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Resumen

La papa se sitla en el escalon més alto de alimentos consumidos a nivel mundial, si bien su
propagacion vegetativa tradicional es la manera que los agricultores prefieren al momento de
multiplicar esta planta, esto la vuelve un blanco de organismos patdgenos y no permite conseguir
tubérculos sanos y libres de enfermedades. Lo que repercute en semillas y tubérculos de baja
calidad. En este contexto se generé este proyecto con el objetivo de implementar un protocolo
de cultivo in vitro de papa Solanum tuberosum L. variedad Superchola a partir de brotes etiolados.
Primero se estableci6 un protocolo de establecimiento de brotes etiolados donde no se encontré
influencias significativas entre las variables tiempos de inmersion y concentracién de hipoclorito
de sodio, no obstante, el mejor tratamiento con el que se obtuvo una viabilidad del 73.33% fue el
compuesto por hipoclorito de 0.5 %v/v y 5 minutos de tiempo de inmersion. A continuacion, se
encontré que el 6-BAP tiene un efecto significativo en la elongacion y el indice de multiplicacion
de los explantes, se encontré que a bajas concentraciones como es el caso del tratamiento M1
(0.1 mg/L de 6-BAP), mostré una elongacion promedio mayor de 50.53 mm frente a los otros
tratamientos y un indice de multiplicacién de 7.09, sin embargo, parar este caso el tratamiento

control fue el que presento el mejor indice con 7.40.

Palabras Clave: Papa, Cultivo In vitro, Superchola, Propagacion.
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Abstract

Although traditional vegetative propagation is the way farmers prefer to multiply this plant, this
makes it a target for pathogenic organisms and does not allow them to obtain healthy and disease-
free tubers. This results in low quality seeds and tubers. In this context, this project was generated
with the objective of implementing a protocol for in vitro cultivation of potato Solanum tuberosum
L. variety Superchola from etiolated sprouts. First, a protocol for the establishment of etiolated
sprouts was established where no significant influences were found between the variables
immersion time and sodium hypochlorite concentration; however, the best treatment with which
a viability of 73.33% was obtained was the one composed of 0.5 %v/v hypochlorite and 5 minutes
of immersion time. Next, it was found that 6-BAP has a significant effect on the elongation and
multiplication index of the explants, it was found that at low concentrations as is the case of
treatment M1 (0.1 mg/L of 6-BAP), showed a higher average elongation of 50.53 mm compared
to the other treatments and a multiplication index of 7.09, however, in this case the control

treatment was the one that presented the best index with 7.40.

Key words: Potato, In vitro culture, Superchola, Propagation.
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del problema

La papa se encuentra en el tercer lugar de importancia como cultivo alimenticio humano
después del arroz y el trigo, es consumida por mas de mil millones de personas en todo el mundo
(CIP, 2021). En Ecuador la papa es una de los cultivos mas importantes de produccién del
Altiplano Andino, su diversidad genética en la regién lo hace un cultivo de importancia
agroecondmica, su cultivo por parte de los campesinos aporta con el 60% aproximadamente a
Nivel Nacional de la demanda de alimentos (Basantes et al., 2020). En el mundo mas del 50%
de la produccién de papas se procesa en productos alimenticios, balanceado de engorde de
ganado o es transformado en almidon para la industria, solo el 40% se consume fresca (CIP,
2021).

En 1994 un estudio realizado por el INIAP, encontr6 mas de 500 diferentes tipos de papas
entre especies de phureja y andigena cultivadas en Ecuador, de todas estas solo 30 son
cultivables, y de estas el 50% del area sembrada la ocupan Superchola y Gabriela ((Pumisacho
& Sherwood, 2005).

Desde el afio 2012 la exportacion de papa en el pais ha descendido frente a la
importacién, esto se debe a la falta de competitividad con los paises vecinos que mantienen
buenos costos en la produccién y en consecuencia hace rentable la exportacion del producto,
también se debe a las demandas de cadenas de comida rapida que no consideran al producto
interno con las caracteristicas especificas para la industria (Cobos, 2019). El cultivo de papa se
propaga tradicionalmente por tubérculos-semillas, este proceso esta sujeto a un alto riesgo de
contaminacion por virus, hongos y plagas debido a su reproduccién asexual durante el periodo
de cultivo y almacenamiento (lgarza et al., 2012).

