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RESUMEN

Segmentos nodales de 1cm. de longitud fueron tomados de plantulas de papa
cultivadas in vitro, quitando la hoja de la yema axilar. Se sembraron 10 nudos
por frasco “gerber” con 30 ml de medio MS, mas 30 gr/l de sacarosa + 8 gr/l de
agar. Estos se desarrollaron por un periodo de 30 dias en condiciones de 25° C/
18° C (dia/noche), con un fotoperiodo de 16 hrs. Transcurridos los 30 dias se le
aplico a cada frasco 5 ml de medio MS liquido, conteniendo 90 gr/l de sacarosa
y ABA 0.2 mg/l + Kinetina (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l).

En un segundo experimento se aplico la misma cantidad de medio MS y ABA
0.2 mg/l + BA (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/I).

En otro experimento se le aplico el medio MS, con la adicion de acido p-
cumarico (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l). Los cultivos se incubaron a
temperatura constante de 19°C y un fotoperiodo de 8 hrs, por un tiempo de 110
dias.

La combinacion de 0.2 mg/l de ABA + 0.1 mg/l de Kinetina produjo 5.8
microtuberculos por frasco, mientras que la concentracion de 0.2 mg/l de ABA
indujo microtuberculos con diametro de 5.75 mm y peso de 151.46 mg. Con la
combinacion de ABA 0.2 mg/l + 0.1 mg/l de BA se obtuvieron 8.8
microtuberculos por frasco, mientras que la combinacion de 0.2 mg/l de ABA +
1.6 mg/l de BA, genero microtuberculos con un diametro de 5.9 mm y un peso
de 166.77 mg, aunque con esta combinacion él numero de microtuberculos fue
menor. El acido p-cumarico a una concentracion de 0.2 mg/l, genero 13.2
microtuberculos por frasco, el mayor diametro de los microtuberculos de 3.74
mm se presento en la concentracion de 1.6 mg/l y en cuanto al peso la
concentracion de 0.4 mg/l presento 45.348 mg.

La mejor respuesta se obtuvo con 0.2 mg/l de ABA + 0.1 mg/l de BA, asi como
con el acido p-cumarico a dosis de 0.4 mg/l, ya que con estos se indujo un
mayor numero de microtuberculos, manteniéndose un buen diametro y peso de

estos.
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I.-INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es la planta dicotiledonea mas importante
como fuente de alimentacion humana; ocupa el quinto lugar entre los
principales cultivos del mundo y es superada unicamente por gramineas como

trigo,arroz,maiz y cebada(Pérez et al.,1997).

Es una hortaliza muy importante, por la superficie que se destina a su cultivo,
por la cantidad de carbohidratos que aporta a la dieta alimenticia. EI consumo
per-capita referente al periodo 1981-86 fue de 13.3 Kg. y en los afios 90 se
estimo en los 15 Kg (SAGAR,1994).

En la actualidad se siembran 66,302 has. de las cuales se cosecharon 65,547
has, obteniéndose una producciéon de 1,272,195 toneladas (INEGI , 1999).

Los estados productores de papa en México son: Sinaloa con un 18.9%, Nuevo
leén 13.7 %, Guanajuato 7.9%, Puebla 7.8%, Coahuila 7.1%, Estado de México
6.7%, Chihuahua 6.2%, Sonora 5.9% y Michoacan 3.5 % (SAGAR, 1994).

El rendimiento de papa a nivel mundial es de 15 ton/ha, en México es de 17
ton/ha. Entre los paises con mayor rendimiento destacan Holanda 42 ton/ha,
Bélgica 42 ton/ha, EE.UU. 36 ton/ha, Francia 35 ton/ha, Alemania 33
ton/ha(INIFAP, 1997).
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La demanda nacional de semilla-tubérculo de categoria certificada es de
185,000 ton, cantidad que no es suficiente para la cantidad de terreno que se

siembra en el pais (Villarreal,1987).

Los paises que tienen el mercado mundial de produccion de semilla de papa
son: Holanda cubriendo un 75% de la produccién mundial, Canada en segundo
lugar con 11%, y Francia con un 7%(INIFAP, 1997).

El problema fundamental de las especies que se propagan en forma vegetativa
o asexual, es la transmisién de enfermedades a través de las partes de la
planta. Es muy importante considerar que el cultivo de la papa desde el punto

de vista fitosanitario es de los que mas problemas tiene(CONPAPA, 1995).

Para obtener buenos rendimientos y menores gastos en la produccion de papa,
la semilla-tubérculo de papa debe estar libre de virus y de agentes

patogenos(Villarreal, 1987).

Uno de los métodos utilizados para la obtencion de tubérculo- semilla libre de
virus es el cultivo in-vitro de meristemos apicales, para posteriormente obtener

plantulas, en forma masiva y en un tiempo corto(Wright,1983).

Otro método es atraves de la obtencion de microtuberculos in Vitro, utilizando
plantulas obtenidas del cultivo de meristemos libres de virus, con la adicion de
Inhibidores(ABA) del crecimiento y con los cuales se induce Ila

tuberizacion(Pérez,1999).

Debido a la falta de semilla- tubérculo sano, algunos productores con recursos

econdmicos estan produciendo su propia semilla con una alta calidad sanitaria,

con el uso de biotecnologia y mediante el sistema laboratorio-invernadero-
11



campo. En la actualidad el pais cuenta con 17 empresas dedicadas a la
produccion de semilla de papa, 10 laboratorios y 17 instalaciones de
invernaderos(CONPAPA, 1995).

En el Laboratorio de Biotecnologia del Departamento de Horticultura de la
UAAAN, se han estado realizando trabajos de investigacién para la obtencién
de microtuberculos de papa de la variedad Alpha libres de virus y patdégenos,
obteniéndose buenos resultados en cuanto a produccion y calidad de los
microtuberculos con la utilizacién de ABA(Pérez, 1999).

Existen reportes de que hay citocininas que pueden ayudar a la produccién de
microtuberculos (Le, 1993).

Por otro lado, hay evidencias de que otros inhibidores, como son algunos
compuestos fenolicos, también pueden inducir a tuberizacion in Vitro (Lépez, et
al., 1999).

Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue:

1) Determinar el efecto de la combinacion de ABA + Citocininas en la

produccion y calidad de los microtuberculos.

2) Evaluar el efecto del acido p-cumarico en la produccion y calidad de

microtuberculos.

Hipdtesis:

Con la adicion de una citocinina al medio que contiene ABA, se mejora la

cantidad y calidad de microtuberculos.

El acido p-cumarico estimula la produccion de microtuberculos, de papa in-

vitro.

12



Il.- REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen e Historia de la Papa

Segun estudios acerca de la distribucion de las primeras papas cultivadas y de
las especies silvestres mas parecidas a ellas, probablemente donde primero se
cultivo la papa fue en la regién del lago Titicaca, al norte de Bolivia y en las

altas mesetas de la Cordillera de los Andes.

Segun los documentos arqueoldgicos y etnologicos disponibles, las poblaciones
andinas al sur de Peru y al norte de Bolivia, empezaron a comer papa silvestre

de 3000 a 4000 afos antes de nuestra era.

En Peru se han desenterrado en cuatro excavaciones arqueoldgicas diferentes,
papas momificadas y se encontré que uno de los tubérculos fechado entre el
1800 y el 1500 antes de cristo, presentaba una lesion producida por la sarna
comun. Se cita la fecha de 1570 como la de la primera entrada de papa en

Europa continental a través del puerto de Sevilla(Alonso,1996)

En México se empezd a domesticar la papa 400 afios a.C. por medio de las
culturas indigenas, donde junto con el maiz se convirtieron en la base de su
dieta(Rojas, 1976).

2.2 Clasificacion Botanica.

13



El nombre técnico de Solanum tuberosum L. Se menciono por primera vez por
el botanico suizo Gaspar Bahin en 1959(Ramos, 1991), actualmente tiene la

siguiente clasificacion Taxondmica:

Reino: Plantae

Subreino:  Embryophyta

Division: Espermatophyta
Tipo: Angiospermae
Clase: Magnoliopside

Subclase: Gamopetala

Orden: Tubiflora
Familia: Solanaceae
Genero: Solanum

Subgénero: Pachystemomum

Seccién:  Tuberarium

Subseccion: Hyperbasarthrum

Especie: tuberosum

Nombre Cientifico: Solanum tuberosum L.

