin la interaccion clones por medio de cuitivo

Como se puede observar en el cuadro 13, el mayor peso promedio en miligramos, de los
microtubérculos producidos para el clon ICTAFRIT, se obtuvo con los medios de KO, con un
peso promedio de 2,125 miligramos, y el medio M-S con 1,996 miligramos respectivamente; en
tanto que para el clon LOMAN, los valores mas altos en términos de rendimiento en peso de
los microtubérculos, se obtuvo con los medios M-S con 1,454 miligramos y el medio de H-S,

con 1,026 miligramcs.

Cuadro 13. Prueba de medias Duncan al 10 % obtenidas de la interaccion
clones * Medio de cultivo para la variable peso de microtubérculos, en

recipientes Magenta.

No.

Tratamiento Clon Medio de cultivo  Peso de microtubercu Prueba de medias Duncan al 10%
ICTAFRIT 2,125
2 ICTAFRIT M-S 1,996
3 ICTAFRIT P-S 1,336
4 ICTAFRIT H-§ 1,324
ICTAFRIT W-H 1,096
ICTAFRIT KiM 793
LOMAN M-S 1,454
8 LOMAN H-S 1,026
LOMAN 950
10 LOMAN Kim It
11 L OMAN P-S 728 C b
12 LOMAN W-H 565

El peso de los microtubércuios, no es del todo el reflejo de su tamano, lo cual quedo
demostrado en la etapa de toma de datos sobre la variable peso en miligramos de los
microtubéercuios producidos, ya que por medio de la balanza analitica se logré observar casos
en los cuales microtubérculos de mayor tamafio presentaban un peso menor y microtubérculos
de menor tamaiio presentaban un peso mucho mayor que uno de mayor tamafo,debido en
cierta forma a que algunos microtubérculos guardan mayor cantidad de agua mientras otros,

poseen mas contenido de materia seca y no tanto contenido de agua.

Comparativamente la sumatoria del valor promedio de pesos en miligramos de los
microtubérculos producidos con los clones Ictafrit y Loman evaluados en seis medios
semisoblidos de cuitivo, demuestra que el clon Ictafrit produjo un total en peso de 8,670.0
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miligramos en 714 microtubérculos y el clon Loman produjo un total en peso de 5,501
miligramos en 734 microtubérculos producidos. ( cuadro 43A y 44 A del apéndice),
destacando para los dos clones; los medios KO y M-S como los mejores productores de
microtubérculos de mayor peso en miligramos, informacién por demas importante, cuando se
requiera la implementacion de otras fases de muitiplicacion de materiales, como en los
programas de certificacion de semillas, donde se requieren cantidades altas de material inicial
(microtubérculos), la eleccion para garantizar buenos resultados, es el uso del clon Loman y

cuando se requiera de una mayor produccion en peso, la eleccidén debe ser el clon ictafrit.

Simko, 1,994 y Abbot y Belcher 1,986, determinaron, que incrementando la concentracion
de sacarosa en el medio, se incrementa el porcentaje de tuberizacion e incrementa el peso de
los mismos, y que las bajas concentraciones de sacarosa influyen en gran medida inhibiendo
el proceso aun con presencia de clorocolina CCC lo cual quedo demostrado con el medio KO
Y P-S.

Figura2 Interaccion CLON * MEDIO DE CULTIVO, para la variable peso
de microtubérculos en miligramos, para el recipiente Magenta.

PESO DE MICROTUBERCULOS

2,500.00
2,000.00
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1,000.00 " .m- LOMAN |
500.00
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PESO (mg)

M-S KO H-§ KM P-S W-H
MEDIOS DE CULTIVO

REFERENCIA: KO - medio P2 desarrollado por Ken Okabe { 1,998 ), actualmente utilizado como
referencia en el Laboratorio de biotecnologia dei Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas
(ICTA) W-H: medio desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu ( 1,982 ). M-S: medio
desarrollado por Murashige y Skoog { 1,962 ) . KIM : medio desarrollado por Y.C Kim ( 1,982),
H-S: medio desarrollado por Hussey G. y Stacey ( 1,984 ), y el medio P-S : medio desarrollado por
C. EPalmer y O.E. Smith ( 1,969 ).

7.1.3 Longitud de los microtubérculos

El analisis de varianza para la variable de respuesta longitud de microtubérculos promedio
(en milimetros), para el recipiente Magenta ( Cuadro 14 ), permiti6 establecer diferencias

altamente significativas para el factor clon, medio y clon por medio de cuitivo.



Cuadro 14. Analisis de varianza para la variable longitud de microtubérculos en

Recipientes magenta.

FUENTE DE
VARIACION

Clon

Medio
Cion * Med

Error
Total correg

R-cuadrado
0.588601

GRADOS DE
LIBERTAD

io

ido

121

SUMA DE
CUADRADOS VALOR DE Fc

238.053 79.09
142.143 9.45

36.372 242
297.977

724.301

C.v.
11.14283

Diferencias altamente significativas ( 1 % )
Diferencias significativas ( 5 % )

NS

No significativo (5 % )

Pr> Fc
0.0001
0.0001
0.0412 *

Media General
15.5696267

Pr> Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada

7.1.3.1 Longitud de microtubérculos segun interaccion ciones por medio de cuitivo.

Con la utilizacién de la prueba de medias Duncan ( Cuadro 15 ) se pudo determinar que

para la interaccion clones Ictafrit y Loman en seis medios semisélidos de cultivo; para la

variable de respuesta longitud de microtubérculos con el clon experimental Ictafrit, el mejor

medio fue M-S con microtubérculos con produccion promedio de 22 milimetros, en tanto que

para el cion comercial Loman el medio que favorecié en mejor forma la elongacion de los

microtubérculos fue M-S con microtubérculos de 24 milimetros en promedio.

Cuadro 15. Prueba de medias Duncan al 10 % obtenidas de la interaccién clon * medio
de cultivo para la variable longitud de microtubérculos en recipientes

magienta.

No.
Tratamiento

2
3

12

Clon
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN

Longitud
Medio de cultivo microtuberculos(mm)

M-S

H-S
W-H 17
P-S 17
KiM

M-S

H-S

P-S

KiM

W-H 16

Prueba de Duncan al 10%
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La figura 3 muestra el comportamiento de las longitudes de los microtubérculos en
milimetros segun medio de cultivo, cabe indicar que el factor longitud, se vio afectado por las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los materiales experimentales, gue a decir de los

resultados; son bastantes similares.

LONGITUD DE MICROTUBERCULOS

30
E 25 w-
S Py
S g M ‘ = —o—ICTAFRIT
S £
-J ~
0:

M-S H-S KO P-§ KM W-H
MEDIOS DE CULTIVO

Figura 3. Interaccion CLON *MEDIO DE CULTIVO, para la variable de respuesta

longitud de los microtubérculos para el recipiente Magenta.

REFERENCIA: KO : medio P2 desarrollado por Ken Okabe { 1,998 ), actuaimente utilizado como
refarencia en el Laboratorio de biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA)
W-H: medio desarroliado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu ( 1,982 ). M-S: medio desarrollado por
Murashige y Skoog ( 1,962 ) . KIM : medio desarrollado por Y.C. Kim ( 1,982), H-S: medio desarro-
flado por Hussey G. y Stacey ( 1,984 ), y el medio P-S : medio desarrollado por C.E Palmer y O.E.
Smith ( 1,969 ).

7.1.4 Diametro de microtubérculos

El analisis de varianza para la variable de respuesta; didametro de microtubérculos en
milimetros, producidos en recipientes magenta ( Cuadro 16 ) arrojo diferencias altamente
significativas para clones y medios y la interaccion clon por medio, reflejada en términos de

diametros promedios (en milimetros) de los microtubérculos producidos.

Destacando para el clon Ictafrit, como el mejor medio, H-S con microtubérculos de S
milimetros en promedio y para el clon Loman el mejor medio fué M-S con microtuberculos de 9

milimetros en promedio. (cuadro 17).
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Cuadro 16. Analisis de varianza para la variable Diametro de microtubérculos, clones

Loman e Ictafrit, creciendo en recipientes Magenta.

FUENTE DE GRADOS DE

VARIACION LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS VALOR DE Fc Pr> Fc
Clon 17.329 13.27 0.0004 *
Medio 56.826 8.7 0.0001 *
Clon * Medio 25746 3.94 0.0027 *
Error 129.283
Total corre ido 121 252.882
C.V.=18.64684 R-Cuadrado = 0.488761 Media General = 6.12841885

**  Diferencias altamente significativas ( 1% )
* Diferencias significativas ( 5 % )

NS No significativo ( >5 % )
Pr>Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada

7.1.4.1  Diametro de microtubérculos segun interaccion clones por medio de cultivo.

En el cuadro 17 puede apreciarse claramente que como resultado de la interaccién clon *
medio para la variable de respuesta didmetro de microtubérculos producidos en promedio, el
mejor medio, para 2l clon Ictafrit fue : H-S, con diametros de 9 mm y para el clon Loman el
mejor medio fue M-S con 9 mm.

Cuadro 17 Prueba de medias Duncan ai 10 % resultado de la interaccion clon *medio
de cultivo para la variable diametro de microtubérculos en Magentas.

No. Diametio de
Tratamiento Clon Medio de cuitivo microtuberculos mm Prueba Duncan al 10%
ICTAFRIT H-S
2 ICTAFRIT M-S
ICTAFRIT
ICTAFRIT W-H
5 ICTAFRIT P-S
ICTAFRIT KIM 5
LOMAN MS g A
LOMAN H-S 6 B
LOMAN KIiM
LOMAN KO
11 LOMAN P-S
12 LOMAN W-H 5

La respuesta de los clones Ictafrit y Loman, evaluados en seis medios semisélidos de
cultivo, permitid demostrar una similar respuesta de los diferentes medios y para ambos clones
en términos de diametro en milimetros de los microtubérculos producidos, como puede
apreciarse en el cuadro 17 y en la figura 4 y verificado a través de Ia prueba de Duncan ai 10%

lo cual permite indicar que, tanto la fongitud como el diametro de los microtubérculos, son
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factores intrinsecamente ligados a las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los
materiales. El aspecto a destacar es que el ccc y la cinetina contenida en el medio P-S no
ayuda a incrementar el didmetro de los microtubérculos, de igual forma el BAP por si solo
tampoco favorece el incremento de los diametros de los microtubérculos, en tanto que la
cinetina acompanada de BAP tavorece el incremento del diametro en los microtubérculos como

se puede apreciar en los medios KO y M-S.

DIAMETRO DE MICROTUBERCULOS

-
o

—e—ICTAFRIT'
= LOMAN

DIAMETRO(mm)
oON b O ®
[ ]

M-S H-S KIM KO P-S W-H
MEDIOS DE CULTIVO

Figura 4. Interaccion CLON * MEDIO DE CULTIVO, para la variable diametro de
Microtubérculos, para el recipientes Magenta.

REFERENCIA: KO : rmedio P2 desarrollado por Ken Okabe { 1,998 ), actualmente utilizado como referencia
en el Laboratorio de bictecnolegia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA), W-H: medio
desarrellada por Po-den Wan y Ching-Yeh Hu ( 1,982 ). M-S. medio desarroliado por Murashige y Skoog
{1,962 ) . KIM : medio desarrollado por Y. C Kim ( 1,982), H-S: medio desarrotlado por Hussey G. y Stacey
(1,984 ), y el medio P-S : medio desarrollado por C. E Palmer y O E. Smith { 1,969 ).

7.1.5 Microtubérculos con brotes.
El analisis de varianza para la variable de respuesta microtubérculos con brotes,

reducidos en recipientes magenta ( Cuadre 18 ) demuestra diferencias altamente
significativas para medios y la interaccion clon por medio.