En este sentido la produccion de plantas de papa, semilla de papa o micro tubérculo
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mediante técnicas de cultivo in vitro se ha convertido en una via para una produccion libre de
patdégenos, este proceso garantiza calidad genética y sanitaria en la semilla y uniformidad en la

produccion (Jayawardana, 2015).

Justificacion del problema

Si bien a escala comercial la papa tiene una propagacion vegetativa tradicional, con este
método tiene el riesgo de acumular varias infecciones sistémicas como bacterias, hongos y virus
gue a la larga producen perdidas de rendimiento y vigor. En este ambito, el cultivo de tejidos
vegetales puede aplicarse a la cadena de produccion de la papa para propagar material de
interés eficientemente, mantener bancos de germoplasma, proporcionar el estudio de esta
especie y de sus interacciones con factores biéticos y abiéticos, y producir plantas modificadas
genéticamente y libres de todo tipo de patégenos (Basantes et al., 2020).

El tubérculo de papa se propaga vegetativamente utilizando papas de siembra libres de
virus que son fundamentales para alcanzar altos rendimientos. Las papas de siembra libres de
virus se obtienen mediante técnicas de cultivo de tejidos, que representan entre el 17 y el 21%
del coste total del cultivo (Agrianual, 2013).

En Ecuador la demanda de semilla de papa en el mercado indica que un 59% de los
productores utilizan semilla propia, un 30% semilla seleccionada, mientras que la semilla
certificada y registrada alcanzan s6lo un 8 y 3% respectivamente, este analisis revela que los
productores utilizan semilla de baja calidad mayoritariamente (Taramuel, 2017).

El principal problema del cultivo de papas en todo el mundo son las pérdidas econémicas
debidas al tizén tardio, causado por Phytophthora infestans, que puede destruir las plantas de
patata en dos semanas en condiciones humedas. El tizon puede sobrevivir incluso en
condiciones adversas. Con el asentamiento progresivo de este tipo de enfermedades en los

stocks de semillas, la disponibilidad de semillas libres de patégenos es muy dificil actualmente
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(Badoni & Chauhan, 2010).

En la actualidad las técnicas de cultivo de tejidos se utilizan en todo el mundo para
producir papas de siembra pre bésicas y libres de virus, conocidas como micro tubérculos
(Gudeva et al., 2012). Los microtubérculos se siembran en un entorno protegido para producir
minitubérculos (semilla basica), la semilla basica entra en la cadena de produccién de semillas
para producir la semilla certificada que se vende a los agricultores (Rafique et al., 2014). La
escasez de semillas de buena calidad ha sido reconocida como el factor mas importante que
limita la productividad de la patata en los paises en desarrollo. La disponibilidad de la tecnologia
de cultivo de tejidos para la multiplicacion rapida de material de siembra libre de enfermedades
ha facilitado en gran medida la produccién de semillas de patata (Chuntale, 2018).

Bajo este contexto, el proyecto tiene el proposito de implementar un protocolo de cultivo
in vitro a partir de brotes etiolados de la variedad Superchola (Solanum tuberosum L.) con el
objetivo de producir semillas de papa de alta calidad, para competir y satisfacer las demandas

del mercado.

Objetivos
Objetivo General
e Implementar un protocolo de cultivo in vitro de papa (Solanum tuberosum L.)

variedad Superchola a partir de brotes etiolados.

Objetivos Especificos

e Obtener brotes etiolados de papa (Solanum tuberosum L.) variedad Superchola
para su establecimiento in vitro.
e Determinar un 6ptimo protocolo de desinfeccion para la introduccién in vitro de

brotes etiolados de la variedad Superchola (Solanum tuberosum L.).
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e Establecer un medio de cultivo in vitro, asi como las concentraciones de
reguladores de crecimiento adecuadas para la multiplicacion de Solanum

tuberosum L. variedad Superchola.