Nombre comun:  papa
2.3 Descripcidn Botanica

La papa es una planta herbacea anual y perenne por su reproduccion, debido a
su propagacion vegetativa. Los tallos son de dos tipos: 1.- aéreos, que son
angulosos, de color verde, semierectos y/o rastreros. 2.- subterraneos, que
estan compuestos por rizomas (llamados también estolones) y por
tubérculos(parte comestible). Cabe mencionar que cada tallo aéreo origina de

dos a tres tubérculos; estos pueden ser ovoides o cilindricos, con piel14



blanca, rosa, roja, o violeta. Las hojas son compuestas, formadas por foliolos
largos de forma ovoide. Las flores son perfectas, de color blanco, purpura o
veteadas de acuerdo al cultivar. El fruto es redondo, con un diametro de 2
cm.(Valadez ,1998).

2.4 Condiciones climaticas

El cultivo de la papa se adapta bien a los climas templados-frios, su resistencia
a las heladas es media. El crecimiento de los tubérculos se ve favorecido con
temperaturas de 15-18°C mientras que los brotes jovenes tienen su temperatura
optima a unos 24°C(Narro, 1986).

2.5 Fotoperiodo

La duracion del dia(horas diarias de luz)tiene una gran influencia en el

comportamiento del cultivo de la papa.

Bajo condiciones de dia corto, las plantas tuberizan pronto, los estolones son

cortos y la vegetacién no alcanza mucho tamano.

Bajo condiciones de dia largo por el contrario, la planta tuberiza mas tarde, los

estolones que crecen son mas largos y la vegetacion crece mas. Incluso hay

variedades que en zonas o0 épocas de dia largo no tuberizan en

absoluto(Alonso,1996).

La duracion del dia también influye en la formacién de érganos subterraneos

de almacenamiento, como bulbos, cormos y tubérculos(Salisbury,1994).

En la papa el fotoperiodo de dias cortos estimula la tuberizacién, pero hay

diferencia en la exigencia de horas luz entre variedades; las variedades mas

tardias son las mas estimuladas para formar tubérculos rapidamente bajo

fotoperiodo de dias cortos.

La papa no es termofotoperiodica respecto a la floracidon pero el frio determina

una tuberizacién mas rapida.

La respuesta fotoperiodica de la papa obedece al esquema del mecanismo del
15



fltocromo Pesp> P730 al sentir él estimulo en las hojas.
El fotoperiodo determina cambios internos e induce un estimulo que va de las

hojas a la raiz y estolones viajando por el floema(Rojas, 1987).

2.4.2 Temperatura

El principal factor climatico que interviene en el crecimiento y los rendimientos

es la temperatura. La planta de papa prospera mejor en tiempo uniformemente

fresco en general, la variacién de temperatura optima se considera que esta

entre 7.2-18.3°C, con una media de aproximadamente 15.5°C. En otras

palabras los mas altos rendimientos se obtienen dentro de esta variacion de

temperatura(Edmond, 1967).

En muchos casos las condiciones de temperatura induciran la formacion de

organos subterraneos de almacenamiento, como bulbos, cormos y tubérculos

de papa.

El cultivo de la papa se desarrolla preferentemente en climas frios y templados,

en general la temperatura optima oscila entre los 7-18°C(SARH, 1994).

Con altas temperaturas, un aporte alto de N puede producir un retraso en la

tuberizacion.

Como la temperatura y las horas luz influyen en la formacién de los tubérculos,

seria necesario hablar del termofotoperiodo, por lo que en general se puede

establecer lo siguiente:

- Con dias cortos y temperaturas bajas, la tuberizacion se adelanta.

- Con dias cortos y temperaturas altas las variedades de ciclo corto tuberizan
y desarrollan sus tubérculos mucho antes que las variedades de ciclo largo.

- Con dias largos y temperaturas altas la tuberizacion se ve fuertemente
perjudicada.

- Con temperaturas bajas o moderadas, las horas diarias de luz, en cuanto a
su efecto sobre el inicio de la tuberizacion, tiene mas influencia sobre las

16



variedades de ciclo corto (Alonso, 1996).

2.5 Produccion de semilla-tubérculo de papa

La produccion de semilla de papa debe considerar como prioridad, la sanidad,
aun antes que el rendimiento.

En México el proceso de certificacion de semilla de papa tuvo su origen en
1957, a afio en el cual se produjeron 1,200 ton, que cubrieron 36 mil has; por lo
que en el ano de 1992 la cantidad de semilla certificada fue de alrededor de 35
mil ton, que cubrieron cerca de 11,700 has, y que representd aproximadamente
el 13% del area para el cultivo de papa.

Las variedades de papa manejadas en 1992 para la produccion de semilla—
tubérculo certificada fueron principalmente: Alpha y Atlantic; alcanzando la
primera hasta 80% del total de la produccion, 15% para la segunda y el 5%

restante para variedades como Michoacan, Greta, Tohoacan (SARH, 1994).

2.5.1 Categorias de Certificacion

Se considera que la papa puede multiplicarse por diferentes métodos: sexual
por medio de semilla verdadera o asexual por medio de plantas in-vitro, plantas
en invernadero, minitubérculos y semilla-tubérculo; siendo la que asegura la
identidad o pureza genética de una variedad, mientras que la sexual produce

mayor variabilidad genética.

Con el desarrollo de nuevas técnicas através de micropropagacion in-vitro para
la obtencién de plantas libres de patdgenos, se requiere la normatividad para
la certificacion de semilla-tubérculo, con el fin de proporcionar una semilla de

calidad genética y fitosanitaria.

El objetivo principal de esta norma mexicana es: establecer los factores y
niveles minimos de calidad que garantizan que las semillas para siembra
17



certificada, en el cultivo de papa, aseguran la calidad genética, fisica, fisiologica
y fitosanitaria para la propagacién y reproducciéon de la especie y define a la
semilla: el tubérculo o plantula producido vegetativamente y que sera destinado
a ser usado como semilla minitubérculo: tubérculo producido en condiciones de
invernadero.

Semilla-tubérculo: la semilla o parte de ella sembrada como semilla para
propagacién de la planta en forma asexual.

Las clasifica de acuerdo a categorias a certificar que son las siguientes:

2.5.1.10riginal: es la resultante de los trabajos de investigacion, desarrollo y
mejoramiento de variedades que permanezcan bajo el control de su formador o

el mejorador.

Pre-basica |: Los meristemos o partes vegetativas que incluye a los
microtubérculos, libres de patdégenos que se utilicen en la micropropagacion
mediante el cultivo de tejidos, realizada en un laboratorio con reconocimiento
oficial, cuya validacion se otorgara a aquellas personas fisicas o morales que

los soliciten y cumplan con las disposiciones establecidas por la Secretaria.

Pre-basica Il: son aquellos minitubérculos y microtubérculos libres de
patdgenos, obtenidos a partir de semilla pre-basica | y que corresponde al

primer ciclo de produccion, en condiciones de invernadero.

Pre-basica Ill: son los minitubérculos libres de patégenos, obtenidos a partir de
semilla pre-basica Il, y/o esquejes, bajo condiciones de invernadero y
provenientes de semilla pre-basica | o pre-basica Il y que conserven sus
caracteristicas de pureza varietal. También se les considera a los tubérculos

provenientes de semilla verdadera, de produccion en invernaderos.

2.5.1.2 Basica(G-1): Tubérculos producidos en su primera generaciéon de
18



campo a partir de semilla “ pre-basica I”, pre-basica Il , o pre-basica Ill “.

2.5.1.3 Registrada (G-2): Tubérculos producidos a partir de semilla basica y

corresponde a la segunda generacion de campo.

Registrada | (G-3): tubérculos producidos a partir de semilla basica o
registrada y que corresponden a su tercera generacion de campo. En esta
categoria se consideran los tubérculos obtenidos por seleccion clonal por

familias del primer afio, procedentes de semilla basica o registrada.

Registrada Il (G-4): Tubérculos producidos a partir de semilla basica,

registrada o registrada |, y que corresponde a su cuarta generacién de campo.