Cuadro 18. Analisis de varianza para la variable microtubérculos con brotes para

los clones Loman e ictafrit producidos en recipientes magenita.

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS VALOR DE Fc Pr> F
Clon 1 1604.27 18.92 0.0001
Medio 5 3001.824 7.08 0.0001
Clon * Medio 5 2278692 537 0.002
Error Q9 8394.79

Total corre ido 121 16516.358
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C.V.=11.14283 R-cuadrado =15.56962672  Media General = 0.588601

Diferencias altamente significativas ( 1% )
Diferencias significativas ( 5% )
NS No significativo ( 5 %)
Pr>Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada.
7.1.5.1 Microtubérculos con brotes segun interaccion clon* medio, producidos en

recipientes magenta.

Puede apreciarse claramente en el Cuadro 19 que para la variable microtubérculos con
brotes producto de la interaccion de los clones ictafrit y Loman evaluados en seis medios
semisolidos, los mejores resuitados se obtuvieron; para el clon ictafrit, con el medio KO con 30
microtubérculos con brotes y M-S con 20 microtubérculos con brotes, en tanto que para el clon

Loman, el mejor medio fue M-S con producciéon de 9 microtubérculos con brotes.

Cuadro 19. Prueba de medias Duncan al 10 % obtenidos de la interaccion clon * medio

de cuitivo para la variable microtubérculos con brotes en recipientes

magenta.
No. Microtubérculos con
tratamiento Clon Medio de cultivo brotes Prueba de Duncan al 10%
ICTAFRIT 30
2 ICTAFRIT M-S 20 A B
3 ICTAFRIT KIM
ICTAFRIT H-S B
ICTAFRIT W-H B
ICTAFRIT P-8
LOMAN M-S
LOMAN P-S
LOMAN KiM
LOMAN P-S
11 LOMAN ! W-H
12 LOMAN H-S

El cuadro 19 y figura 5 reflejan el comportamiento de los microtubérculos formados a partir
de los clones Ictafrit y Loman evaluados en seis medios semisélidos para la variable
microtubérculos con brotes, donde se puede observar que los datos no fueron homogéneos
para el clon Loman ya que se produjeron altibajos en los valores, a excepcion del clon ictafrit

donde fue manifiesto que los medios KO y M-S fueron los que abundantemente produjeron
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mas microtubérculos con brotes, para ambos clones en todos los seis medios semisolidos

evaluados.

MICROTUBERCULOS CON BROTES

40
30
20
10

NUMERO CON
BROTES

M-S P-S KIM P-S W-H H-S
MEDIOS DE CULTIVO

Figura 5. Interaccion CLON* MEDIO DE CULTIVO, para la variable microtubérculos
con brotes, para el recipiente magenta.

REFERENCIA: KO : medio P2 desarrollado por Ken Okabe { 1,998 ), actuaimente utilizado como referencia
en el laboratorio de biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA) W-H: medio
desarroliado por Pc- Jen Wan y Ching-Yeh hu ( 1,982 ). M-S: medio desarroliado por Murashige y Skoog
( 1,962 ). KIM : mediio desarroliado por Y.C Kim ( 1,982), H-S: medio desarrollado por Hussey G. y Stacey
( 1,984), y el media P-S : medio desarrollado por C. E Paimer y O.E. Smith ( 1,969 ).

Cuadro 20. Resumen de los resuitados obtenidos de la evaluacion de cinco variables
de respuesta en 144 recipientes Magenta, 6 medios semisoélidos de cultivo,
2 clones con 16 explantes creciendo en cada recipiente ( 2,304 en tota! )
con un tiempo de incubacidin de sesenta dias.

Clon Medic  No.microtubérculos Peso(mg) Longitud (mm) Diametro(mm) con Brotes
ICTAFRIT  H-S 140 1,324 4
ICTAFRIT M-S 125 1,996 20
ICTAFRIT W-H 125 1,086

4 1 ICTAFRIT P-S 117 1,336 17 6
ICTAFRIT KO 112 2,125 19
ICTAFRIT ¥IiM 95 793 12 5
LOMAN P-S 195 728
LOMAN H-S 151 1,026
LOMAN KIM 137 778 14
| 10 LOMAN M-S 137 1,454
11 LOMAN W-H 123 565
LOMAN KO 91 950

Los resultados obtenidos son bastante significativos si se tiene en cuenta que la literatura
revisada sobre microtuberizacién en paises como Chile, Colombia y México; reporta que a
traves del uso de la técnica de la tuberizacion in vitro se obtuvo 2.5 microtubérculos por cada

25 ml de medio tuberizador en el mejor de los casos y obtenidos en un lapso de 4 meses luego
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de establecido el experimento, aunque con el uso de otras composiciones; de medios ya
estandarizados.( 31) . Para el caso de este experimento y a manera de establecer una
comparacion con los valores de referencia bibliografica y los mejores resultados obtenidos en
la presente investigacion, queda fehacientemente demostrado que con el uso por ejemplo del
medio H-S para el clon Loman se obtuvo 151 microtuberculos en 1,200 mililitros de medio
tuberizador, distribuidos en recipientes Magenta ( Cuadro 49A, 50A y 51A del Apéndice,
sobre distribucion de medios), es decir si la bibliografia reporta un promedio de 2.5
microtubérculos por cada 25 mililitros de medio tuberizador , Ia presente investigacion reporta
un promedio de 3.15 microtubérculos por cada 25 mililitros, es decir se tuvo una produccion de

microtuberculos superior en 31 microtubérculos mas de lo que reportan otras investigaciones.

Para el clon Ictafrit la presente investigacion reporta que con el medio H-S se tuvo una
produccion de 140 microtubérculos en un total de 1,200 mililitros distribuidos en recipientes
Magenta, con un promedio de 2.9 microtubérculos producidos en 25 mililitros, es decir 20
microtubérculos mas de lo que reportan otras investigaciones.

Para el clon Ictafrit el medio que produjo un mayor numero de microtubérculos fué el medio
H-S con produccion de 140 microtubérculos de un total esperado de 192 microtubérculos, en
12 unidades experimentales conteniendo cada una 16 explantes y 12 repeticiones, en tanto
que comparativamente ei medio que produjo un menor numeio de microtubérculos fue el medio
de KIM con produccion promedio de unicamente 95 microtubérculos prodicidos.

Para el clon Ictafrit, el medio que produjo microtuberculos de mayor peso promedio en
miligramos fue el medio KO con 2,125 miligramos en unicamente 112 microtubérculos
producidos, respecto a H-S que produjo 140 microtubérculos pero de menor peso. En tanto que
comparativamente el medio que produjo microtubérculos de menor peso promedio, fue KIM con
793 miligramos en unicamente 95 microtubérculos de un total esperado de 192

microtubérculos.

Para el clon ictafrit, el medio que produjo microtubérculos de mayor tamafio promedio en
términos de diametro en milimetros y longitud en milimetros fue el medio M-S con diametros
promedio de 8 milimetros y iongitud promedio de 22 milimetros, en tanto el medio que produjo
menor tamano promedio fue KIM, con didmetro promedio de 5 y longitud promedio de 12



Para el cion Ictafrit, el medio que produjo un mayor numero de microtubérculos con brotes
fué KO con 30 microtubérculos con brotes y el medio que produjo un menor numero fue P-S

con escasamente 3 microtuberculos con brotes.

Para el clon Loman el medio que produjo un mayor numero de microtubérculos fué el medio
H-S, con produccion promedio de 151 microtubérculos de un total esperado de 192
microtuberculos en 12 unidades experimentales; conteniendo cada una 16 explantes creciendo
en seis medios de cultivo y 12 repeticiones, en tanto que comparativamente el medio que
produjo un menor numero de microtuberculos, fue el medio KO, con produccion promedio de

91 microtuberculos de un total esperado de 192 microtubercuios.

Para el clon Loman, el medic que produjo microtuberculos de mayor peso promedio; fue el
medio M-S con 1,454 miligramos en 137 microtubérculos producidos; 14 microtubérculos
menos que el medio H-S, que fué el mayor productor, con 151 microtubérculos. En tanto que
comparativamente el medio que produjo microtubérculos de menor peso fue P-S, con 728

miligramos en unicamente 95 microtubérculos de un total esperado de 192 microtubérculos.

Para el clon Loman, el medio que produjo microtubérculos de mayor tamano promedio, en
términos de diametro en milimetros y longitud en milimetros, fue el medio M-S, con diametro
promedio de © milimetros y longitud de 24 milimetros, en tanto que comparativamente el medio
que produjo microtuberculos de menor tamano promedio fue W-H, con diametro promedio de 5

milimetros y longitud promedio de 13 milimetros.

Para el clon Loman, el medio que produjo un mayor numero de microtubérculos con brotes,
fue M-S, con formacion de 9 microtubércuios cor brotes y el medio H-S, no produjo brotes.

7. 2 Recipiente Gerber
7.2.1 Numero de microtubérculos
El analisis de varianza para la variable de respuesta nimero de microtubérculos

producidos en 5 recipientes Gerber, con 5 microesquejes sembrados por cada medio de
cultivo ( Cuadro 21 ) no arroj6 diferencias significativas para clones, ni para la interaccion clon

por medio, lo cual es un indicativo de gue ambos clones produjeron un igual nimero de



microtubérculos en cada medio. Cabe indicar que entre medios de cultivo si se encontraron

diferencias significativas, io cual se demuestra en el Cuadro 21.

Cuadro 21. Analisis de varianza para la variable niimero de microtubérculos

producidos en recipientes Gerber.

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS VALOR DE Fc Pr> Fc
Clon 442 64 1.75 0.1975 NS
Medio 5 5935.58 470 0.037 **
Clon * Medio 1073.58 0.85 0.5277 NS
Error 6313.33
Total corregido 14508.11
C.V =20.99921 R-cuadrado = 0.564841 Media general = 75.67567568

Diferencias altamente significativas ( 1% )
Diferencias significativas (5 % )
NS No significativo ( > 5% )

Pr>Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada

7.2.1.1 Numero promedio de microtubérculos producidos por medio de cuitivo
en recipientes Gerber.

Sobre esta variable el modelo es significativo y no se identifico interaccion clon por medio, ni
efecto de clon, en cambio si se encontr6 alta significancia para medios, lo cual es un indicativo
de que el medio es un factor determinante en la produccion de un mayor nimero de
microtubérculos.

La prueba de medias Duncan (Cuadro 22), nos indica la relacion existente entre medios y el
numero de microtubérculos producidos, donde destaca que para el clon Ictafrit el medio H-S,
favorecio la formacion de 24 microtubérculos para un promedio total de 81 microtubérculos
producidos con los seis medios evaluados; en tanto que para el clon Loman, el medio M-S,
produjo 18 microtubérculos, para un promedio total de 59 microtubérculos, mediante la
evaluacion de los distintos medios evaluados.



Cuadro 22 Prueba de medias Duncan al 10 %, obtenidos de la variable numero de

microtubérculos promedio, en recipientes Gerber.