Capitulo Il: Marco teérico

Aspectos generales de la planta de Papa
Distribucién botanica y taxonomia

Solanum tuberosum L. pertenece a la familia de las Solanaceas. Esta familia incluye,
entre otras 2000 especies. El género Solanum es un género polimorfo y en gran medida tropical
y subtropical que contiene mas de 1000 especies (Fernald, 1970; Spooner & Knapp, 2013).
Solanum tuberosum se ha clasificado en la seccién Petota, que incluye todas las patatas
silvestres y cultivadas que producen tubérculos. Solanum tuberosum L. se divide en dos
subespecies: tuberosum y andigena. El centro primario de distribucién y domesticacion de
Solanum tuberosum L. se reporté en Sudamérica, especificamente la zona Andina, debido a que
se puede cultivar en una alta variedad de altitudes se encuentra distribuida en todo el continente
americano y gran parte del mundo; esto da origen a una gran variabilidad morfol6gica del
tubérculo (CONABIO, 2016).

Segun CFIA (2015), la clasificacion Taxonomica de Solanum tuberosum L. se presenta

adaptada en la Tabla 1:
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Tabla 1.

Clasificacién taxon6mica de la papa.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum L. (Linnaeus)
Especie Solanum tuberosum L.
(Linnaeus)

La variedad con la que se va a trabajar es Superchola que proviene del cruce entre las

variedades (Curipamba negra x Solanum demissum) (CIP, 2021).

Morfologia de la Papa

Solanum tuberosum L. es una planta herbacea que crece hasta 0,4-1,4 m (metros) de
altura y puede ir de erecta a totalmente postrada (Spooner & Knapp, 2013). Los tallos varian
desde casi sin pelos hasta densamente peludos y pueden ser verdes, purpuras o con manchas
verdes y purpuras, estos cuentan con una porcion aérea y otra que puede ser subterranea y
miden entre 30-60 cm, es grueso y pubescente (Martinez, 2009). Las hojas son pinnadas con un
Unico foliolo terminal y tres o cuatro pares de foliolos grandes y ovoides con otros mas pequefios
entre ellos (Spooner & Knapp, 2013; Struik, 2007). Las hojas tienen un tamafio de 8-22 x 5-13
cm (centimetros) y los peciolos de 2-6 cm. Son de color verde medio a oscuro y, al igual que los
tallos, pueden variar en cuanto a su pilosidad, desde casi sin pelo hasta densamente peludo en
ambos lados (Gonzélez, 2015).

Los tubérculos, de forma esférica a ovoide, son hinchazones del rizoma. El color de la

carne y la piel de los tubérculos varia segun la variedad, en este caso (Spooner & Salas, 2006).
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Las inflorescencias terminales son cimas que miden 5-11 cm (centimetros) de largo y se
encuentran generalmente en la mitad distal de la planta. Las inflorescencias suelen estar
ramificadas y pueden contener hasta 25 flores. Las flores pentameras, de 3-4 cm de diametro,
son todas aparentemente perfectas (Spooner & Knapp, 2013; Struik, 2007). La morfologia
completa se puede apreciar en la figura 1.

Figura 1.

llustracion morfolégica de Solanum tuberosum L.

Nota: En esta imagen podemos ver la morfologia general de una planta de papa (Solanum

tuberosum L.) (Masclef, 1891).
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Cultivar Superchola

Segun Piedra (2014), en el aflo 1983 fue desarrollado el cultivo de Superchola por parte
del sefior German Bastidas, él fue el agricultor responsable de mejorar y liberar el cultivar en ese
afio y lo entrego a otros agricultores del Carchi, al final se extendi6 al resto del pais.