2.5.1.4 Certificada (G-5): Tubérculos producidos a partir de semilla basica,
registrada, registrada |, registrada Il, y que corresponde a su quinta generacion

de campo. Esta es la ultima categoria bajo certificacion.

En el caso de semillas importadas, se pueden considerar dentro de estas
categorias las que corresponden al pais y region de produccién asi como
también la generacién de multiplicacion en laboratorio, invernadero y/o campo.

Esto de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NMX-00-00-00-SAGAR-97 para la

Certificacion de semilla de papa (Solanum tuberosum L.).

2.6 Cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos permite la propagacion clonal rapida de un gran numero de

plantas y la conservacibn de germoplasma de papa bajo condiciones

controladas, en espacios pequefos y con poca mano de obra(Dodds 1998;

Roca et al., 1978; SARH, 1992).

Con la utilizacion de técnicas de cultivo de tejidos vegetales, bajo condiciones
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de ascepsia total, un tejido vegetal se siembra en un medio de cultivo que
satisface sus requerimientos nutricionales. Los propdsitos que se siguen al
emplear estas técnicas en papa son principalmente: Obtencion de plantas libres
de virus, propagacion vegetativa y mantenimiento de bancos de germoplasma
in-vitro(SARH, 1992).

2.6.1 Multiplicacion rapida in-vitro

Es el método mas utilizado en la actualidad. La multiplicacion in-vitro de la papa
por cultivo de meristemos permite obtener facilmente en menos de un afo,
aproximadamente 2,000,000 de plantas a partir de una yema o un meristemo.
La multiplicacion in-vitro de la papa tiene como objetivo basico la produccién
rapida a gran escala de individuos genéticamente idénticos al individuo de
partida y perfectamente sanos.

De hecho cuando se obtiene una planta in-vitro partiendo de una planta
enferma, la planta obtenida es un individuo totalmente sano.

Este resultado ha demostrado ser especialmente interesante para especies que

como la papa, se reproducen, de forma natural, por multiplicacion vegetativa.

2.6.2 Mantenimiento y produccion de germoplasma de papa in-vitro

Entre las nuevas técnicas que sirven como base para la produccién de semilla
de papa de alta calidad fitosanitaria y genética, se encuentra la de produccién
masiva de plantas in-vitro o vitroplantas que son totalmente sanas y de las
cuales se obtienen microtubérculos in-vitro.

Mediante la utilizacion de fotoperiodos cortos e incremento de las
concentraciones de azucar en el medio, se ha logrado inducir la produccion de
microtubérculos para la conservacion bajo esta modalidad.

Las plantas in-vitro que se obtienen por primera vez de tubérculo
aparentemente sano proveniente también de plantas sanas y bajo la técnica

descrita, se llevan a pruebas de laboratorio para identificar y seleccionar20



solo aquellas totalmente libres de patégenos, las cuales seran utilizadas para
multiplicarse masivamente in-vitro y a partir de ellas producir micro o mini
tubérculos que garantizaran la produccion de semilla de papa de alta calidad

fitosanitaria y genética con un mayor potencial de rendimiento(Valdés, 1995).

2.6.3 Cultivo de meristemos

Es el cultivo in vitro del domo apical (meristemo apical que como media mide

0.1 mm) mas los primordios foliares.

El cultivo de meristemos es un método efectivo para la eliminacion de

infecciones virales y es el material preferido para la conservacién de

germoplasma.

La razén principal por la cual las células meristematicas son libres de virus, es

que el meristemo carece de tejidos vasculares, que es por donde sé translocan

los virus que van contaminando a las plantas, pero existen otros factores:

1.- El crecimiento apical tiene una mayor velocidad de crecimiento y en
consecuencia el virus “no alcanza” al meristemo.

2.- En una célula meristematica el virus tiene mayor dificultad de acoplamiento
con los ribosomas, debido a que estas células tienen un codigo de trabajo
muy definido.

3.- Existe una competencia por el uso de algunos metabolitos entre células y
virus.

El tamafio optimo a utilizar se decide tomando en cuenta dos factores: Tamafo

optimo para liberacién del virus y tamafno optimo para facilitar el cultivo.

Existe una mayor posibilidad de obtener plantas libres de virus si solo se aisla el

meristemo, pero la posibilidad de que el meristemo sobreviva sin primordios

foliares es muy pequefia. 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 si21



los meristemos provienen de una planta en plena actividad, hay mayor

probabilidad de obtener plantas libres de virus(Vazquez, et al. 1997).

2.6.4 Cultivo de segmentos nodales

El método de los segmentos nodales tiene la ventaja de que genera poca
variacion genética en las muestras, ya que en ningun momento se forma tejido
calloso. Se inicia tomando segmentos de tallo con su correspondiente yema
axilar. En el cultivo las yemas crecen y se alargan produciendo nuevos
segmentos nodales susceptibles de ser a su vez segmentados. En un momento
determinado los segmentos nodales producidos pueden dar origen a tallos y
raices ya sea in-vitro o en suelo, mediante una alteracién de la composicion
hormonal del medio. Muchas plantas no pueden ser propagadas exitosamente

de esta manera(Vazquez, et al., 1997).

2.6.5 Cultivo de callo

Es la regeneracion in vitro de plantas atraves de células somaticas que es una

herramienta muy util en el mejoramiento mutacional en papa, esto debido a que

la mutacion solo ocurre en una célula, al contrario de las mutaciones in vivo,

donde puede mutar todo el 6rgano(Wang y Hu,1980).

La regeneracion involucra generalmente 3 pasos:

1.- Diferenciacion de ciertas células del explante. Donde estas células
diferenciadas frecuentemente se dividen y crecen dentro del callo.

2.- Rediferenciacion del callo de las células parenquimatosas y la organizacion
de meristemos de tallos, raices o embriones.

3.- El desarrollo de estos meristemos en plantulas (Li, 1988).

2.6.6 Cultivo de Anteras 2



Este cultivo con fines de mejoramiento ha sido revisado por Sopory (1978) con
mayor importancia en la papa. La reduccion del nivel de ploidia de los cultivares
comerciales de papa de autotetraploides (2n=4x=48) a dihaploides (2n=2x=24)
y de ahi a monohaploides (2n=x=12), abre un camino para la produccion de
lineas homocigotas por el doblamiento de los cromosomas. Permitiendo asi que
el cultivo de papa, que es propagado en forma vegetativa se convierta en un
cultivo que pueda propagarse sexualmente y en el comienzo de cada

temporada utilizar semilla libre de virus.
2.6.7 Cultivo de protoplastos

El protoplasto de la papa fue primeramente aislado por Lorenzini(1973) del
tejido del tubérculo. La regeneracion de plantas en forma exitosa fue logrado
por (Shepard,1975), comenzando de aqui una explotacién en forma extensiva
por esta técnica de cultivo.

Los cultivares que se incluyen en la regeneracion de plantas a partir de
protoplastos son autotetraploides(Bokelman vy Roest,1983), clones
dihibridos(Schuman y Koblitz ,1983), y lineas monoploides (Roest y Bokelmann
,1983).

2.6.8 Microtuberculos

Los microtuberculos son tubérculos producidos en tubo de ensayo o en frasco
de cultivo; son de la misma forma y color que los tubérculos normales de la
variedad de que se trate pero su calibre es menor de un centimetro.

El sistema de produccion de microtuberculos en laboratorio permite obtener
tubérculos en todo tiempo, con la ventaja de garantizar la sanidad de los
mismos ya que es imposible que se infecten al haber sido producidos en
ambiente escéptico.

El proceso de multiplicacion rapida in Vitro se complementa con Ia23



produccion de minitubérculos en invernadero bien a partir de las plantulas o los
microtuberculos con un marco de plantacion muy cerrado, poniendo hasta 100
pts/m?, sobre sustrato organico. Los minitubérculos obtenidos tienen un calibre
de 10-30 mm(Valdez, 1995)

2.7 Ingredientes del medio de cultivo

2.7.1 Sales inorganicas

Estas proporcionan los macroelementos N,P,K,Ca,S Y Mg y microelementos
(B,Co,Cu,Mn,l,Fe,Zn).