No. Numero de
Tratamiento Clon Medio de cuttivo Micrtotubérculos Prueba Duncan al 10%
ICTAFRIT H-S
ICTAFRIT P-S
ICTAFRIT KiM
ICTAFRIT W-H
{CTAFRIT
ICTAFRIT M-S
LOMAN M-S 18 A
LOMAN KiM
LOMAN H-S
10 LOMAN P-S
11 LOMAN W-H
12 LOMAN KO

En el Cuadro 22 puede observarse el comportamiento de los medios respecto al numero
de microtubérculos producidos donde destaca que el medio H-S, con concentraciones de
70,000 mg/l de sacarosa y concentraciones de BAP, constituyo el mejor de los seis medios
evaluados para ambos clones, quedando con ello demostrado una vez mas que la
concentracion de sacarosa en asociacion con concentraciones de BAP estimulan la induccion
de microtubérculos, la relacion medio de cultivo y produccién de microtubérculos puede

apreciarse en la figura 6.
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Figura 6. Relacion medio de cultivo* nimero de microtubérculos producidos



REFERENCIA: KO : medio P2 desarroliado por Ken Okabe ( 1,998 ), actualmente utilizado como
referencia en el Laboratorio de biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA)
W-H: medio desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu ( 1,982 ). M-S: medio desarroltado por
Murashige y Skoog ( 1,962 ) . KIM : medio desarrollado por Y. C Kim { 1,982), H-S: medio desarro-
ltado por Hussey G. y Stacey ( 1,984 ), y el medio P-S : medio desarrollado por Palmer CE.y O.E.

Smith ( 1,969 ).

7.2.2 Peso de Microtubérculos

El analisis de varianza para la variable de respuesta peso de microtubérculos, no arrojé
diferencias significativas ni para clones, ni para la interaccién clon por medio, pero si existe alta
significancia para el factor medio, lo cual nos indica que este influye en forma determinante en
el peso de los microtubérculos, segun puede identificarse en el Cuadro 23.

Cuadro 23 Analisis de varianza para la variable Peso promedio de microtubérculos en

Recipientes Gerber.

FUENTE DE
VARIACION GRADOS DE LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS VALOR DE Fc Pr> Fc
Clon 1 1564.172 0.25 06226 NS
Medio 153133.688 4.86 0.0030 **
Clon * Medio 5 17207.177 0.55 07395 NS
_ Eror 25 157467.242
‘Total Corre ido 36 328749.56
C.V. =51.80729 R-Cuadrado = 0.521012 Media General =153.19135135
** Diferencias altamente significativas ( 1% )
* Diferencias significativas { 5% )
NS No significativas

Pr> Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada
7.2.2.1 Peso promedio de los microtubérculos producidos en los diferentes medios

La prueba de medias Duncan (Cuadro 24), permite determinar el comportamiento de los
pesos de los microtubérculos producidos en recipientes magenta mediante la evaluacion de los
medios KO, M-S, H-S, W-H y KIM donde destaca que para clon Ictafrit, el mejor medio lo
constituyd P-S con un promedio en peso de los microtubérculos producidos de 1,079

miligramos correspondiente a un total de 21 microtubérculos .

Para el clon Loman el mejor medio fué M-S con un promedic en peso de los
microtubérculos producidos de 424 miligramos correspondiente a un total de 18

microtuberculos.



Cuadro 24. Prueba de medias Duncan al 10% obtenida de la variable peso promedio de

microtubérculos en recipientes Gerber.

No

Tratamiento Clon Medio de cuitivo Peso de microtuberculos Prueba de medias Duncan at 10%
ICTAFRIT P-S 1,079
ICTAFRIT 766
ICTAFRIT H-S 628
ICTAFRIT W-H 484
ICTAFRIT KiM 362
ICTAFRIT M-S 262

LOMAN M-S 424
LOMAN 380
LOMAN Kim 303
LOMAN H-S 242
LOMAN W-H 231
12 LOMAN P-S 181

Utilizando la prueba de medias Duncan (Cuadro 24) se determin6é que el mayor peso en
miligramos de los microtubérculos producidos para el clon Ictafrit, corresponde al medio P-S, el
cual puede identificarse como el mejor medio y para el clon Loman correspende al medio M-S,
para los diferentes medios de cultivo evaluados.

La diferencia establecida se explica para algunos casos, en la postbilidad de que algunos
microtubérculos almacenan una mayor cantidad de agua, mientras que otros poseen una

mayor cantidad de materia seca.

PESO DE MICROTUBERCULOS
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rms Figura7. Peso promedio de microtubérculos.
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REFERENCIA: KO : medio P2 desarrollado por Ken Okabe ( 1,998 ), actualmente utilizado como
referencia en el Laboratorio de biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas
(ICTA), W-H: medio desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu ( 1,982 ). M-S: medio
desarroliado por Murashige y Skoog ( 1,962 ) . KiM : medio desarrollado por Y.C Kim { 1,982),
H-S: medio desarrollado por Hussey G. y Stacey ( 1,984 ), y el medio P-S : medio desarrollado por
Palmer C.E.y O.E. Smith (1,969 ).

7.2.3 Longitud promedio de microtubérculos

El analisis de varianza para la variable de respuesta Longitud de los microtubérculos en
milimetros, para el recipiente Gerber ( Cuadro 25 ), nos demuestra que no existe diferencia
significativa para el factor medio, ni para la interaccion clon por medio, lo cual indica que las

elongaciones de los microtubérculos producidos obedecen a un patrén similar.

Cuadro 25 Analisis de varianza para la variable Longitud de microtubérculos,
en recipientes Gerber.

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS VALORDE F Pr Fc
Clon 1 0.34400057 471 0.0398 *
Medio 5 0.70609170 1.93 0.1246 NS
Clon * Medio 0.41628267 1.14 0.3661 NS
Error 25 1.82738667
Total corregido 36 3.76642703
C.V=1547744 R-cuadrado = 0.541009 Media General = 17.6518018

Diferencias altamente significativas ( 1 % )
Diferencias significativas ( 5% )
NS No significativo ( 5% )
Pr>Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada

7.2.3.1 Longitud promedio de los microtubérculos nroducidos con los diferentes

medics en recipientes Gerber

Et Cuadro 26 permite identificar que el medio P-S, produjo microtubérculos con longitud
medible en promedio de 10 milimetros, respecto a un promedio total de 42 milimetros
correspondiente a los seis medios evaluados correspondientes al clon Ictafrit; en tanto que para
el clon Loman el mejor de los medios fué M-S, que produjo microtubérculos con longitud

medible en promedio de 7 milimetros, comparativamente a un promedio total de 24 milimetros

rorar T T e ey

alcanzados con la evaluacion de los seis medios.



Cuadro 26. Prueba de medias Duncan al 10 % obtenidos de la variable longitud de

microtubérculos en recipientes Gerber.

No. Longitud
Tratamiento Clon Medio de cultivo  microtuberculos(mm) Prueba de Duacan al 10%
ICTAFRIT P-S
ICTAFRIT H-S
ICTAFRIT W-H
ICTAFRIT
ICTAFRIT KiM
ICTAFRIT M-S D |
LOMAN M-S
LOMAN Kim
LOMAN W-H
LOMAN P-S
LOMAN H-S 3
12 LOMAN KO 2

La figura 8 nos muestra el comportamiento de los valores arrojados de la variable
longitud de microtubérculos, caracteristica influenciada por las propiedades fenotipicas y
genotipicas de los materiales en estudio y puede afirmarse en base a los resultados que los

mismos no difieren en gran medida de clon a clon. { Cuadro 26 ) .

LONGITUD DE MICROTUBERCULOS
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Figura8. Longitud promedio de microtubérculos.

REFERENCIA: KO : medio P2 desarrollado por Ken Okabe ( 1,998 ), actualmente utilizado como
referencia en el Laboratorio de biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas
(ICTA), W-H medio desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yen Hu ( 1,982 ). M-S: medio
desarroliado por Murashige y Skoog ( 1,962 ) . KIM : medio desarrollado por Y.C Kim ( 1,982),
H-S: medio desarrollado por Hussey G. y Stacey { 1,984 ), y el medio P-S : medio desarrotlado por
Palmer C.E.y O.E. Smith (1,969).
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7.2.4 Diametro de microtubérculos

El analisis de varianza para la variable de respuesta; diametro de microtubérculos en
recipientes Gerber, no arrojé diferencias significativas para la interaccién clon por medio, ni
para el factor medio, unicamente para el factor clon, lo cual es un indicativo de que el diametro
de los microtubérculos formados se encuentran influenciados en gran medida por el genotipo
de los materiales experimentales y no del medio de cultivo, como puede apreciarse en el
Cuadro 27.

Cuadro 27. Analisis de varianza para la variable Diametro promedio de

microtubérculos para los clones Loman e lctafrit en recipientes Gerber.

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS VALORDE F Pr Fc
Clon 0.00030827 0.01 0.9361 NS
Medio 5 1.59767536 6.79 0.0004 *=
Clon * Medio 0.33976820 1.44 02434 NS
Error 1.17667000
Total Corregido 36 3.24161081
C.V =17.68475 R-Cuadrado = 0.637011 Media General = 1.22675676

* *

Diferencias altamente significativas ( 1% )
Diterencias significativas al { 5% )
NS No significativo (£ %)

Pr>Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada

7.241 Diametro promedio de los microtubérculcs producidos en seis medios de

Cultivo en recirientes Gerber.

El cuadro 28 permite determinar que el clon Ictafrit produjo microtuberculos con mayor
diametro promedio tctal de 29 milimetros como diametro, resultado de la evaluacion de los seis
medios de cultivo, donde destaca que el medio P-S con produccién de microtubérculos de 7
milimetros de diametro y para el clon Loman se obtuvo un promedio total en milimetros de 17
milimetros como diametro, donde destaca el medio M-S, como el mejor con 5 rr_lﬂi,r_rlgy_q%-

iR e e AT

cual se evidencia en la prueba de medias Duncan al 10% . s SRR N
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Cuadro 28 Prueba de medias Duncan al 10 % resultado de la interaccion Clon* Medio

de cultivo para la variable diametro de microtubérculos en Gerber.

0. Diametro de
Tratamiento Clon Medio de cultive microtubercilos(mm Prueba Duncan al 10%
ICTAFRIT P-S
ICTAFRIT H-S
ICTAFRIT
ICTAFRIT W-H
5 ICTAFRIT Kim
ICTAFRIT M-S
__LOMAN M-S
LOMAN KiM
LOMAN P-S
10 LOMAN H-S 2 B C
11 LOMAN W-H 2 B C
12 LOMAN KO n B C

La figura 9 muestra el comportamiento de los microtubérculos producidos para ios clones
Ictafrit y Loman evaluados con los seis medios semisdlidos de cultivo; para la variable diametro
de los microtubérculos en milimetro, donde se aprecia la respuesta positiva de los medios P-S

y M-S como los mejores.

DIAMETRO DE MICROTUBERCULOS
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Figura 9. Relacion medio de cultivo por diametro de microtubérculos.

REFERENCIA: KO : medio P2 desarrottadn por Ken Okabe ( 1,998 ), actualmente utilizado como
referencia en el Laboratorio de biotecnologia del instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas {ICTA)
W-H: medio desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu { 1,982 ). M-S: medio desarrotlado por
Murashige y Skoog { 1,962 ) . KIM : medio desarroilado por Y.C Kim ( 1,982}, H-S: medio desarro-
llado por Hussey G. y Stacey { 1,984 ), y el medio P-S : medio desarrollado por Palmer CE. y O.E.
Smith ( 1,969 ).
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7.2.5 Microtubérculos con brotes.

El factor clon no mostrd diferencias significativas en cuanto a microtubérculos con brotes
(Cuadro 29), lo que permite indicar que el aparecimiento de brotes en los microtubérculos
producidos, no se ve afectado por el factor clon. En el factor medio de cultivo, a respuesta de
los explantes a la brotacion mostro diferencias altamente significativas, lo cual es un indicativo
de que la presencia de brotes en los microtubérculos producidos se ve afectado por el factor
medio de cuitivo.

Cuadro 29 Analisis de varianza para la variable porcentaje de microtubérculos con
brotes para los clones Ictafrit y Loman producidos en recipientes Gerber.