Este cultivar tiene las siguientes caracteristicas, son plantas erectas y pertenecen a la
subespecie andigena. Esta variedad tiene muchos tallos verdes con ligeras pigmentaciones
purpuras, su estructura es fuerte, robusta y presente pubescencias con alas rectas y onduladas,
y nudos prominentes; las hojas son de tipo abierto y de color verde oscuro, se tienen tres pares
de foliolos primarios y un foliolo terminal, con excepcion de tres pares de foliolos secundarios
entre los foliolos y cinco pares de foliolos terciarios o foliolos en el peciolo, las hojas son
frondosas de rapido desarrollo y cubren gran parte del suelo; las flores son moradas; las ramas
son medianas, ovaladas, de color rojo purpura, las yemas terminales son pequenfias, las yemas
laterales semilargas; los tubérculos son medianos, ovalados con piel lisa y rosada, pulpa

amarillenta sin pigmentacion y ojos superficiales (INIAP, 2011).

Formas de propagaciéon vegetativa

El tubérculo de papa se propaga tanto por via sexual (utilizando semillas de papas
verdaderas) como por via asexual (vegetativa). La propagacion convencional de la papa se
realiza de forma vegetativa utilizando tubérculos de siembra, lo que garantiza la uniformidad del
cultivo en términos de crecimiento y rendimiento (Biniam & Tadesse, 2008).

El cultivo comercial se propaga vegetativamente mediante trozos de tubérculos o
pequefios tubérculos enteros que se denominan comunmente semillas o papas de siembra o
mediante esquejes de plantas o plantulas. La papa también puede reproducirse mediante
semillas botanicas, que se denominan comunmente semillas de patata verdadera (Figura 2). La

produccién de semillas verdaderas de papa se practica en los programas de cultivo en
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condiciones de invernadero o de camara de crecimiento (Bamberg et al.,, 2016). Algunos
programas también han utilizado la polinizacion abierta realizada al aire libre. La produccion de
semilla de papa verdadera en el entorno natural varia segun el cultivar y las condiciones
meteoroldgicas. El grado en que se produce la floracion, la duracién de la mismay la respuesta
del comportamiento de la floracién a las condiciones ambientales estan muy influenciados por el
cultivar. Las condiciones ambientales que influyen en el inicio y desarrollo de la floracién incluyen
la intensidad, calidad y duracion de la luz (duracion del dia), la temperatura, el suministro de agua

y los nutrientes disponibles en el suelo (Badoni & Chauhan, 2010).

Brotes etiolados

La brotacion es uno de los retos mas importantes en el almacenamiento postcosecha de
los tubérculos de papa y en toda la cadena de suministro, ya que reduce la calidad y la cantidad
del producto comercializable, lo que provoca pérdidas econdmicas (Santos et al., 2019). La
brotacion y el crecimiento de los brotes de los tubérculos de patata provocan graves pérdidas,
ya que causan alteraciones en las propiedades fisicas de los tubérculos, como la reduccién de
la turgencia, el encogimiento inducido y favorecen la pérdida de peso (Visse-Mansiaux et al.,
2021).

El desarrollo de las plantas en la oscuridad (skotomorfogénesis) se caracteriza por la
palidez de los tejidos etiolados, la excesiva elongacion de los brotes, el escaso desarrollo de las
hojas y el gancho apical, como adaptacién para penetrar en el suelo y la hojarasca para llegar a
la luz. Este estado de desarrollo en las plantulas se debe a una represion por defecto de la
fotomorfogénesis. La iluminacion con bajas intensidades de luz elimina esta inhibicion y
desencadena un cambio en la expresion génica hacia el desarrollo en la luz y la fotosintesis. Esto
implica una apertura del gancho apical, una reduccién del crecimiento por elongacion, la

expansion de las hojas y el desarrollo de los cloroplastos (Dong et al. 2015).
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Figura 2.

Brotes etiolados de papa Solanum tuberosum L.

Foto tomada por: Vanegas Alejandro (2021).

Importancia del cultivo de papa en Ecuador

La papa es uno de los productos mas consumidos por la gente de bajos recursos en la
region, se podria decir que es parte de la seguridad alimentaria, con alrededor de 500 mil
toneladas anuales de produccién y un consumo per cépita de 22 kg en la Sierra ecuatoriana
(MAG, 2021).