2.7.2 Compuestos organicos

Carbohidratos.En la mayoria de los cultivos se emplea sucrosa del 2-4%, pero

en algunos casos se pueden usar concentraciones tan elevadas como del 12%,
como en el caso de embriones jovenes.

Vitaminas. La tiamina(de 0.1-0.5 mg/l) casi siempre es esencial y el acido
nicotinico(0.5mg/l) y la piridoxina (0.5 mg/l). En muchos cultivos resulta
beneficioso el inositol, a razén de 100 mg/l y también se agrega en forma

rutinaria.

2.7.3 Sostenes inertes

Agar. El Agar es él mas utilizado, es un producto en polvo que se obtiene de
ciertas especies de algas rojas. Debe su valor en los sistemas de cultivo a 2
propiedades:

a) Se derrite al calentarlo.

b) Es en esencia biolégicamente inerte(Hartmann, 1999).

2.7.4 Reguladores del crecimiento

24



Adicionalmente a los nutrientes, generalmente es necesario agregar una 0 mas
sustancias reguladoras; frecuentemente auxinas y/o citocininas, pero a veces
también giberelinas o acido Abscicico, para mejorar el desarrollo del cultivo in-
vitro de tejidos y 6rganos.

La cantidad de estas sustancias varia considerablemente con los tipos de
tejidos y los niveles endogenos de estos reguladores, asi como la finalidad del
cultivo in-Vitro(Vazquez, et al. 1997).

Regulador del crecimiento vegetal, se define a los compuestos organicos
distintos de los nutrientes, que en pequefnas cantidades estimulan, inhiben o
modifican de algun modo cualquier proceso fisiolégico en las plantas.

Son activas en pequefas cantidades, en las que los lugares de sintesis y accion
generalmente son distintos, siendo en algunos casos activos en el mismo sitio
de formacion(Merino, 2000).

Las sustancias hormonales son las auxinas y citocininas. Las concentraciones
varian de especie a especie, pero generalmente las auxinas se usan en una

concentracion de 0.1- 10 mg/l y las citocininas de 0.03-30mg/l.

Funcion de las hormonas

En la actualidad existe evidencia suficiente para postular 2 hechos basicos

sobre la accién fundamental de las fitohormonas.

1.- Las fitohormonas no actuan directamente a nivel del organismo si no de la
célula, por ejemplo sobre la mitosis, el alargamiento celular, de modo que
sus efectos se hacen sentir en todos los fenbmenos fisiolégicos que se

basen en los fendmenos citoldgicos afectados.

2.- La acciodn basica de las hormonas ocurre sobre los acidos nucleicos a nivel
de la trascripcion del mensaje(DNA->RNA) o] de su
traduccion(RNA->Proteina) (Rojas, 1987).
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Las giberelinas se emplean en algunas especies para obtener plantas libres de

virus, principalmente en cultivos de apices o meristemos(Merino,2000).

2.7.4.1 Citocininas

Lugar de sintesis.
Las citocininas se sintetizan principalmente en la raiz y su presencia en las
yemas del tallo, donde tienen efecto hormonal, puede ser por transporte de la
raiz, pero hay informes de su sintesis en las hojas(Rojas, 1987).
Funcion
Las citocininas son promotoras de la division celular(induccién vy
promocién)(interactuan con las auxinas), alargamiento celular, formacion de
organos, contrarresto del letargo, prevencidn de la senescencia, movilizacidén de
nutrientes, regulacion de los polirribosomas(Lira, 1994).
Las citocininas son aquellas sustancias quimicas que pueden estimular la
divisién celular o citocinesis(Merino, 2000).
Las citocininas incrementan tanto la citocinesis como la expansion celular, pero
en especial la expansion celular(Salisbury, 1994).
La actividad de las citocininas no se reduce tan solo a la divisién celular en un
tejido per-se. También regulan el tipo y la frecuencia de produccion de érganos,
asi como su posicion y forma.
Las citocininas estan implicadas en la divisidon celular, modificacion de la
dominancia apical y diferenciacion de tallos(Pelacho, et al , 1997).
Las citocininas activan también el transporte de nutrientes(Rojas 1987). Las
citocininas son tipicamente, las hormonas de la division celular y activan el
proceso directamente.
Los fendmenos estimulados por las citocininas son caracteristicos de las
plantas y tejidos jovenes por lo que parecen ser esencialmente factores de
juvenilidad cuya deficiencia induce sintomas de senescencia(Rojas, 1987).
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Las citocininas actuan en el retrazo de la senescencia(Merino, 2000).

Muestran un efecto inhibidor sobre el envejecimiento(Pelacho, et al.1997).

El efecto de las citocininas tiene lugar en concentraciones tan bajas como 5*10°
"M; generalmente inhiben el crecimiento de las raices; pudiendo estimular en
muy bajas concentraciones 5*10° M la iniciacién del crecimiento de raices

laterales.

Las citocininas inhiben la elongacion del tallo pero estimulan el alargamiento de
las hojas, actuan en el retrazo de la dominancia apical y tiene un papel
importante en la organogenesis ya que pueden ser inducidas yemas en tejidos

in-vitro de callo, hojas, raices, cotiledones o piezas de tallo(Merino, 2000).

En los medios para cultivo in-vitro se incorporan citocininas para promover la
division celular y la induccion de yemas adventicias en callos y 6rganos;
ademas se usan para la proliferacion de tallos axilares por la ruptura de la

dominancia apical (Vazquez, et al.,1997).
2.7.4.2 Inhibidores del crecimiento

Al aislar una sustancia muy activa de las hojas de papa, esta sustancia induciria
la tuberizacién in-vitro en concentraciones de 3*10 ® M, en el rango de las
concentraciones activas para auxina y otros reguladores del crecimiento, esta

resulto ser una molécula similar al acido jasmonico (Koda et al. 1988).
2.7.4.2.1 Acido Abscicico(ABA)

Funciones.
El ABA es uno de los inhibidores del crecimiento mas conocidos y tiene
implicaciones muy importantes en el control de la transpiracion por los estomas;
también provoca abscisidon o caida de hojas, flores y frutos (Lira, 1994).
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En muchos sistemas, él ABA contrarresta los efectos de las hormonas
promotoras. Esto parece I6gico que en un sistema de crecimiento y desarrollo
deba haber algun freno. El ABA influye en procesos como la abscision de frutos
y hojas, induccion y prolongacion del letargo en los brotes de arboles de hoja
caduca y en los tubérculos inhibicién de la brotacién, asi como en la floracién en
las plantas de dia largo restringidas por los dias cortos (Weaver, 1990).

El ABA es una hormona inhibidora, muy difundida en el reino vegetal, que
interactia con los promotores del crecimiento, por lo que tiene efectos
importantes en los fenémenos del crecimiento. En las plantas existen
inhibidores naturales del crecimiento que afectan a la apertura de las yemas, a
la germinacion de las semillas y al desarrollo de latencia (Pelacho, et al. 1997).
El ABA parece actuar como inductor general del envejecimiento vy
frecuentemente las aplicaciones de ABA al follaje, provocan cambios de color

senescente de las hojas(Addicott y Lyon, 1969).

Es posible que el efecto inhibidor del ABA en el crecimiento se deba a su
inhibicion de las enzimas hidroliticas, que son esenciales al metabolismo
vegetal. Se sabe que él ABA estimula procesos fisiolégicos aparentemente
negativos que implican una suspension del desarrollo, pero que son necesarios

para la supervivencia de la planta(Rojas, 1987).

El ABA se encuentra en todos los 6rganos de la planta: frutos, semillas y yemas

jévenes son ricos en el.

El ABA induce la formacion de tubérculos en papa y el etileno la apresura(Rojas

,1987).

El Acido Abscicico promueve el letargo, antagonismo a la giberelina,

floracidn(plantas de dia corto) abscision, cierre de los estomas, control del

desarrollo embrionario(con las citocininas y el GA)(Lira, 1994).

El ABA en la mayor parte de los casos produce un efecto negativo en los

cultivos in-Vitro, pero en determinados casos promueve la maduracién de
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embriones y en cultivos de células en suspension facilita la sincronizacion de la
divisién celular(Pelacho,et al. 1997).