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS VALORDE F Pr Fc
Clon 23799 0.76 0.3942 NS
Medio 4,338.65 276 0.0456 **
Clon * Medio 1,036.52 0.66 0.6581 NS
Error 6,604.07
Total corregido 15,480.48
C.V = 213. 9594 R-cuadrado = 0.573394 Media general = 828828829

Diferencias altamente significativas ( 1 % )
Diferencias significativas (1 %)
NS No significativos (5 % )
Pr>Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la Fcalculada.
7.2.5.1 Microtubérculos con brotes, clones Loman e Ictafrit en recientes Gerber
El comportamiento de los microtubérculos producides, demuestra que el aparecimiento de
brotes en los microtuberculos producidos no fue significativo, como puede apreciarse en el
cuadro 30.
Cuadro 30. Prueba de medias Duncan al 10 % obtenidas de la variable

microtubérculos con brotes en recipientes Gerber.

No. Microtubérculos Prueba de Duncan al
tratamiento Clon Medio de cultivo con brotes 10%
1 ICTAFRIT
ICTAFRIT KiM
ICTAFRIT KO 0
ICTAFRIT W-H
ICTAFRIT H-S
ICTAFRIT P-S 0
LOMAN
B8 LOMAN M-S
9 LOMAN W-H
10 LOMAN KiM
11 LOMAN H-S

12 LOMAN P-S 0



En el Cuadro 30, se puede observar que de los seis medios semisolidos evaluados, para
los clones Ictafrit y Loman, fueron pocos los medios que manifestaron una reaccion positiva,

respecto a la produccién de microtubéerculos con brotes.

MICROTUBERCULOS CON BROTES
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Figura 10 Relacion medio de cuitivo por nimero de microtubércuios con brotes.

REFERENCIA: KO : medio P2 desarroltado por Ken Okabe { 1,998 ), actualmente utilizado como
referencia en el Laboratorio de biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA)
W-H: medio desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu ( 1,982 ). M-S: medio desarrollado por
Murashige y Skoog ( 1,962 ) . KIM : medio desarrollado por Y.C Kim ( 1,982), H-S: medio desarro-
tado por Hussey G. y Stacey ( 1,984 ), y el medio P-S : medio desarrollado por Paimer C.E.y O.E.
Smith { 1,569 ).

Cuadrc 31 Resumen de ios resultados obtenidos en ia evaiuacion de cinco variables
de respitesta, en 60 recipientes Gerber, 6 medios semisolidos de cuitivo,
2 clones con 5 explantes creciendo en cada recipiente ( 300 en total ),
con un tiempo de incubacién de 60 dias.

Tratamiento Clon Medio  No.microtubérculos Peso (mg) Lon itud (mm Diametra(fmm) con Bre?as}
ICTAFRIT H-S 24 628 9 8 0
ICTAFRIT P-S 17 1,079 7
ICTAFRIT  KIM 362
ICTAFRIT  W-H
ICTAFRIT KO 766

6  ICTAFRIT] M-S 262 4
LOMAN M-S 424 5 0
LOMAN KiM 303 0
LOMAN H-S 242
LOMAN W-H 231 0
LOMAN P-S 181 0

12 LOMAN KO , 380 2 2 2
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Los resultados generales obtenidos de la evaiuacion de las variables de respuesta er
recipientes Gerber, permite indicar al igual que con el uso de recipientes Magenta, aqui
también se superaron los promedios que reporta la literatura sobre evaluacién de medios
tuberizadores , en Chile, Colombia y lo descrito en los estudios de Roca 1,991; que indica que
en los mejores de los casos y en cuatro meses de incubacion se obtuvieron aproximadamente
2.5 microtubérculos por cada 25 mililitros de medio tuberizador, comparativamente, se puede
demostrar por ejempio que para el clon Ictafrit el medio H-S, produjo 24 microtubérculos en 150
mililitros de medio tuberizador, es decir; se obtuvo un promedio de 4 microtubérculos por cada
25 mililitros, lo que es lo mismo a decir que a través de esta investigacion se obtuvo 9
microtubérculos mas de lo esperado en otras investigaciones similares; aunque es preciso

aclarar que con otros medios tuberizadores y clones diferentes.

Para el clon Ictafrit, el medio que produjo un mayor numero de microtubérculos fue el medio
H-S, con produccion promedio de 24 microtubérculos de un total esperado de 25
microtuberculos, en 5 unidades experimentales, conteniendo cada una 5 explantes y 5
repeticiones, en tanto que comparativamente el medio que produjo, un menor nimero de
microtuberculos; fue el medio M-S, con produccion promedio de 5 microtubérculos de un total

esperado de 25 microtubérculos.

Para el clon Ictafrit, el medio que produjo microtubérculos de mayor peso promedio, fue P-S,
con 1,079 miligramos en 17 microtubércuios producidos, 7 menos que H-S que produjo 24
microtuberculos, pero de menor peso. En tanto que, comparativamente, el medio que produjo
microtuberculos de menor peso promedio fue M-S, con 262 miligramos en unicamente 5

microtuberculos de un total esperado de 25 microtubérculos.

Para el cion Ictafrit, el medio que produjo microtubércuios de mayor tamafio promedio, en
terminos de diametro en milimetros y longitud en milimetros, fue el medio P-S, con diametro
promedio de 7 milimetros y longitud promedio de 10 milimetros, en tanto que el medio que
produjo, microtubérculos de menor tamafio promedio fué M-S, con diametro promedio de 3
milimetros y longitud promedio de 4 milimetros.

Para el clon Ictafrit, los tnicos medios que produjeron 1 microtubérculo con brote, fueron; el
medio KIM, con un ricrortubérculo con brote de 14 producidos y M-S con un microtubérculo
con brote de 5 producidos.
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Para el clon Loman, el medio que produjo un mayor numero de microtubérculos fue el
medio M-S, con produccion promedio de 18 microtubérculos, de un total esperado de 25
microtubérculos, en 5 unidades experimentales; conteniendo cada una 5 explantes y 5

repeticiones.

En tanto que comparativamente, el medio que produjo un menor numero de
microtubérculos, fue el medio KO, con produccion promedio de 3 microtubérculos de un total

esperado de 25 microtubérculos.

Para el clon Loman, el medio que produjo microtubérculos de mayor peso promedio, fue
M-S, con 423 miligramos, coincidentemente; el medio que produjo, un mayor numero de
microtuberculos. En tanto que el medio que produjo microtubérculos de menor peso promedio
fue P-S, con 181 miligramos en unicamente 8 microtubérculos, de un total esperado de 25

microtubérculos.

Para el clon Loman, el medio que produjo microtubérculos de mayor tamafio promedio en
términos de diametro en milimetros y longitud en milimetros; fué el medio M-S, con diametro
promedio de 5 milimetros y longitud promedio de 7 milimetros, en tanto que el medio, que
produjo microtubérculos de menor tamafio promedio fue KO, con diametro promedio de 2

milimetros y longitud de 2 milimetros.

Para el clon Loman, el unico medio que produjo microtubérculos con brotes, fué KO que

produjo 2 microtuberculos con brotes.
7.3 Recipiente Tubo de cuitivo.
7.3.1 Numero de microtubérculos
El analisis de varianza para la variable de respuesta ni(mero de microtubérculos creciendo
en recipientes tubos de cultivo, arroj6 diferencias altamente significativas para los factores: clon

por medio y la interaccidn clon por medio, loc cua! nos indica que el nimero de microtubérculos

producidos, fueron altamente afectados por estos factores.
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Cuadro 32 Andlisis de varianza para la variable NGmero promedio de microtubérculos

clones Loman e Ictafrit en recipientes tubos de cultivo.

I

SUMA DE

FUENTE DE VARIACION ' GRADOS DE LIBERTAD CUADRADOS VALOR DE Fc Pr> Fc
Clon 0.826 8.16 0.0061**
Medio 7.17 1417 0.0001**
Clon * Medio 261 516 0.0006* *
Error 5.463
Total corregido 19.746
C.V.=21.10661 R-cuadrado =0.723311 Media General =1.50704225

Diferencias altamente significativas ( 1 % )

Diferencias significativas ( 5 % )

NS No significativo ( 5% )
Pr>Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la Fcalculada.

7.3.11 Namero de microtubérculos segin interaccién clones por medio
en Tubos de cultivo.

El mayor ndmero de microtubérculos ( Cuadro 33 ), se logré con los medios P-S y KIM para

el clon Ictafrit; cada uno con produccién de 2 microtubérculos por microesqueje sembrado por

tubo de cultivo en las seis repeticiones, para un total de 12 microtubérculos. En tanto que para

el clon Loman el mayor nimero promedio de microtubérculos, se tuvo unicamente con el medio

KIM con produccion de 2 microtubérculos por microesqueje sembrado en tubo de cultivo

mostrando al igual que en el primer caso el

microtubeérculos.

mismo comportamiento, con formacion de 12

Cuadro 33 Prueba de medias Duncan al 10 % obtenidos de la interaccién clon * medio
de cultivo para la variable nimero de microtubérculos en tubos de cultivo.

| No.
| Tratamiento | Clon
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
LOMAN
LOMAN
LOMAN
10 LOMAN
11 LOMAN
12 LOMAN

DDA WN

Medio de cultivo
P-S
KiM
W-H
H-S
KO
M-S
KiM
H-S

W-H
M-S
P-S

Namero
microtuberculos  Prueba de Duncan al 10%
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Los resultados sobre la variabie de respuesta numero promedio de microtubérculos en tubos
de cultivo, permite identificar que el control hormonal de la tuberizacion como un proceso
complejo, puede aiterarse e inducir a la tuberizacion mediante el uso de antigibberelinas y una
alta concentracion de sacarosa ( 41 ), ademas indica que el efecto del BAP sobre la produccion
" de microtubérculos, al igual que la cinetina, es diferente en cada tratamiento; mediante la
prueba de Duncan, se pudo determinar que los medios P-S con concentracion de 2.5 mg /I de
cinetina + 500 mg/l de ccc y KIM con concentracién de 5 mg/l de BAP poseen la media
estadisticamente mas alta para el clon Ictafrit. En tanto que para el clon Loman, el mejor medio
fue KIM; destacando ademas que en términos generales, fue el clon lctafrit quien produjo un
promedio total, mayor de microtubérculos; 58 microtubérculos respecto a la produccion

promedio total de 50 microtubérculos para el clon Loman.

NUMERO DE MICROTUBERCULOS

|—e—ICTAFRIT
’__- LOMAN

MICROTUBERCULOS
©

KIM H-S W-H M-S P-S KO
MEDIQOS DE CULTIVO

Figura 11. Interaccion CLON * MEDIO DE CULTIVO, para la variable de respuesta

Ndmero de microtubérculos en tubos de cultivo.

REFERENCIA : KO: Medio P2 desarrotiado por Ken Okabe ( 1,998 ), actualmente utilizado como
referencia en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas { ICTA),
medio testigo en esta investigacion, W-H : Medio desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu
(1,982 ), M-S : Medio desarrollado por Murashige y Skoog ( 1,862 ), KIM : Medio desarrollado por
Y.C . Kim (1,982 ), H-S : Medio desarroiiado por Hussey Gy Stacey ( 1,984 ), y el medio P-S, Medio
desarroliado por C.E Palmery O.E. Smith ( 1,969 ).

7.3.2 Peso de los microtubérculos

El analisis de varianza para la variable de respuesta peso de los microtubérculos en
miligramos, utilizando tubos de cultivo ( Cuadro 34 ), permite observar diferencias altamente

significativas para los factores clon, medio y la interaccién clon por medio, lo cual es un



indicativo de que dichos factores ejercen influencia directa sobre el peso de los

microtubércuios.