La agricultura en nuestro pais es uno de los procesos que mas aporta al producto interno
bruto de la region, alcanzando hasta un 10 %, la papa es uno de los cultivares mas importantes
en la region andina (CIP, 2021). En nuestro pais provincias como el Carchi e Imbabura son los
principales productores, si bien su produccion y rendimiento no son un problema, las plantas que

se obtiene de manera vegetativa estan bajo una constante amenaza enfermedades nuevas como
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la punta morada y el psilido que se presentan con bastante frecuencia en la regién, debido a un
escaso uso de semilla de calidad (Castillo et al., 2020).

Los principales virus que afectan a la papa dentro del pais son el virus del enrollamiento
de la hoja (PLRV), que puede ocasionar pérdidas del rendimiento del 90%, virus Y y A de la papa
gue junto con sus mosaicos pueden llegar a pérdidas de rendimiento del 80%, y el virus moteado
de la papa andina que produce necrosis apical y enanismo de los tubérculos (Norofia &
Tipanquiza, 2011).

Si el stock de semillas no se mantiene bien o se sustituye con frecuencia por otras nuevas,
la infiltraciéon del virus puede alcanzar hasta el 100% en 3-4 temporadas de cultivo sucesivas, lo
gue resulta en casi la mitad o un tercio de los rendimientos (Chuntale, 2018). Este es el principal
problema al que se enfrentan los productos de semilla junto a las escasas politicas de control en
la produccion y dispersion de semilla de papa de baja calidad.

Segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos en el afio 2017, las plagas con un
27% y enfermedades de otro tipo con el 9% son los principales motivos de pérdida de superficie

de cultivos transitorios como la papa (Mejia, 2017).

Cultivo de tejidos Vegetales

El cultivo de tejidos es un componente esencial de la biotecnologia vegetal, es una
herramienta que utiliza una parte de la planta que se denomina en esta técnica “explante” y
medios de cultivo con todos los nutrientes necesarios para multiplicar y regenerar nuevas plantas
a partir de células modificadas genéticamente, de esta manera la planta de estudio puede ser
facilmente clonada en cultivos bajo condiciones asépticas y controladas (Castillo, 2014).

El cultivo de tejidos se utiliza ampliamente para la obtencion de plantas libres de
enfermedades, la dispersién rapida de plantas dificiles de propagar, hibridacién somatica,

ademas de modernas aplicaciones en la mejora genética de plantas comerciales y obtenciéon de
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plantas haploides para programas de mejora (Sharma et al., 2015).

El cultivo de tejidos se esta convirtiendo en un medio alternativo a la propagaciéon
vegetativa de las plantas, ya que al ser cultivadas in vitro suelen estar libres de enfermedades
bacterianas y fungicas. La erradicacion y mantenimiento de plantas libres de virus también se
puede lograr rapidamente con esta técnica. Los tres métodos principales que se utilizan
generalmente en el cultivo de tejidos son micropropagacion mediante la multiplicacion mejorada
de la yema axilar, organogénesis y embriogénesis somatica (Castillo, 2014).

En la actualidad, el método mas exitoso y comunmente utilizado es la multiplicaciéon de
brotes a partir de yemas axilares, utilizando una combinacién de citoquinina y auxina, se puede
romper la latencia de las yemas axilares que luego se convertiran en brotes. Utilizando medios
gue contengan concentraciones Gptimas de reguladores del crecimiento, se puede lograr tasas
de multiplicacién muy altas y rapidas. El cultivo moderno de tejidos vegetales se realiza en
condiciones asépticas y con aire filtrado (Alcantara et al., 2019).