El ABA evita la germinacion prematura o el crecimiento de muchas semillas y
yemas. El ABA actua de 3 formas:

Parece tener tres efectos principales dependiendo del tejido implicado:
1.- Efectos sobre la membrana plasmatica de las raices.
2.- Inhibicion de la sintesis de proteinas.

3.- Activacion y desactivacion especificas de ciertos genes(efectos en la

trascripcion)(Salisbury, 1994).

2.7.4.2.2 Compuestos Fenolicos

Los inhibidores naturales del crecimiento comprenden un grupo muy variado de
compuestos; aunque los mas comunes son las sustancias organicas
aromaticas(Salisbury, 1994)

Los compuestos fenolicos se consideran como una segunda categoria de
inhibidores, y pueden ocurrir en altas concentraciones en plantas ya sea como
fenoles libres o como derivados de glicosidos(Leopold y Kriedmann, 1975).
Entre los productos secundarios sintetizados por la planta hay algunos que al
ser aplicados a las semillas en germinacién inhiben su desarrollo.

Los compuestos Fenolicos vienen del acido Shiquimico a través de los
aminoacidos aromaticos tirosina y fenilalanina(Kefeli y Kutacek, 1977).

Muchos de los compuestos Fenolicos son compuestos de fenil, incluyendo
fenoles, acidos benzoicos y otros compuestos de cadenas mas largas. El acido
galico y el Shiquimico son derivados del acido benzoico. El galico comunmente
se encuentra en los frutos en maduracion. El acido ferulico y el p-cumarico son
cofactores de la oxidasa de IAA (Weaver, 1990).

Existen otros compuestos Fenolicos que surgen de la ruta del écido29



Shiquimico y de reacciones subsecuentes. Entre ellos estan los acidos:
cinamico, p-cumarico, cafeico, ferulico, clorogenico, protocatecuico, y galico.
Los 4 primeros se derivan por completo de la fenilalanina y tirosina(Salisbury,
1994).

Plantas con flores, helechos, musgos, hepaticas y muchos microorganismos
contienen diversos tipos y cantidades de compuestos Fenolicos.

Todos los compuestos Fenolicos poseen un anillo aromatico al que se unen
diversos grupos sustituyentes, como hidroxilo, carboxilo, y metoxilo y a menudo
otras estructuras ciclicas no aromaticas.

Los compuestos Fenolicos se diferencian de los lipidos en que son mas
solubles en agua y menos solubles en solventes organicos no polares
(Salisbury, 1994).

El acido p-cumarico en plantas de nogal, a una concentracion de 10° M, redujo
la altura de la planta y el total del area foliar en 23 y 28 %, respectivamente,

comportandose como un inhibidor del crecimiento (Marquez, 1988).

2.8 Tuberizacioén in-vitro

La induccion de micrutuberizacion in-vitro, cuando en cada axila de los vastagos
desarrollados in-vitro es capaz de producir un microtuberculo, pero los
microtuberculos producidos in-vitro pueden presentarse en la parte del nudo del
tallo del explante o axilares. El tamafo del microtuberculo obtenido in-vitro es
un tamafo igual o menor de un centimetro de diametro, pero son idénticamente
iguales en forma que los producidos in vivo. Tamandose como explantes cortes
nodales, estolones cortados, cortes de vastagos in-vitro o vastagos enraizados
in-vitro. Atraves de esto se ha hecho de la produccién de microtuberculos un
método masal de la propagacion in-vitro de las plantas libres de virus (Wang y
Hu, 1980).
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2.8.1 Factores que afectan la formacién de microtuberculos in vitro

Los factores que afectan la formacion de microtuberculos in Vitro son:

temperatura, fotoperiodo, carbohidratos y concentracién de los reguladores.
2.8.1.1 Sacarosa

Cuando el medio nutritivo contiene sucrosa al 2 % o menos no hay formacion
de tubérculos, pero cuando se incremento la concentracién de sucrosa, indujo a
la tuberizacion.

Esto fue observado cuando se incremento hasta 8 % de sucrosa, resultando
con un alto porcentaje de tuberizacion hasta en un 80% (Xin Xu et al., 1998).
Con un 8 % de sacarosa adicionada al medio fue optimo para la tuberizacion in

Vitro de vastagos enraizados in Vitro(Wang y Hu, 1982).

En la produccion de microtuberculos de cortes de vastagos in Vitro, no se
encontro diferencias significativas en concentraciones de sacarosa de 4,6 y 8%,
pero numéricamente la mayor cantidad de microtuberculos se obtuvo con 6%

de sacarosa(Wattimena, 1983).
2.8.1.2 Fotoperiodo y temperatura

La iluminacion y la temperatura, modifican el crecimiento al cambiar la
proporcion de las diferentes hormonas presentes en los tejidos. Estas variables

afectan la sintesis, transporte e inactivacion de las hormonas.(Weaver ,1990).

En la induccién de microtuberculos se manejo una temperatura de 10° C con 16
hrs. luz, después del la fase vegetativa se le dio un fotoperiodo de 9 hrs. por un
periodo de 3 meses. Los dias cortos promovieron la tuberizacion(Westcott,
1981).
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En la produccién de microtuberculos de papa con un fotoperiodo para induccién
de microtuberculos in Vitro, se obtuvo los mejores resultados con un fotoperiodo
de 8 hrs. luz a una temperatura constante de 19°C, que cuando se mantuvieron
en absoluta oscuridad(Pérez, 1999).

La temperatura optima para la tuberizacién in Vitro de papa fue determinada en
20° C constante, siendo todavia mas efectiva que las temperaturas alternantes
dia/noche(Wang y Hu, 1982).

En cultivos mantenidos en fotoperiodo corto de 10 hrs. y bajas temperaturas
dia / noche 20 / 18° C, tuvieron una produccién mas alta de peso de
microtuberculos 255 mg/planta y un mayor numero 2/planta, que los mantenidos
bajo dias largos 16 hrs, combinados con altas temperaturas dia / noche de
28/26° C, con una produccion de 207 mg/planta y un numero de

microtuberculos por planta de 0.9 (Gopal, et al.,1998).
2.8.1.3 Reguladores del crecimiento

Explantes nodales del cultivar Rema fueron cultivados en un medio MS , con
sacarosa al 2%, temperatura de 20° C y un fotoperiodo de 16 hrs, con luz
fluorescente de 100 m™? Estos fueron tratados con concentraciones de
paclobutrazol de 0-100 mg/Il. El paclobutrazol adelanto la tuberizacion in Vitro y
aumento la uniformidad. La concentracion de 0.01-1.0 mg/I fue la que obtuvo la
mejor tuberizacion in vitro, ya que con altas concentraciones 10-1000 mg/l de
este inhibidor, el numero y masa de microtuberculos fue disminuido (Simko,
1994).

El efecto de triadimefon y uniconazole fue comparado con el de

Bencilaminopurina(BAP) para la produccién de microtuberculos de papa, en los

cultivares Kufri Jyoti, Kufri Badshaha y Kufri Sinduri. Los dos triazoles tuvieron
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un efecto positivo en la produccion de microtuberculos, pero el uniconazole a
concentracion mas baja 0.01 mg/l, fue mas eficaz al producir mas
microtuberculos y mas peso promedio que la concentracion de 10 mg/l de BAP,
obteniéndose los mejores resultados con 0.5 mg/l de uniconazole(Chandra et
al.,1992).

Utilizando explantes de papa con un solo nudo, cultivadas en MS, afadiendo
sacarosa 8% y varias concentraciones de BA vy varios fotoperiodos, en tres
tipos de medios(medio en agitacion, medio estatico liquidos y medio sélido)
para producir microtuberculos in Vitro; la aplicacién de 2.5 mg/l de BA dio el
mejor resultado, no habiendo tuberizacibn en medio liquido estatico, no
habiendo diferencia significativa entre medio agitado y el medio sélido en este
respecto, no habiendo diferencia significativa en la capacidad de tuberizacién
en la oscuridad y en fotoperiodo de 8 hrs, pero mas del 60% de microtuberculos
fueron formados con el medio en la luz y 80% fue formado microtuberculos en
la oscuridad (Le, 1993).