Cuadrc 24 Anadlisis de varianza para la variable peso de microtubérculos, en tubos

de cultivo.
FUENTE DE
VARIACION GRADOS DE LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS VALORDE F Pr Fc
Clon 101,472.31 32.51 0.0001* *
Medio 96,545.36 6.19 0.0001** |
Clon * Medio 122,396.05 7.84 0.0001**
Error 168,558.19
Total corre ido 70 653,150.79
C.V.=41.65756 R-cuadrado = 0.741931 Media General = 134.11713615

Diferencias altamente significativas ( 1% )
Diferencias significativas ( 5 % )
NS No significativo ( 5% )

Pr Fc  Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada

7.3.21 Peso de microtubérculos, segtin interaccion clones por medio en
Tubos de cultivo.

Segun los estudios de Simko (1,994) y abbot y Beicher (1 ,998), se asegura que “las
concentraciones altas de sacarosa incrementan el porcentaje de tuberizacién e incrementan
el peso de los mismos”. Lo cual se ve reflejado en el Cuadio 35, pudiéndose apreciar que
para el clon lIctafrit, el mejor medio de cultivo fue : P-S con peso promedio de 576 miligramos
y el medio KO, con 333 miligramos; de un promedio total de 1,654 miligramos obtenidos con la
evaluacion de ios seis medios semisolicos de cultivo; para el clon Loman el mejor medio fue
KIM, con 185 miligramos; de un promedio total de 756 miligramos obtenidos de la evaluacion
de los seis medios.

Cabe destacar que de los clones evaluados el que produjo un mayor numero de
microtubérculos fue; abundantemente el cion lctafrit.
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Cuadro 35 Prueba de medias Duncan al 10 % obtenidos de la interaccién
clon * Medio de cultivo para la variable peso de los microtubérculos en

Tubos de cultivo.

No. Peso de
Tratamiento Clon Medio de cultive microtuberculo Prueba de Duncan al 10%
ICTAFRIT P-S 576
ICTAFRIT KO 333
ICTAFRIT KiM 286
ICTAFRIT H-S C
5 | ICTAFRIT W-H 177 c
6 ICTAFRIT M-S 86 C
7 LOMAN KiM 185
8 LOMAN M-S 162
LOMAN H-S 131
LOMAN P-S 130
11 LOMAN W-H 83 C .
LOMAN KO 65 c

En el Cuadro 35 y figura 12, puede observarse el comportamiento manifestado por los
valores para la variable de respuesta peso de microtubérculos, siendo P-S y KO, los medios
que produjeron microtubérculos con mayores pesos en miligramos para €l clon ictafrit y los

medios KIM y M-S para e! clon Loman.

PESO DE MICROTUBERCULOS

N

__ 800
£ 600
O 400 —e—ICTAFRIT
» s LOMAN
E 00

0

KiM M-S H-S P-S W- KO
H

MEDIOS DE CULTIVO

Figura 12. Interaccion CLON * MEDIO DE CULTIVO, para la variable peso (mg) de

los microtubérculos en Tubos de cuitivo.

REFERENCIA : KO: Medio P2 desarrollado por Ken Okabe ( 1,998 ), actualmente utilizado como
referencia en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas ( ICTA),
medio testigo en esta investigacién, W-H : Medio desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu
(1,982 ), M-S : Medio desarrollado por Murashige y Skoog ( 1,262 ), KIM : Medio desarrollado por
Y.C Kim (1,982 ), H-S : Medio desarrollado por Hussey G. y Stacey ( 1,984 ), y el medio P-S, Medio
desarrollado por C.E Palmer y O.E. Smith ( 1,969 ).
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7.3.3 Longitud de los microtubérculos

Segun el andlisis de varianza para la variable de respuesta longitud de microtubérculos en
miligramos ( Cuadro 36 ), producidos en tubos de cultivo, permitié establecer diferencias
altamente significativas para los factores clon por medio, o cual es un indicativo de que los
clones Ictafrit y Lornan manifestaron una respuesta positiva diferente; en funcion a los

diferentes medios evaluados.

Cuadro 36 Analisis de varianza para la variable de respuesta longitud de los

microtubérculos en Tubos de cultivo.

FUENTE DE GRADOS DE

VARIACION LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS VALORDE F Pr Fc

Clon 222119 35.11 0.0001**
Medio 112.256 355 0.0076* *

Clon * Medio 5 280.259 8.86 0.0001**
Error 54 341.624

Total corre ido 70 1,234.05

C.V =14.756764 R-cuadrado = 0.723169 Media General = 17.04460094
> Diferencias altamente significativas ( 1% )

Diferencias significativas ( 5 % )
NS No significativo ( 5% )

Pr Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada

7.3.3.1 Longitud de los microtubérculos segun interaccion clon * medio
En Tubos de cultivo.

El comportamiento de los valores medios utilizando la prueba de medias Duncan
( Cuadro 36 ), identifica que para el clon Ictafrit; el medio que produjo microtubérculos de una
mayor iongitud en milimetros fue : KIM, con microtubérculos de longitudes promedio de 4
milimetros, de un total promedio de 15 miligramos obtenido de la evaluacion de los seis medios
semisélidos de cultivo.

En tanto que para el clon Loman, los mejores medios fueron KIM, W-H y P-S con formacion
de microtubérculos de 3 milimetros; de un total promedio de 14 miligramos obtenido de ios

microtuberculos producidos con los seis medios.



Cuadro 37 Prueba de medias Duncan al 10 % obtenidas de la interaccion

clon * medio de cultivo para la variable longitud de microtubérculos en

Tubos de cultivo.

No. Tratamiento Clon
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

5 ICTAFRIT
ICTAFRIT
LOMAN
LOMAN
LOMAN
10 LOMAN
11 LOMAN
12 LOMAN

Lohg'mjd de
Medio de cultivo microtuberculos(mm) Prueba de Duncan ai 10%

KiM

W-H

H-S

P-S 2 B
M-S

KiM 3 A
W-H

P-S

M-S

H-S

KO

OO0

La variable longitud en los microtubércuios, es infiuenciada por las propias caracteristicas

genotipicas y fenotipicas de los materiales en estudio, por lo que en funcidn a los valores

del cuadro 36 y las diferentes interacciones entre clones y medios; puede afirmarse que existe

coincidencia en la forma fenotipica de los dos materiales en razén de que los valores para

cada clon no difieren significativamente uno respecto de! otro.

LONGITUD(mm)
O = N W h O

LONGITUD DE MICROTUBERCULOS

—e—ICTAFRIT |
a LOMAN

KIM W-H H-S M-S P-S8 KO
MEDIO DE CULTIVO

Figura 13 Interaccion clon * medio de cultivo, para la variable de respuesta longitud

de microtubérculos en tubos de cultivo.
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REFERENCIA : KO: Medio P2 desarroliado por Ken Okabe (1,998 ), actualmente utilizado como
referencia en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas ( ICTA),
medio testigo en esta investigacion, W-H : Medio desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu

(1,982 ), M-S : Medio desarrollado por Murashige y Skoog ( 1,962 ), KIM : Medio desarrollado por
Y.C . Kim (1,982), H-S : Medio desarrollado por Hussey G. y Stacey ( 1,984 ), y el medio P-S, Medio

desarrollado por C.E Palmer y O.E. Smith ( 1,969 ).

7.3.4 Diametro promedio de los microtubérculos

El analisis de varianza para la variable de respuesta diametro de microtubérculos
producidos en tubos de cultivo ( Cuadro 38 ), manifiesta diferencias altamente significativas
para clones y medios, al igual que para la interaccion clon por medio, lo cual se ve reflejado en

téerminos de diametros en los microtubérculos, para los seis medios semisolidos evaluados.

Cuadro 38 Analisis de varianza para la variable de respuesta diametro de

Microtubérculos en tubos de cultivo.

FUENTE DE
VARIACION

-
Total corre ido
C.V.=16.14690 R-cuadrado = 0.732374 Media General = 10.48122066
Diferencias altamente significativas ( 1 % )
Diferencias significativas ( 5 % )
NS No significativo ( 5% )
Pr> Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F caiculada
7.3.4.1 Diametro de microtubérculos segtn interaccién clones por medio

de cultivo.

En el Cuadro 39 puede apreciarse que como resultado de ia interaccion clon por medio de
cuitivo, para la variable de respuesta diametro de microtubérculos producidos; que los medios
que manifestaron una mejor respuesta fueron: KiM y P-S, con produccion de microtubérculos
con diametro de 3 milimetros en promedio para el clon Ictafrit, en tanto que para el clon Loman
los mejores medios fueron KIMy W-H con produccion promedio de microtubércuios de 3

milimetros de diametro.

N
YV e
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-~ N
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Cuadro 39 Prueba de medias Duncan al 10 %, resultado de la interaccion
clon * medio de cultivo para la variable de respuesta diametro de

microtubérculos en tubos de cultivo.

Medio de Diametro de
No. Tratamiento Cion cultivo microtuberculos{mm) Prueba de Duncan al 10%
ICTAFRIT KM | 3
2 ICTAFRIT P-S 3 A
ICTAFRIT B
ICTAFRIT W-H
5 ICTAFRIT H-S

ICTAFRIT M-S
LOMAN KIM
LOMAN W-H 3
LOMAN H-S
LOMAN M-S
LOMAN P-S

12 LOMAN

w

En el Cuadro 39 puede apreciarse que el BAP contenido en el medio KIMy W-H y la

Cinetina contenida en el medio P-S favorecieron el incremento en el diametro de los

microtubérculos, de esa cuenta los mejores medios para el clon Ictafrit fueron KIM y P-S, en

tanto que para el clon Loman el mejor medio fué W-H . Destacando ademas; que el promedio

total en miligramos para ambos clones, derivado de la evaluacion de los seis medios de cultivo

fue igual a 13 miligramos.

-

DIAMETRO DE MICROTUBERCULOS

3 R
25

DIAMETRO 15
(mm) '1 .~ OICTAFRIT

= LOMAN
0.5

KIM W-H H-S M-S P-S KO

MEDIOS DE CULTIVO

Figura 14. Interaccion clon * medio de cultivo para la variable de respuesta diametro

de microtubérculos, producidos en tubos de cultivo.
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REFERENCIA : KO: Medio P2 desarroliado por Ken Okabe ( 1,998 ), actualmente utilizado como
referencia en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas ( ICTA),
medio testigo en esta investigacion, W-H : Medio desarrollado por Po-Jen Wan y Ching-Yeh Hu
(1,882 ), M-S : Medio desarrollado por Murashige y Skoog { 1,962 ), KIM : Medio desarroliado por
Y.C. Kim (1,982 ), H-S : Medio desarroilado por Hussey G. y Stacey ( 1,984 ), y el medio P-S, Medio

desarrollado por C.E Palmer y O.E. Smith { 1,969 ).

7.3.5 Microtubérculos con brotes

El analisis de varianza ( Cuadro 40 ) para la variable de respuesta microtubérculos con
brotes producidos en tubos de cultivo, muestra diferencias no significativas para el factor cion,,
lo cual es un indicativo de que ambos clones produjeron igual nimero de microtubérculos con

brotes. Existiendo significancia para medios y no para la interaccion clon por medio.

Cuadro 40 Analisis de varianza para la variable de respuesta promedio de
microtubérculos con brotes, clones Ictafrit y Loman producidos en

Tubos de cultivo.

FUENTE DE

VARIACION GRADOS DE LIBERTAD  SUMA DE CUADRADOS VALORDE F Pr > Fc
Clon 1.623 0.957 NS
Medio 10,090.91 3.64 0.0065*
Clon * Medio 5,007.58 1.81 0.1268NS
Error 29,909.09
Total corregido 54,930
C.V =278.4914 R-cuadrado = 0.455501 Media General = 8.450704223
o Diferencias altamente significativas ( 1% )
* Diferencias significativas ( 5 % )

NS No significativo { 5% )
Pr > Fc Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F caiculada.