El cultivo de brotes es la técnica basica de la biotecnologia de la papa. Permite el
establecimiento rapido y eficiente de cultivos in vitro utilizando puntas de brotes como material
de partida. Una vez establecidos, los brotes axénicos pueden proporcionar los explantes
necesarios para otras técnicas, como los cultivos de células, tejidos y érganos, el cultivo de
protoplastos, la embriogénesis somética y la transformacién (Vinterhalter et al.,2008). Pueden
utilizarse para la produccion de plantas (micropropagacion), de tubérculos (microtubérculos) o de
ambos. El almacenamiento de genotipos (bancos de genes) es otra aplicacion importante que se
consigue mediante el crecimiento sostenido (minimo y lento) de los cultivos de brotes. En la
criopreservacion, el crecimiento se detiene completamente a la temperatura del nitrégeno liquido.
El cultivo de puntas de meristemos es un componente importante en la erradicacion de virus,

utilizado solo o0 en combinacién con la termoterapia (Niino & Valle, 2015).
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Establecimiento y Desinfeccién

Los materiales vegetales vivos del medio ambiente estan naturalmente contaminados en
su superficie (y a veces en su interior) con microorganismos, por lo que es necesario esterilizar
la superficie de los explantes en soluciones quimicas, por lo general se utiliza hipoclorito de sodio
o alcohol (Alcantara et al., 2019).

Los contaminantes mas comunes son bacterias y hongos que habitan de forma natural
en el ambiente, una vez desinfectado el material deben mantenerse condiciones de asepsia y de
preferencia el trabajo se realizar4 en camaras de flujo laminar (Castillo, 2014).

El etanol es un agente esterilizante tan potente como fitotdxico. Generalmente se utiliza
a una concentracién del 70% (v/v) (Abbasi et al., 2016), durante solo unos segundos 0 minutos,
seguido de un tratamiento con otros desinfectantes. El etanol penetra en su pared celular.
Naturalmente, el etanol a concentracion del 70 % que contiene un 30 % de agua penetrard mejor
através de la pared celular que el etanol solo, ya que es mas polar y util para una mejor 6smosis.

La propension al pardeamiento es especifica del antioxidante y la presencia de un
antioxidante minimiza en gran medida la tasa de pardeamiento. La estandarizacion de la
esterilizacion de la superficie es necesaria para la prevencion del oscurecimiento fendlico y la
contaminacion microbiana de los explantes.

Multiplicacion

En esta etapa, el numero de unidades de cultivo se incrementa en el nimero deseado.
Una vez mas, la etapa de propagacion requiere una técnica y unos protocolos particulares en
funcién de las especies o los genotipos de una planta. Por ejemplo, los brotes axilares de la
batata se propagan por propagaciébn organogénica, mientras que el café requiere la
embriogénesis somatica para una propagacion eficaz. Para conseguir una respuesta
morfogénica 6ptima hay que introducir una dosis perfecta de reguladores del crecimiento vegetal

(Twalj et al., 2020).
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Esta es la etapa mas importante y la tasa o indice de multiplicacion determina en gran
medida el éxito del sistema de micropropagacion, usualmente la multiplicacién ocurre a través
de la embriogénesis somatica, propagacion clonal y formacion de brotes adventicios (Boeri,
2016).

Organogénesis

La organogénesis es un proceso de formacion de 6rganos vegetales a partir de un
explante con su naturaleza tisular determinada. Esto significa basicamente que un solo 6rgano
tisular se convierte en una planta completamente nueva (Twaij et al., 2020). Es de dos tipos el
primero es un método directo si los brotes se obtienen a partir de los explantes directamente, y
en el segundo método de organogénesis indirecta se produce a partir de callo formado de
explantes. En éste, cualquier 6rgano como raices, brotes u hojas se desarrolla directa o
indirectamente a partir del meristemo o de masas celulares indiferenciadas (callo). Este método
implica la produccion de callo, la diferenciacion del meristemo adventicio en 6rganos (Indacochea
et al., 2019).

Enraizamiento

Los brotes cultivados in vitro por lo general carecen de sistema radicular. Para inducir el
enraizamiento se utiliza un medio de media concentracién suplementado con auxina, algunas
especies de plantas no necesitan pasar por esta etapa y emiten sus raices durante la fase de

multiplicacion en el mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas nuevas (Castillo, 2014).