El inductor de microtuberculos mas eficaz en el cultivo in-vitro fue la
Benziladenina (BA) en el diploide Hol 2/17. La regeneracion de los cultivos in
vitro, fueron plantados en crisoles en invernadero para probar la tuberizacion in
vivo. Siendo la produccién de microtuberculos similar a la de in-vitro
(Miclovicova et al., 1993).

Bajo dia corto y a bajas temperaturas la adicion de BA , aumento la produccién
de microtuberculos/planta y el peso medio de microtuberculos a partir de
115mg-364mg.

Al utilizar CCC(Chlormequat) y BA en la formacién de microtuberculos, a partir
de explantes de papa provenientes del cultivo de meristemos, de los cultivares
Benimaru, Reina de Mayo, y Danshakuimo; se aumento el peso fresco de los
microtuberculos después de 28 dias, siendo los mas grandes con 500 mg/l de
CCC y el BA 5 mg/l, bajo oscuridad. Siendo el CCC eficaz para aumentar el
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numero de microtuberculos en el primer cultivar, pero el peso fresco de
microtuberculos del cultivar Reina de Mayo fue pequefio comparado con los
otros dos cultivares (Yamamoto et al.,1997).

Explantes de papa con un solo nudo de c.v Bintje fueron inducidos a
microtuberizacion, con sacarosa 8% y BA de 22 M, incubados a temperatura de
20° C en condiciones de dia corto y oscuridad, o con 26° C en condiciones de
dia largo y oscuridad. Se obtuvo deposito de almidén al tercer dia en la parte
basal de los brotes axilares cultivados a 20° C y fotoperiodo de 12 hrs, o en
oscuridad; pero en cambio, en condiciones de 26° C y 16 hrs. luz o en
oscuridad, esto ocurrié hasta el octavo dia y en oscuridad al 12 dia. En el
testigo no se observo reserva de almidon después de 2 semanas. Las
temperaturas altas retrazaron produccion de microtuberculos especialmente en
la oscuridad (Pevalek, 1997).

34



lll.- MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del lugar

Este trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia del
Departamento de Horticultura de la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro.

3.2 Material vegetativo

Se utilizaron plantulas de papa de la variedad Alpha multiplicadas in-vitro, libres
de cualquier enfermedad, por lo cual no se realizo previa desinfeccién.

3.3 Esterilizacion

Se esterilizo el medio de cultivo y el material a utlizar para la
siembra(bisturi,pinzas,cristaleria) agua destilada, en una autoclave, por un
tiempo de 45 minutos, con presion de 1.5 kg/cm?..

3.4 Siembra
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La siembra se realizo en la campana de flujo laminar, de forma
asceptica,utilizando mecheros para no tener contaminacion al momento de la

siembra.

3.5 Experimentos

Los experimentos se llevaron a cabo en 2 etapas.
Se llevaron a cabo tres experimentos en medio sélido, describiéndose cada uno

de ellos a continuacion:
3.5.1 Experimento 1

Etapa 1.

De plantulas cultivadas in-Vitro fueron cortados segmentos de tallos con su
respectivo nudo, de 1 cm. de longitud, quitando la hoja de la yema axilar;
posteriormente sembrando 10 nudos en cada frasco gerber con 30 ml, de medio
MS, que contenia los componentes inorganicos y organicos + sacarosa 30 gr/l.
+ agar 8 gr/l. Los cultivos se incubaron en condiciones de 25°C/ 18°C (dia /

noche) con un fotoperiodo de 16 hrs. durante 30 dias.

Etapa 2.

Pasado los 30 dias se les aplico medio MS liquido conteniendo 90 gr/l de
sacarosa mas ABA y Kinetina para la induccion a microtuberculos, agregandole
a cada frasco 5 ml; incubando los cultivos a una temperatura de 19°C y un
fotoperiodo de 8 hrs, por un tiempo de 110 dias. Cada tratamiento conté con 5

frascos(repeticiones), como se presenta a continuacion:

1.- ABA 0.2 mg/l + 0.0 mg/l de Kinetina.
2.- ABA 0.2 mg/l + 0.1 mg/l de Kinetina.
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3.- ABA 0.2 mg/l + 0.2 mg/l de Kinetina.
4.- ABA 0.2 mg/l + 0.4 mg/l de Kinetina.
5.- ABA 0.2 mg/l + 0.8 mg/l de Kinetina.
6.- ABA 0.2 mg/l + 1.6 mg/l de Kinetina.

3.5.2 Experimento 2.

Se utilizo la misma metodologia que el experimento anterior, cambiando un solo
reactivo con 6 tratamientos y 5 repeticiones por cada uno de ellos, a
continuacion se presentan:

1.- ABA 0.2 mg/l + 0.0 mg/l de BA

2.- ABA 0.2 mg/l + 0.1 mg/l de BA

3.- ABA 0.2 mg/l + 0.2 mg/l de BA

4.- ABA 0.2 mg/l + 0.4 mg/l de BA

5.- ABA 0.2 mg/l + 0.8 mg/l de BA

6.- ABA 0.2 mg/l + 1.6 mg/l de BA

3.5.3 Experimento 3.

Se hizo de igual forma que en los experimentos anteriores, solo que en este se
utilizo acido p-cumarico para la induccion de microtuberculos. Contandose, con

6 tratamientos y 5 repeticiones por cada uno de ellos:

1.- 0.0 mg/l de acido p-cumarico
2.- 0.1 mg/l de acido p-cumarico
3.- 0.2 mg/l de acido p-cumarico
4.- 0.4 mg/l de acido p-cumarico
5.- 0.8 mg/I de acido p-cumarico

6.- 1.6 mg/l de acido p-cumarico

37



3.6 Diseno Experimental
Para los 3 experimentos se utilizo un disefio completamente al azar y realizando

también la prueba de comparacion multiple de medias por el método de Tukey.

3.7 Parametros Evaluados
Los tres experimentos se evaluaron a los 140 dias después de la siembra, con
la ayuda de un vernier y una balanza analitica, evaluandose los siguientes

parametros:

1.-Numero de microtuberculos por cultivo o frasco.
2.- Diametro ecuatorial de microtuberculos.

3.- Peso de microtuberculos.
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VI.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EXPERIMENTO 1

4.1.1 Numero de microtuberculos por cultivo

En la evaluacién realizada a los 140 dias (figura 1) no se encontré diferencia
significativa, pero numeéricamente los mejores tratamientos fueron con la
combinacion de 0.2 mg/l de ABA + 0.1 mg/l de Kinetina, con 5.8
microtuberculos por cultivo; seguido del tratamiento de 0.2 mg/l de ABA + 1.6
mg/l de Kinetina con 5.6 microtuberculos por cultivo; también el tratamiento con
0.2 mg/l de ABA + 0.4 mg/l de Kinetina, con 5.4 microtuberculos por cultivo.

Se puede observar que hay una tendencia a incrementarse él numero de
microtuberculos al aumentarse la concentracion de Kinetina, sin embargo las
caidas que se observan con 0.2 y 0.8 mg/l de Kinetina, no deja clara esta

tendencia.

4.1.2 Diametro de microtuberculos

En esta variable(figura 2) el mejor tratamiento fue con 0.2 mg/l de ABA + 0.0
mg/l de Kinetina obteniéndose un diametro de 5.75 mm, siguiéndole el
tratamiento de 0.2 mg/l de ABA + 0.4 mg/l de Kinetina, donde el diametro fue de
5.68 mm.

Sin embargo todos los tratamientos fueron estadisticamente iguales.

En general podemos decir que el diametro de los microtuberculos tendié a
39



disminuir al incrementarse la concentracion de Kinetina, lo cual es de
esperarse, ya que al incrementarse él numero de microtuberculos con la
Kinetina, el diametro normalmente tiende a disminuir; sin embargo esta

respuesta no fue muy uniforme.

Estos resultados obtenidos en cuanto a la interaccion de las hormonas,
coinciden con Weaver, (1990) quien menciona que las hormonas no actuan
solas sino que interactuan unas con otras, esto debido al balance entre los

promotores e inhibidores del crecimiento.