7.3.5.1 Microtubérculos con brotes producidos en los diferentes medios de cultivo.

La prueba de medias Duncan al 10% (cuadro 41), nos permite identificar el comportamiento
de los microtubérculos con presencia de brotes, e identificar a los mejores medios de cultivo
formadores de microtubérculos con brotes, siendo para el clon Ictafrit; los medios M-S, W-H y
H-S, con formacion de 1 microtubérculo con brotes respectivamente y para el clon Loman el
Mejor medio fue, M-S con formacion de 3 microtubérculos con brotes, resultados que
nos permiten deducir; que aunque el aparecimiento de brotes en los microtubérculos no es
afectado por el factor clon, si es afectado por el factor medio de cultivo.
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Cuadro 41 Prueba de medias Duncan al 10 % obtenidas de la variable promedio de

microtubérculos con brotes en tubos de cultivo.

Microtubérculos con
No. tratamiento Clon Medio de cultivo brotes Prueba de Duncan al 10%
ICTAFRIT M-S
ICTAFRIT W-H
ICTAFRIT H-S
ICTAFRIT KiM
ICTAFRIT
ICTAFRIT P-S
LCOMAN M-S
LOMAN M-S
LOMAN W-H
LOMAN KiM
LOMAN C
LOMAN P-S C

El Cuadro 40 y figura 15 reflejan el comportamiento de los microtubérculos con brotes,
producidos a partir de los clones Ictafrit y Loman evaluados en seis medios semisolidos; de los
cuales, es posible deducir que en promedio la formacién de microtubérculos con brotes fue

menos significativo para el clon Loman.

MICROTUBERCULOS CON BROTES

3
25

NUMERO DE _ 2.

BROTES OICTAFRIT
05 - LOMAN
0 LT LR Y

M-S M-S W-H KIM KO P-S
MEDIOS DE CULTIVO

Figura 15 Relacion medio de cultivo * namero de microtubérculos con brotes

REFERENCIA KO: Medio P2 desarrollado por Ken Okabe ( 1,998 ), actualmente uti ~ do como

referencia en el Laboratorio de Biotecnologia de! Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas

( ICTA), medio testigo en esta investigacion, W-H : Medio desarroliado por Po-Jen Wan y Ching-
Yeh hu (1,982 ), M-S : Medio desarroltado por Murashige y Skoog ( 1,962 ), KIM : Medio
desarrollado por KimY.C . (1,982 ), H-S : Medio desarroliado por Hussey G. y Stacey ( 1,984 ), y el
medio P-S, Medio desarrollado por Palmer C.E y O.E. Smith ( 1,969 ).
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Cuadro 42 Resumen de los resultados obtenidos de Ia evaluacion de cinco variables de
Respuesta en 72 Tubos de cultivo, 6 medios semisélidos de cultivo,
2 clones, con 72 explantes creciendo en cada recipiente, para un tiempo de
incubacion de 60 dias.

Tratamiento Clon Medio No.microtubérculos Peso(mg)  Longitud (mm) Diametro(mm) con Brotes
ICTAFRIT P-S 576
ICTAFRIT KiM 286
ICTAFRIT W-H 177
ICTAFRIT H-S
ICTAFRIT 333
ICTAFRIT M-S
LOMAN KiM 185
LOMAN H-S 131
LOMAN W-H
LOMAN M-S 162
LOMAN P-S 130
LOMAN

Los resuitados generales obtenidos de la evaluacion de las variables de respuesta en
recipientes Tubos de cultivo, permite indicar al igual que con el uso de recipientes Magenta, y
Gerber; también se superaron los promedios que reporta la literatura sobre evaluacion de
medios tuberizadores , en Chile, Colombia (11) y lo descrito en los estudios de Roca 1,991;
{43),que indica que en los mejores de los casos y en cuatro meses de incubacion se obtuvieron
aproximadamente 2.5 microtubérculos por cada 25 mililitros de medio tuberizador,
comparativamente, se puede demostrar por ejemplo que para el clon Ictafrit los medios P-S y
KIM, produjeron 12 microtubérculos en 60 mililitros de medio tuberizador, es decir; se obtuvo
un promedio de 5 microtubérculos por cada 25 mililitros, 10 que es lo mismo a decir que a
través de esta investigacion se obtuvo 6 microtubérculos mas (50%), de lo esperado en otras
investigaciones similares; aunque es preciso aclarar que; con otros medios tuberizadores y

clones diferentes a los evaluados a través de este experimento.

Para el clon Ictafrit; los medios KIM y P-S, produjeron un numero promedio de 12
microtubérculos, el doble del total de microtubérculos esperados (es decir el 200%), en 6
unidades experimentales, conteniendo cada uno; 1 explante. En tanto que el medio M-S, fue el
unico medio que produjo unicamente 1 microtubérculo por explante cultivado, que no puede
considerase como un resultado negativo; aunque de alguna forma, si; se compara con los

resultados obtenidos con los otros cinco medios evaluados a traves del expernmento.
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Para el clon ictafrit; el medio que produjo microtubércuios de mayor peso promedio, en
miligramos fue P-S, con produccidon promedio de 576 miligramos para un numero de 12
microtubérculos producidos, en tanto que comparativamente, el medio que produjo
microtubérculos de menor peso en miligramos, fue el medio M-S, con produccién promedio de

86 miligramos, en un total de 6 microtubérculos producidos.

Para el clon Ictafrit; el medio que produjo microtuberculos de mayor tamafio promedio, en
terminos de mayor diametro en milimetros y longitud en milimetros fue el medio KiM, con
produccién de microtuberculos de diametro promedio de 3 milimetros y longitud promedio de 4

milimetros.

Para el clon Ictafrit, los medios que produjeron 1 microtubérculo con brote (de una

produccion de 6, 9 y 10 respectivamente), fueron M-S, W-H y H-S.

Para el clon Loman; el medio KIM, produjo un numero promedio de 12 microtubérculos, es
decir el doble del total de microtubérculos esperados ( el 200%), en 6 unidades experimentales,
conteniendo cada uno; 1 explante. En tanto que los medios KO, M-S y P-S, produjeron
unicamente 1 microtubérculo por explante cultivado, que no puede considerase como un
resultado negati\/b; auane de alguna forma, si; se compara con los resultados obtenidos con

los otros cinco medios evaluados a traves del experimento.

Para el clon Loman; el medio que produjo microtubérculos de mayor peso promedio en
miligramos, fue KIM, con produccion de microtubérculos de peso promedio de 185 miligramos,
en un total de 12 microtubérculos producidos, en tanto que comparativamente, el medio que
produjo microtubérculos de menor peso promedio en miligramos, fue el medio W-H, con

produccion promedio de 83 miligramos, en un total de 10 microtubérculos producidos.

Para el clon Loman; el medio que produjo microtubérculos de mayor tamano promedio, en
terminos de mayor diametro en milimetros y longitud en milimetros fue el medio KiM, con
produccion de microtubérculos de diametro promedio de 2 milimetros y longitud promedio de 3
milimetros.

Para el clon Loman; el unico medio que produjo 3 microtubérculos con brotes, fue el medio
M-S ( 3 microtubérculos con brotes de 6 producidos).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el clon Ictafrit; en recipientes Magenta; el medio H-S, favorecio la produccién
de un mayor numero promedio de microtubérculos, el medio KO, produjo
microtubérculos de mayor peso promedio en miligramos, M-S fue el medio que
produjo microtubérculos de mayor tamaio, respecto al diametro promedio en

milimetros y longitud promedio en milimetros de los microtubérculos producidos.

Para el clon Loman, en recipientes Magenta; el medio H-S, favoreci6 la
produccion de un mayor numero promedio de microtubérculos; el medio M-S,
produjo microtubérculos de mayor peso promedio en miligramos y produjo
microtuberculos de mayor tamafio en terminos de diametro promedio en
mitimetros y longitud promedio en milimetros, en tanto que el medio M-S, fue el

mas susceptible a la produccién de microtubérculos con brotes

Para el clon Ictafrit , en recipientes Gerber; el medio H-S, fue el medio productor
de un mayor numero promedio de microtubérculos y el medio P-S, el que produjo
microtubércuios promedio de mayor peso promedio en miligramos y de mayor
tamafio promedio, respecto al diametro promedio en miligramos y longitud
promedio en miligramos de los microtubérculos. La formacion de microtubérculos
con brotes, no fue un factor determinante ya que escasamente dos de seis medios

favorecieron la formacion de microtuberculos con brotes.

Para el clon Loman, en recipientes Gerber; el medio KIM, fue el medio productor
de un mayor numero promedio de microtubérculos, el que produjo microtubérculos
promedio de mayor peso miligramos y de mayor tamafio en términos de diametro
promedio en miligramos y longitud promedio en miligramos, la formacion de
microtuberculos con brotes, no fue determinante; ya que escasamente un medio

de seis, favorecio la formacion de microtubérculos con brotes.

Para el clon Ictafrit en recipientes Tubos de cuitivo; los dos mejores medios
fueron: P-S, que produjo dos microtubérculos por explante y por tubo de cultivo y
favorecio la formacion de microtubérculos de mayor peso promedio en

miligramos; el otro medio fue KIM que de igual forma produjo, dos microtubérculos
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por explante y por tubo de cultivo y de mayor tamafio promedio en términos de

didmetro promedio en milimetros y longitud promedio en milimetros.

Para el cion Loman, en recipientes Tubos de cultivo; el mejor medio en términos
generales, fue el medio de KIM, que favorecio la formacion de dos microtuberculos
por explante y por tubo de cultivo; microtubérculos de mayor peso promedio en
miligramos y de mayor tamario promedio respecto a didmetro promedio en

milimetros y longitud promedio en milimetros.

Una de las principales causas de la induccion al brotamiento es la

hiperhidracidad causada por la acumulacién de etileno, lo cual se vio reflejada
en la produccion de microtubérculos bajo una alta densidad de siembra y
condiciones de poca ventilacion, de esa cuenta; la formacion de microtubérculos
con brotes, fue mas manifiesta en recipientes Magenta, en los cuales la densidad
de siembra fue de 16 explantes creciendo en 100 mililitros de medio tuberizador,
respecto a los tubos de cultivo con 1 explante creciendo en 10 mililitros de medio
tuberizador, donde la produccion de microtubérculos no estuvo afectada por este

factor.

La citocinina BAP tuvo relacion directa en el proceso facilitador; influyendo

especificamente sobre una microtuberizacion mas acelerada, ya que se pudo
comprobar, que los medios conteniendo diferentes concentraciones de BAP
microtuberizaron rapidamente, especificamente 25 dias posterior a la siembra, ya

mostraban formacion de microtubérculos.

Se logré determinar, que a mayor concentracion de sacarosa en el medio, se
increment6 en mejor forma el porcentaje de tuberizacion y se incrementé el peso
de los microtubérculos y que las bajas concentraciones de sacarosa influyeron en
gran medida inhibiendo el proceso tuberizador, aln con la presencia de cloruro
de colocolina .

A completa oscuridad se redujo el fotoperiodo de los explantes de papa, con lo
cual se obligd a elaborar sus propias sustancias; factor que contribuyd a la

formacién de 6rganos de reserva y bajo estas condiciones de alteracion del
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balance hormonal, la funcion de formacion de microtubérculos se transfirid, de la

raiz a las yemas axilares del peciolo de la hojas.

E!l experimento superd abundantemente las expectativas comparativas en

relacion a experimentos similares, donde en el mejor de los casos en un
periodo de 4 meses con otras composiciones de medios y clones; se obtuvo
una producciéon aproximada de 2.5 microtubérculos por cada 25 mi de medio

tuberizador, en tanto que en la presente investigacion:

Para el clon Loman y con el medio H-S en recipientes Magenta, se logro una
produccion de 151 microtuberculos en 1,200 mililitros de medio tuberizador
(promedio de 3.15 microtubérculos por cada 25 mililitros; es decir 31
microtubérculos mas de lo esperado).