4.1.3 Peso de microtuberculos

En los resultados obtenidos en esta variable (figura 3), el mejor tratamiento fue
el de la concentracion de 0.2 mg/l de ABA + 0.0 mg/l de Kinetina, obteniendo un
peso de 151.46 mg; siguiéndole los tratamientos, con 0.2 mg/l de ABA + 0.2
mg/l de Kinetina y 0.2 mg/l de ABA + 1.6 mg/l de Kinetina, obteniendo un peso
de 129.13 mg y 129.13 mg respectivamente.

Sin embargo, de nuevo se ve una tendencia a la disminucion del peso de los
microtuberculos con una mayor dosis de Kinetina lo cual confirma que a mayor

numero de microtuberculos, menor es el diametro y peso de estos.

En este experimento las plantas se mostraron vigorosas y con entrenudos
largos y tallos gruesos, hasta el momento de la evaluacion, no presentandose
senescencia.

Estos resultados coinciden con Lira (1994) quien menciona que las citocininas
son promotoras de la division celular, alargamiento celular, formacién de

organos, contrarresto del letargo, prevencidbn de la senescencia y40



movilizacion de nutrientes.

Pérez (1999), obtuvo el mayor peso de microtuberculos con la concentracion de

0.2 mg/l de ABA, con un peso de 61.9 mg.
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No. de microtuberculos por cultivo

0.1 0.2 0.4 0.8 1.6

Kinetina (mg/l)

Figura. 1 Efecto del ABA 0.2 mg/l + Kinetina (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l) sobre él numero de
microtuberculos por cultivo, evaluandose a los 140 dias.
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Figura. 2 Efecto del ABA 0.2 mg/l + Kinetina (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l) sobre el diametro de
microtuberculos, evaluandose a los 140 dias.
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Figura. 3 Efecto del ABA 0.2 mg/l + Kinetina (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l) sobre el peso de
microtuberculos, evaluandose a los 140 dias.
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4.2 EXPERIMENTO 2

4.2.1 Numero de microtuberculos por cultivo

En esta variable (figura 4) el tratamiento que se comporto mejor fue con una
interaccion de 0.2 mg/l de ABA + 0.1 mg/l de BA donde se obtuvieron 8.8
microtuberculos por cultivo, seguido del tratamiento con 0.2 mg/l de ABA + 0.2
mg/l de BA con, un total de 8.4 microtuberculos por cultivo.

Cabe mencionar que no hubo diferencia significativa entre tratamientos. Sin
embargo es claro que el BA aumento el numero de microtuberculos con relacion
al tratamiento sin BA, pero al llegar a la mayores dosis, este efecto tendio a
disminuir y a ser negativo con 1.6 mg/l.

Esto coincide por los resultados obtenidos por Xin (1998), a obtener 100 % de
tuberizacion en diferentes concentraciones de sucrosa, cuando se le anadio

ABA al medio de cultivo.

4.2 .2 Diametro de microtuberculos

El mejor tratamiento (figura 5) en cuanto a esta variable se obtuvo con 0.2 mg/I
de ABA + 1.6 mg/l de BA, con microtuberculos de 5.9 mm, siguiéndolo el
tratamiento con 0.2 mg/l de ABA + 0.0 mg/lI de BA con microtuberculos de 4.78
mm de diametro. Estos resultados nos confirman que a mayor numero de
microtuberculos, menor diametro y viceversa.

No habiendo diferencia significativa entre tratamientos.

4.2.3 Peso de microtuberculos

El mejor resultado (figura 6) lo obtuvo el tratamiento con una concentracion de

0.2 mg/l de ABA + 1.6 mg/l de BA, con 166.77 mg de peso.

En esta variable no se encontré diferencia significativa entre los tratamientos.

Sin embargo, de nuevo se confirma que el BA al aumentar él numero de
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microtuberculos, disminuye su diametro y peso; y que cuando se reduce él
numero de microtuberculos, el diametro y peso de estos tiende a incrementarse.
Si comparamos estos resultados, con los obtenidos por Pérez (1999), quien
utilizo unicamente ABA, podemos concluir que la adicidén de citocininas al medio
de cultivo, especialmente BA, mejoran la respuesta, ya que obtiene un mayor
numero de microtuberculos, pero es recomendable usar 0.1 mg/l de BA, para
que el diametro y peso de los microtuberculos no se vea reducido tan
drasticamente.

4.3Experimento 3

4.3.1 Numero de microtuberculos por cultivo

En la evaluacion (figura 7) de esta variable, el mejor tratamiento fue con una
concentracién de 0.2 mg/l de Acido p-cumarico, donde se obtuvo un total de
13.2 microtuberculos por cultivo; seguido de los tratamientos, con
concentraciones de 0.8 y 0.4 mg/l de Acido p-cumarico, con 12.8 y 12
microtuberculos por cultivo, respectivamente.

El tratamiento que obtuvo el menor numero de microtuberculos fue el
tratamiento de 0.0 mg/l de Acido p-cumarico, con 9.2 microtuberculos por
cultivo, no habiendo diferencia significativa entre tratamientos.

Estos resultados coinciden con los de Koda et al., (1988), quienes encontraron
una sustancia inhibidora del crecimiento que indujo a la formacion de
microtuberculos in vitro, en concentraciones de 3 * 10° M .

Es claro que el acido p-cumarico aumenta el numero de microtuberculos con
relacion al testigo, teniendo su dosis optima a 0.2 mg/l, ya que a mayores dosis
este efecto tiende a disminuir.

En este experimento el testigo no contiene ABA, como en el caso de los 2
experimentos anteriores, por lo que es dificil hacer una comparacion con los
otros dos experimentos, sin embargo es claro que el acido p-cumarico estimula
la producciéon de microtuberculos, tal como lo hace el ABA, por lo que sera

recomendable comparar a estos dos inhibidores en un futuro trabajo.
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Figura 4. Efecto del ABA 0.2 mg/l + BA (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l) sobre él numero de
microtuberculos, evaluandose a los 140 dias.
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Figura 5. Efecto del ABA 0.2 mg/l + BA (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l) sobre el diametro de
microtuberculos, evaluandose a los 140 dias.
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Figura 6. Efecto del ABA 0.2 mg/l + BA (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l) sobre el peso de
microtuberculos, evaluandose a los 140 dias.

49



No. de microtuberculos por cultivo

0.1 0.2 0.4 0.8 1.6

Acido p-cumarico (mg/l)

Figura 7. Efecto del acido p-cumarico (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l) sobre el numero de

microtuberculos por cultivo, evaluandose a los 140 dia
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4.3.2 Diametro de microtuberculos

En esta variable(figura 8) el tratamiento que sobresali6 fue con una
concentracion de 1.6 mg/l de acido p-cumarico, con diametro de 3.74 mm,;
seguido por el tratamiento con 0.4 mg/l de acido p-cumarico, obteniendo un
diametro de 3.72 mm, no encontrandose diferencia significativa entre
tratamientos.

En este caso también, al aumentarse el numero de microtuberculos con el acido
p-cumarico, el diametro de estos tendié a disminuir, especialmente con la dosis
de 0.2 mgl/l.

Sin embargo podemos decir que con la dosis de 0.4 mg/l es posible obtener

buen numero de microtuberculos, sin afectar su diametro.

4.3.3 Peso de microtuberculos

En la evaluacion de esta variable(figura 9), se encontré que el mejor tratamiento
fue a una concentracién de acido p-cumarico de 0.4 mg/l, con un peso de 45.34
mg, seguido de los tratamientos con concentraciones de 1.6 y 0.0 mg/l de acido
p-cumarico con, pesos de 43.68 y 41.97 mg, respectivamente; encontrandose
que el tratamiento que obtuvo el menor peso fue con una concentracion de 0.2
mg/l de acido p-cumarico, con peso de 35.05 mg, lo cual puede deberse a que
con esta dosis se obtuvo el mayor numero de microtuberculos por cultivo, no
encontrandose diferencia significativa entre tratamientos.

En este experimento las plantas mostraron al momento de la evaluacion, una
marcada senescencia en las hojas aumentando esta a medida que las
concentraciones del acido p-cumarico eran mas fuertes o altas. Las plantas no
mostraron un desarrollo vigoroso en cuanto a area foliar, lo cual es de
esperarse si se considera que este inhibidor tiende a reducir el crecimiento y
desarrollo de tallos y hojas, pero con esto se estimula la produccion y tamano
de los microtuberculos.

51



Estos resultados coinciden con los de Marquez (1988), quien al trabajar con
acido p-cumarico en nogal, al aplicarlo a concentraciones de 10 M, este redujo
la altura de la planta en un 23%, la longitud de entrenudos en 25% y el area

foliar fue reducida en un 28%.

Leopold y Kriedemann (1975) y Wareing y Phillips (1978), mencionan que el
acido p-cumarico se dirige hacia las hojas y apices donde estimula la oxidacion
de IAA al actuar como un activador de la enzima IAA-oxidasa, dando como
resultado que la expansion de hojas y elongacion de tallos sean inhibidas.

El acido p-cumarico es pues un buen inductor de la tuberizacion de la papa in
vitro, falta ver si este es mas efectivo que él ABA y si su efecto se puede

mejorar con la adicidn de una citocinina como el BA.
En la figura 12, se observan los microtuberculos obtenidos en cada uno de los

tratamientos con acido p-cumarico, de las 5 repeticiones o frascos, por lo que

en cada una de esas cajas petri se tienen entre 45 y 65 microtuberculos.
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Figura 8. Efecto del acido p-cumarico (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l) sobre el diametro de
microtuberculos, evaluandose a los 140 dias.
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Figura 9. Efecto del acido p-cumarico (0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l) sobre el peso de
microtuberculos, evaluandose a los 140 dias.
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En la figura 10, se puede observar el estado que presentaron las plantulas de
papa a los 30 dias después de la siembra, y que fue cuando se les aplico los
tratamientos con ABA + Citocininas o con acido p-cumarico. Se puede observar
que todos los explantes (10) sembrados inicialmente, produjeron una plantula y

que estas tenian una altura aproximada de 7 cm.

Figura 10. Estado de las plantulas de papa a los 30 dias después

de la siembra.
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En la figura 11, se presenta la respuesta obtenida con 0.8 mg/l de acido p-
cumarico, a los 140 dias después de la siembra, observandose un promedio de

12.8 microtuberculos por cultivo o frasco, por lo que al menos cada plantula (10)

produjo un microtuberculos (mayor al 100%).

Figura 11. Efecto del acido p-cumarico (0.8 mg/l) sobre la produccion
de microtuberculos, vista a los 140 dias después de la

siembra.
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Figura 12. Microtuberculos obtenidos en el experimento con 4cido p-cumarico
(0.0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/l), a los 140 dias después de la

siembra.

V.- CONCLUSIONES
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En base a los resultados obtenidos podemos concluir lo siguiente:

1.- Al combinar una citocinina con un inhibidor (ABA). Se mejora la cantidad de
microtuberculos, en relacion con la respuesta que se obtiene con el inhibidor

Unicamente.

2.- Este efecto promotor de las citocininas es mas marcado cuando se utiliza BA

que cuando usamos Kinetina.

3.- La combinacion mas efectiva o recomendable es la de 0.2 mg/l de ABA + 0.1
mg/l de BA, ya que con esta se obtiene un mayor numero de microtuberculos
(8.8 por cultivo), sin reducirse mucho el diametro y peso de los

microtuberculos.

4.- El acido p-cumarico estimula la produccién de microtuberculos, comparado con
el testigo, obteniéndose la mejor respuesta con la dosis de 0.4 mg/l, ya que con
esta se obtiene un buen numero de microtuberculos (12) y un buen diametro

(3.72 mm) y peso (45.34 mg) de estos.

VI.- RECOMENDACIONES
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1.- Para futuros experimentos, se recomienda evaluar el efecto comparativo del
ABA vy el acido p-cumarico a dosis similares y/o en combinaciones, asi como
determinar si la respuesta al acido p-cumarico se puede mejorar con la adicién

de las citocininas, especialmente el BA.

2.- Se recomienda evaluar el efecto de una mayor concentracién de sacarosa en
el medio de cultivo, para determinar si esta puede contrarrestar la disminucion
de diametro y peso de los microtuberculos al incrementarse él numero de estos

en los cultivos.
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EXPERIMENTO UNO

TABLA 1. Analisis de varianza para la variable de respuesta; numero de
los 140 dias(datos

microtuberculos por cultivo, evaluandose a

transformados de raiz cuadrada de x+0.5).

F.V G.L. S.C. CM. F P>F
TRAT. 5 2.392258 0.478452 0.5954 NS 0.706
ERROR 24 19.284500 0.803521
TOTAL 29 21.676758

C.V.=42.06%

** = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 1 %

* = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 5 %

NS=NO SIGNIFICATIVO
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TABLA 2. Analisis de varianza para la variable de respuesta; diametro de

microtuberculos, evaluandose a los 140 dias(datos transformados de

raiz cuadrada de x+0.4).

F.V G.L. S.C CM F P>F
TRAT 5 3.551392 0.710278 1.6051 NS 0.196
ERROR 24 10.619995 0.442500

TOTAL 29 14.171387

C.V.=3133%

** = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 1 %

* = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 5 %
NS=NO SIGNIFICATIVO

TABLA 3. Analisis de varianza para

la variable de respuesta; peso de

microtuberculos, evaluandose a los 140 dias(datos transformados de

In(x+3).
F.V G.L S.C. C.M. F P>F
TRAT 5 17.229614 3.445923 1.7673 NS 0.157
ERROR 24 46.796936 1.949872
TOTAL 29 64.026550
C.V.= 33.26%

** = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 1%

* = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 5%

NS= NO SIGNIFICATIVO

EXPERIMENTO DOS
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TABLA 4. Analisis de varianza para la variable de respuesta; numero de

microtuberculos por cultivo evaluandose a
transformados de raiz cuadrada de x+0.5).

los 140 dias(datos

F.V G.L S.C. C.M. F P>F
TRAT 5 10.602224 2.120447 1.4517 NS 0.242
ERROR 24 35.055603 1.460650

TOTAL 29 45.657837

CV.=5295%

** = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 1%

* = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 5 %

NS=NO SIGNIFICATIVO

TABLA 5. Analisis de varianza para la variable de respuesta; diametro de

microtuberculos, evaluandose a los 140 dias(datos transformados de

raiz cuadrada de x+0.3).

F.V G.L S.C. C.M. F P>F
TRAT 5 3.559143 0.711829 1.1949 NS 0.341
ERROR 24 14.297928 0.595747

TOTAL 29 17.857071

C.V.= 49.74%

** = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 1 %
* = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 5 %

NS= NO SIGNIFICATIVO

TABLA 6. Analisis de varianza para la variable de respuesta; peso d668




microtuberculos, evaluandose a los 140 dias(datos transformados de

In (x+3).

F.V G.L S.C. C.M. F P>F
TRAT 5 12.805939 | 2.561188 1.0697 NS |0.402
ERROR 24 57460876 |2.394203

TOTAL 29 70.266815

C.V.= 50.35%

** = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 1 %
* = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 5 %
NS=NO SIGNIFICATIVO

EXPERIMENTO TRES

TABLA 7. Analisis de varianza para la variable de respuesta; numero de

microtuberculos, por cultivo, evaluandose a los 140 dias.

F.V G.L S.C. C.M. F P>F
TRAT 5 58.799805 11.759961 0.7342 NS 0.607
ERROR 24 384.400146 |16.016672

TOTAL 29 443.199951

C.V.= 35.11%

** = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 1 %
* = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 5 %

NS= NO SIGNIFICATIVO

TABLA 8. Analisis de varianza para la variable de respuesta; diametro de

microtuberculos, evaluandose a los 140 dias.
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F.V G.L S.C. C.M. F P>F
TRAT 5 0.233124 0.046625 0.3870 NS 0.853
ERROR 24 2.891266 0.120469

TOTAL 29 3.124390

C.V.= 9.52%

** = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 1 %

* = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 5 %

NS= NO SIGNIFICATIVO

TABLA 9. Analisis de varianza para la variable de respuesta; peso de
microtuberculos, evaluandose a los 140 dias.

F.V G.L S.C. C.M. F P>F
TRAT 5 307.652344 |61.530468 0.7869 NS 0.571
ERROR 24 1876.722656 |78.196777

TOTAL 29 2184.375000

C.V.= 21.36%

** = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 1 %

* = DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 5 %

NS= NO SIGNIFICATIVO
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