Para el clon Ictafrit y con el medio H-S en recipientes Gerber, se tuvo una
produccion de 24 microtubérculos en 150 mililitros de medio tuberizador
(promedio de 4 microtubérculos por cada 25 mililitros; es decir 9

microtubérculos supegor a lo esperado).

Para para el clon Ictafrit, los medios P-S y KIM, en tubos de cultivo; produjeron
12 microtubérculos en 60 mililitros de medio tuberizador, es decir; se obtuvo un
promedio de 5 microtubérculos por cada 25 mililitros, lo que es lo mismo a decir
que a traves de esta investigacion se obtuvo 6 microtubérculos (50%), mas de

lo esperado.
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9.- CONCLUSIONES

El numero de microtubérculos producidos por clon * medio, disminuyé a medida

que se aument¢ la densidad de siembra de los explantes , esto debido a que la
cantidad de medio en los recipientes, no fue directamente proporcional demostrandose
lo que la teoria de la competencia basada en recursos nos indica; relativo a que; a
mayor nimero de plantas compitiendo, existe un mayor agotamiento de los nutrientes
y de igual forma se favorece la formacién de microtubérculos con brotes a causa de
hiperhidracidad causada por la acumulacion de etileno y ademas el factor
contaminacion es determinante; por lo que es preciso indicar, que en funcion a los
resultados obtenidos a traves de este experimento; los recipientes mas adecuados
para la produccion in vitro de la papa, fueron los tubos de cultivo para la evaluacion de
ambos clones, ya que los mismos; conteniendo 10 mililitros de medio, permitieron en la
mayoria de los casos, la formacion de hasta dos microtubérculos por explante, debido

a que los factores arriba mencionados, no fueron determinantes.

Los clones Loman e Ictafrit respondieron favorablemente a la técnica de la
microtuberizacion in vitro de la papa, ya que invariablemente para los seis medios
semisolidos de cultivo evaluados en recipientes Magenta, Gerber y Tubos de cultivo,
los clones Ictafrit y Loman, favorecieron la formacion de microtubérculos en respuesta

a una densidad de siembra.

No existid en particular un medio que especificamente pudiera identificarse como el
mayor productor o favorecedor de la formacion de micrtotubérculos con brotes, ya que
este factor se encuentra estrechamente ligado a la etilenizacién, provocada por la
producciéon de tubérculos in vitro, bajo altas densidades de siembra y en pequefios
recipientes herméticos. Aunque cabe destacar; que para el presente experimento y
con el clon Ictafrit; los medios KO y M-S en recipientes Magenta, favorecieron la
formacion de un mayor numero de microtubérculos con brotes (cincuenta

microtubérculos con brotes en total).
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.10. RECOMENDACIONES :

10.1  Que la Gerencia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas, siga apoyando la
realizacion de nuevas investigaciones de tesis y se le de continuidad y promocion a las

investigaciones ya existentes.

10.2  Se promueva nuevos estudios, bajo similares caracteristicas, con el proposito
de que se establezcan los protocolos para otros clones, utilizando el vasto
germoplasma existente en el Laboratorio de Biotecnologia del instituto de Ciencia y

Tecnologia Agricolas, ICTA.

10.3 Se establezcan estudios que permitan la evaiuacion del rendimiento en
invernadero de tubérculos de papa, producidos in vitro , a partir de los mejores
medios y clones validados en la presente investigacion y en funcion a caracteristicas
deseadas; en numero, tamafio o peso y determinar la influencia de

las concliciones ambientales en el reposo.

10.4 Se establezcan programas locales de papa, que utilicen tubérculos in vitro,
como material inicial, para trabajos de multiplicacion de semillas, como parte de un
programa de Certificacion de semillas, que permita a los papicultores nacionales,
obtener semilla “ limpia ” y de buena calidad.
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CUADRO 43A DATOS ORIGINALES CLON ICTAFRIT CRECIENDO EN RECIPIENTES MAGENTAS 107

Clon MEDIOS Tratamientos Repeticiones Microtuberculos  Peso(mg) Longitud (mm) Diametro (mm) % brotes
ICTAFRIT 1 140.70 1.63 0.53
ICTAFRIT 1 1237 1.53 0.51
ICTAFRIT 1 187.77 1.81 0.58
ICTAFRIT 1 200.98 1.8 0.59
ICTAFRIT 1 211.74 1.94 0.68
ICTAFRIT 1 259 .96 2.03 0.68
ICTAFRIT 1 300.80 212 0.79
ICTAFRIT KO 1 8 9 311.61 2.21 0.92
ICTAFRIT 1 264.35 2.08 0.89
ICTAFRIT 1 123.24 1.54 0.59
ICTAFRIT W-H 2 1.44 0.53
ICTAFRIT W-H 2 130.87 1.74 0.55
ICTAFRIT W-H 2 99.65 1.38 0.53
ICTAFRIT W-H 2 132.77 1.64 0.57
ICTAFRIT W-H 2 118.15 1.6 0.5
ICTAFRIT W-H 2 131.27 1.49 0.59
ICTAFRIT W-H 2 117.24 1.62 0.51
ICTAFRIT W-H 2 67.92 1.54 0.5
ICTAFRIT W-H 2 81.07 1.51 0.53
ICTAFRIT W-H 2 70.73 1.5 0.51
ICTAFRIT W-H 2 57.38 1.51 0.51
ICTAFRIT M-S 3 181.34 1.68 0.71
ICTAFRIT M-S 3 224.50 1.77 0.68
ICTAFRIT M-S 3 239.22 2.08 0.81 0
ICTAFRIT M-S 3 93.00 1.46 0.65
ICTAFRIT M-S 3 16 138.83 1.79 0.68
ICTAFRIT M-S 3 187.36 1.88 0.79
ICTAFRIT M-S 3 116.10 1.72 0.63
ICTAFRIT M-S 3 11 180.15 1.75 0.72
ICTAFRIT M-S 3 160.23 1.84 0.61
ICTAFRIT M-S 3 185.48 1.83 0.67
ICTAFRIT M-S 3 153.93 1.9 0.68
ICTAFRIT M-S 3 135.32 1.78 0.59
ICTAFRIT KIM 4 76.40 1.43 0.55
ICTAFRIT KIM 4 96.18 1.41 0.58
ICTAFRIT KIM 4 90.51 1.45 0.51
ICTAFRIT KIM 4 118.18 1.52 0.59
ICTAFRIT KiM 4 112.56 1.59 0.62
ICTAFRIT KIM 4 124.08 1.28 0.47
ICTAFRIT KIM 4 95.25 1.66 0.52
ICTAFRIT KIM 4 79.95 1.38 0.51
ICTAFRIT H-S 5 95.46 2.46 0.96
ICTAFRIT H-S 5 89.41 1.45 062
ICTAFRIT H-S 5 158.17 1.5 0.74
ICTAFRIT H-S 5 108.76 1.5 0.74
ICTAFRIT H-8 5 114.12 1.63 0.83
ICTAFRIT H-S 5 116.31 1.61 0.71
ICTAFRIT H-S 5 40 1.39 0.62
ICTAFRIT H-S 5 1.65 0.64
ICTAFRIT H-S 5 110.69 1.34 0.83
ICTAFRIT H-S 5 143.46 1.88 0.98
ICTAFRIT H-S 5 121.93 1.51 0.94
ICTAFRIT H-s 5 693.10 1.44 0.62
ICTAFRIT P-S 6 14 154.61 1.8 0.6
ICTAFRIT P-S 6 170.15 1.82 0.81
ICTAFRIT P-S 6 160.78 1.91 0.65
ICTAFRIT P-S 6 141.98 1.85 0.61 0
ICTAFRIT P-s 6 115.54 1.75 0.71
ICTAFRIT P-S 6 170.08 193 0.62
ICTAFRIT P-S 6 161.98 1.95 0.62
ICTAFRIT pP-s 6 138.28 1.79 0.61
ICTAFRIT P-s 6 118.28 1.69 0.68



CUADRO 44A DATOS ORIGINALES CLON LOMAN EN RECIPIENTES MAGENTA 108

Clon Medio Tratamiento Repeticién Microtuberculos Peso(mg) Longitud (mm) Diametro (mm % brotes
LOMAN H-S 7 82.26 1.44 0.56
LOMAN H-S 7 129.75 1.55 0.73
LOMAN H-S 7 176.37 1.66 0.8
LOMAN H-S 7 104.99 1.44 0.64
LOMAN H-S 7 80.69 1.38 0.56
LOMAN H-S 7 81.85 1.35 0.52
LOMAN H-8 7 16 66.14 1.18 0.48
LOMAN H-S 7 75.80 1.45 0.49
LOMAN H-S 7 75.81 1.45 0.48
LOMAN H-8 7 867.58 1.4 0.51
LOMAN H-S 7 64.79 1.33 0.47
LOMAN KiM 8 107.29 1.42 0.61
LOMAN KIM 8 67.91 1.29 0.53
LOMAN KIM 8 135.22 1.63 1.0
LOMAN KiM 8 76.43 1.39 0.5
LOMAN KIM 8 59.70 1.4 0.55
LOMAN KiM 8 87.46 1.36 0.59
LOMAN KiM 8 63.18 1.27 0.42
LOMAN KiM 8 62.42 1.35 0.56
LOMAN KiM 8 55.59 1.29 0.52
LOMAN KiM 8 63.23 1.36 0.52
LOMAN M-S 9 96.31 0.61
LOMAN M-S 9 2 12 121.13 1.59 0.76
LOMAN M-S 3 3 132.46 1.63 0.77
LOMAN M-S 9 109.48 1.5 0.61
LOMAN M-S 9 160. O
LOMAN M-S 9 108.22 1.54 0.58
LOMAN M-S 9 119.00 1.5 0.58
LOMAN M-S 9 139.71 1.65 0.7
LOMAN M-S 9 11017 1.45 0.65
LOMAN M-S 9 118.97 1.65 0.67
LOMAN M-S 2] 112.00 1.59 1.1
LOMAN M-S 9 125.05 1.66 1.06
LOMAN 10 188.71 1.81 0.71
LOMAN 10 140.66 1.73 0.73
LOMAN 10 108.11 1.5 0.61
LOMAN 10 121.65 1.67 0.6
LOMAN 10 60.7 1.37 0.44
LOMAN 10 82.58 1.23 0.42
LOMAN 0 82.58 1.24 0.42
LOMAN 10 66.84 1.25 0.5
LOMAN 10 67.07 1.38 0.47
LOMAN 10 30.84 1.07 0.34
LOMAN W-H 11 38.86 1.2 0.41
LOMAN W-H
LOMAN W-H 11 51.68 1.36 0.5
LOMAN W-H 11 49.66 1.2 0.5
LOMAN W-H 11 61.49 1.28 0.48
LOMAN W-H 11 73. 1.3
LOMAN W-H " 62.38 1.25 0.46
LOMAN W-H M 33.48 1.1 0.34
LOMAN W-H 11 71.41 1.38 0.47
LOMAN W-H 11 58.46 1.25 0.4
LOMAN P-S 12 10 90.96 1.46 Q.
LOMAN P-S 12 .28 1.45 0.51
LOMAN
LOMAN P-S 12 875 1.4 0.56
LOMAN P-S 12 88.64 1.52
LOMAN P-S 12 43.69 1.24 0.44
LOMAN P-S 12 66.56 1.44 0.49
LOMAN P-S 12 66.57 1.44 0.49
LOMAN

LOMAN P-S 12 49.61 1.19 0.4
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CUADRO 45 A DATOS ORIGINALES, CLON ICTAFRIT EN RECIPIENTES TIPO GERBER

Clon
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

ICTAFRIT
ICTAFRIT

Clon
LOMAN
LOMAN
LOMAN

LOMAN
LOMAN

LOMAN
LOMAN

LOMAN
LOMAN

LOMAN

LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN

Medio Tratamiento Re eticién Microtuberc. Peso

P-S
P-S
P-S
P-S
P-S

KiM
KiM
KiM

H-S
H-§
H-S
H-S
H-S

W-H
W-H
W-H
W-H

M-S
M-S

1

1
1
1
1

NN

W W www

RN N N N

(G, Né, 6]

[e)e)}

173.28
288.67
262.95
180.38
174.03

85.54
110.64
165.55

125.28
94.02
187.4

61.1
160.4

138.04
83.93
134.6

126.95

337.4
130.93
297.67

114
147.55

‘éme

1.256
117
1.5
1.28
1.37

0.94
1.08
1.33

1.22
1.04
1.32
1.06
1.26

1.16
0.9
1.7

115

2.15
1.13
1.8

1.55
1.16

Lon itud % Brotes
1.95
227 0
2.25
1.86

1.34
1.68
1.75 0

1.78
1.68

1.44
1.88

1.96
1.47
1.17
2.05

24
19
22

2.4
1.85

CUADRO 46 A DATOS ORIGINALES CLON LOMAN EN RECIPIENTES TIPO GERBER.

Medio Tratamiento Repeticién Microtuberc. Peso{mg) iametro

KM
KiM
KiM

P-S
P-S

H-S
H-S

W-H
W-H

M-S
M-S
M-S
M-S
M-S

7
7
7

8
8

9
9

10
10

1"

12
12
12
12
12

100.7
72.27
1297

117.38
64.03

193.62
48.46

81.8
149.08

380

57
205.4
38.46
73.02
49.72

106
0.98
1.13

1.7
1356

1.46
0.96

1.2
1.08

21

0.77
1.3
0.87
0.85
0.93

Longitud (mm % brotes
1.62
1.15
1.97

1.28
1.68

1.98
1.28

1.65
1.8

21

1.37 0
1.98
1.3
1.48
1.28



Clon
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

ICTAFRIT

ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT
ICTAFRIT

CUADRO 47 A DATOS ORIGINALES CLON ICTAFRIT EN TUBOS DE CULTIVO

Medio Tratamiento Repeticion Microtuberc. P

H-S
H-S
H-S
H-S
H-S
H-S

Kim
Kim
KiM
KiM
KiM

M-S
M-S
M-S
M-S
M-S
M-S

KO

P-S
P-S
P-S
P-S
P-S
P-S

W-H
W-H
W-H
W-H
W-H
W-H

1

1
1
1
1
1

W L W ) (D

HobH DD AD

oo o>

H

286.1
179.8
184.3
2239
166.2
138.4

203
333.6
312
2709
375.8
2196

126.9
107.2
98.2
36.4
36.8
110.2

2556
353.7
250
454.1
345.3
337

850.6
1,027.10
825.8
200.9
296.3
255.9

114.3
174.4
270.2
231.7
1568.8
1146

iametro mmbLon itud

09
09
12
1.9
1.6
16

1.4
27
26
27
3.8
37

0.9
0.9
0.5
0.5

1.5
1.9
1.8
3.1
25
24

36
3.1
1.9
21
19

1.1

24

17

25

3.1
3.6
27

HN

3.9
3.8
53
37

1.6
1.6
1.5
11

1.6

25
26
24
4.7
4.3
3.8

46
54
4.8
3.1
3.5
3.1

1.8

3.5
36
32
28
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Clon
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN

LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN

LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN

LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN

LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN

LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN
LOMAN

CUADRO 48 A DATOS ORIGINALES CLON LOMAN EN TUBOS DE CULTIVO.

Medio Tratamiento Repeticion Microtuberc. Peso m

H-S
H-S
H-S
H-S
H-S
H-S

KiM
KiM
KIM
KM
KiM
KM

M-S
M-S
M-S
M-S
M-S
M-S

KO

P-S

P-S
P-S

W-H
W-H
W-H
W-H
W-H
W-H

1;

7

~N NN NN

12

N

N

131
116.4
176.4
167.4
108.3

87.4

310.1
258.4
1701
150.6
128.7
917

154.8
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e CUADRO 49 A DISTRIBUCION DE RECIPIEN S Y EXPLANTES

LOMAN ICTAFRIT TOTAL DE No. TOTAL
RECIPIENTES PLANTAS
36 TUBOS 36TUBOS
72 MAGENTAS 72 MAGENTAS 144 2,304
30 GERBER 30 GERBER 300
276 2,676 PLANTAS

¢ DENSIDAD DE SIEMBRA

1. Tubos de cultivo:
2. Magentas:
3. Gerber:

1 explante por tubo de cultivo
16 explantes por Magenta
5 explantes por Gerber.

e CUADRO 50A DISTRIBUCION DE MEDIOS (LITROS) CLON LOMAN

MEDIOS TUBOS DE MAGENTAS GERBER TOTAL
CULTIVO LITROS
6tubos* 10 ml 12 Ma entas * 100 ml 5 Gerber * 30 ml 1.41
M-S 6tubos * 10 ml 12 Ma entas * 100 ml 5 Gerber * 30 ml 141
H-S 6tubos * 10 ml 12 Ma entas * 100 ml 5 Gerber * 30 ml 141
6tubos * 10 ml 12 Ma entas * 100 ml 5 Gerber * 30 ml 1.41
P-S 6tubos* 10 ml 12 Ma entas * 100 ml 5 Gerber * 30 mi 1.41
W-H 6tubos * 10 ml 12 Ma entas * 100 m!l 5 Gerber * 30 ml 141
8.46

e CUADRO 51 A DISTRIBUCION DE MEDIOS (LITROS) CLON ICTAFRIT

MEDIOS TUBOS DE MAGENTAS GERBER TOTAL
CULTIVO LITROS
6 tubos * 10 ml 12 Ma entas * 100 ml 5 Gerber * 30 ml] 1.41
M-S 6 tubos * 10 ml 12 Ma entas * 100 ml 5 Gerber * 30 m} 41
H-S 6tubos * 10ml 12 Ma entas * 100 ml 5 Gerber * 30 ml 1.41
6tubos * 10ml 12 Ma entas * 100 ml 5 Gerber * 30 ml 141
P-S 6tubos* J0ml 12 Ma entas * 100 ml 5 Gerber * 30 ml 141
W-H 6tubos * 10ml 12 Ma entas * 100m} 5 Gerber * 30 mi 1.41

846

112



113

PREPARACION DE MEDIOS BASALES A PARTIR DE SOLUCIONES STOCK

SOLUCIONES STOCK

Para una correcta preparacion de las soluciones Stock se debe:

¢ pesar los componentes en una balanza de precision.

* asegurarse que el material que entrara en contacto con los componentes de las
soluciones se¢ encuentra perfectamente limpio. En caso de duda, lavarlo y hacer un
altimo enjuague con agua destilada para retirar los restos de las sales minerales del
agua corriente.

* mezclar los componentes con la ayuda de un agitador magnético.

Una vez obtenida la solucion Stock, etiquetar el recipiente que la contendra indicando qué
tipo de solucion es, su concentracion, la fecha en que se preparé y la persona responsable.

Preparacién de una solucion Stock de Macronutrientes MS x10

Para obtener un litro de dicha solucion liénese un erlenmeyer de 11 con 500 ml de agua
destilada. A continuacion afiddase cada uno de sus componentes (Tabla 1) disolviéndolo
totalmente antes de afiadir el siguiente:

UADRO 52A Macronutrientes necesarios para
reparar una solucion Stock 10 veces concentrada
ara medio MS

EEE

Reactivo Peso (en gramos)
NO; 16,5
O; 19,0
aCl,-2H,0 4,4
g£5047H,0 3,7
PO, 1.7

Para finalizar, bastard con verter el contenido en una probeta de 11, con agua destilada,
trasladar la solucion a su recipiente definitivo y agitarlo.  Esta solucion debe guardarse a 4
°C.

Preparacién de una solucién Stock de micronutrientes MS x 100

Para obtener un litrc de dicha solucion Ilenar un erlenmeyer de 11 con 500 ml de agua
destilada. A continuacion afiadir cada uno de sus componentes (tabla 2) disolviéndolo
totalmente antes de afiadir el siguiente.
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CUADRO S3A Micronutrientes necesarios para
reparar una solucion Stock 100 veces concentrada para

edic MS

r Reactivo Peso (en mg)
nSO4-4H,0 2.230,0

[ZnSO47H,0 860,0

H;BO; 6200

K1 830
a-MoO42H,O 25,0
uSO,-SH,0 2,5
oCly-6H,0 2,5

Para terminar, proceder del mismo modo que con la sotucion Stock de macronutrientes.
Esta solucion también debe almacenarse a 4 °C.

Preparacion de una solucion Stock de hierro MS x 200

Para obtener 100 ml de dicha solucién deben seguirse los pasos siguientes:

e calentar unos 50 ml de agua destilada en un agitador magnético preparado para tal
proposito.

e cuando el agua esté templada, afiadir 556 mg de FeSO4-7H,0.

e una vez se haya disuelto el producto anterior, agregar 744 mg de Na,EDTA-H,O0.

e acontinuacion, afiadir 1 lenteja de NaOH.

Ya disueltos todos 105 elementos, verter el contenido en una probeta de 100 mi, enrasar,
trasladar la solucion a su envase definitivo y etiquetar debidamente.
Esta solucion se almacena a 4 °C.

Preparacion de una solucion Stock de vitaminas e inositol MS x 200

Para obtener 100 m1 de dicha solucion llenar un erlenmeyer con unos 50 ml de agua destilada
y afiadir uno a uno , hasta total disolucion los siguientes componen® .



CUADRO 54A Vitaminas y myo-inositol necesarios
ara preparar una solucion Stock 200 veces
concentrada para medio MS

Reactivo Peso (en mg)
Myo-inositol 2.000
Acido nicotinico 10
. indoxina-HCl 10
Tiamina-HCI 2
Glicina 40

Seguidamente, verter el contenido en una probeta de 100 ml, Henar el recipiente

definitivo con la solucion y etiquetarlo. La solucion Stock de vitaminas debe almacenarse a
-20 °C.

PREPARACION DE 1 LITRO DE MEDIO DE CULTIVO MS

Para la obtencion de 1 htro de medio de cultivo MS a partir de soluciones Stock, siganse los
siguientes pasos:

llenar un erlenmeyer de 21 de capacidad con unos 500 ml de agua destilada.

afiadir 100 ml de solucion Stock de macronutrientes (MS * 10) y agitar.

agregar 10 ml de solucion Stock de micronutrientes (MS * 100) y agitar.

a continuacion, afiadir 5 ml de solucién Stock de hierro (MS * 200) y agitar.

agregar 5 ml de solucion Stock de vitaminas (MS * 200) y agitar.

aftadir 30 g de sacarosa y agitar hasta que se disuelva completamente.

verter el contenido en una probeta de 11.

devolver la solucion preparado al erlenmeyer, agitar y ajustar el pH para que se encuentre
entre 5.7-5.8.

afiadir 2 g de gelrita, agitar y calentar la solucién hasta que la gelrita quede disuelta.
verter el contenido en los recipientes de cultivo y esterilizarlo (20 minutos a 121 °C).

Cuando finalice el proceso de esterilizacion, dejar enfriar el material para que el medio

adquiera una textura gelatinosa.

En caso de trabajar con medio liquido, no se debe afiadir la gelrita. El medio de cultivo
puede permanecer en buenas condiciones durante una semana si se almacena a temperatura
ambiente y hasta un mes si se conserva a 4 °C.
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