Composicion del medio de cultivo

Uno de los factores mas importantes que rigen el crecimiento y la morfogénesis de los
tejidos vegetales en cultivo es la composicion del medio de cultivo. Los requisitos basicos de
nutrientes de las células vegetales cultivadas son muy similares a los de las plantas enteras. Los

requisitos basicos de los elementos minerales requeridos para el crecimiento de los tejidos
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vegetales se cumplen proporcionando sus sales comunes en el medio (Abobkar & Ahmed, 2012).
Los medios de cultivo de tejidos vegetales proporcionan no solo estos nutrientes inorganicos,
pero generalmente un carbohidrato (la sacarosa es la mas comun) para reemplazar el carbono
qgue la planta normalmente fija de la atmésfera mediante la fotosintesis. Para mejorar el
crecimiento, muchos medios también incluyen pequefias cantidades de ciertos compuestos
organicos, en particular vitaminas y reguladores del crecimiento de las plantas (Sharry et al.,

2015).

Macronutrientes

Los macronutrientes son los componentes que las plantas necesitan en mayor o mayor
cantidad. Proporcionan los seis elementos principales; nitrégeno, fésforo, potasio, calcio,
magnesio y azufre ademas de oxigeno, carbono e hidrégeno. La concentracion 6ptima de cada
nutriente para alcanzar las maximas tasas de crecimiento varia considerablemente entre las
especies. Entre los elementos mas importantes tenemos al nitrégeno (N), fosforo (P), potasio (K),
calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre (S), deben controlarse las concentraciones de cada uno, de
lo contrario puede ocasionar desordenes fisioldgicos, el nitrégeno es el principal elemento para
el desarrollo de las plantas, si es mal administrado puede producir la vitrificacién de los tejidos,

es recomendable reducir las dosis para ciertas especies (Rodriguez & Florez, 2004).

Micronutrientes

Los micronutrientes son elementos requeridos por las plantas en pequefias cantidades,
gue no suelen superar los pocos miligramos. Los micronutrientes esenciales para el crecimiento
de células y tejidos vegetales incluyen hierro, manganeso, zinc, boro, cobre, cobalto y molibdeno.
Conocidos como oligoelementos se proporcionan en bajas concentraciones, la mayor parte de
estos elementos son parte de grupos cataliticos y sistemas enzimaticos que se activan durante

el desarrollo de la planta (Sillanpaa, 1972).
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Vitaminas

Las vitaminas son compuestos requeridos para las células vegetales como intermediarios
esenciales o catalizadores metabolicos. Sin embargo, las células y los tejidos vegetales
cultivados pueden ser deficientes en algunos factores; el crecimiento y la supervivencia se
mejoran entonces mediante su adicién al medio de cultivo. En los primeros trabajos, las
necesidades de los cultivos de tejidos en cuanto a trazas de determinadas sustancias organicas
se satisfacian con suplementos "no definidos", como zumos de frutas, leche de coco, extractos
de levadura o malta y caseina hidrolizada. Estos suplementos pueden aportar vitaminas,
aminodcidos y reguladores del crecimiento a un medio de cultivo. El uso de suplementos no
definidos ha disminuido al definirse la necesidad de compuestos organicos especificos, que han

pasado a figurar en los catdlogos como productos quimicos puros (Perea, 2009).

Fuente de Carbono

Los carbohidratos desempefan un papel importante en los cultivos in vitro como fuente
de energia y de carbono, asi como de agente osmaético. Ademas, se conoce la expresion génica
modulada por los carbohidratos en las plantas (Koch, 1996). Las respuestas de los genes de las
plantas a los cambios en el estado de los carbohidratos pueden variar notablemente. Algunos
genes se inducen, otros se reprimen y otros se ven minimamente afectados. Sin embargo, para
el cultivo normal de células, tejidos u 6érganos, es necesario incorporar una fuente de carbono al
medio. La sacarosa se utiliza casi universalmente para los fines de micropropagacion, ya que es
generalmente utilizable por los cultivos de tejidos. El azlcar blanco doméstico refinado es
suficientemente puro para la mayoria de los fines practicos. La presencia de sacarosa en los
medios de cultivo de tejidos inhibe especificamente la formacién de clorofila y la fotosintesis,

haciendo que el crecimiento autotréfico sea menos factible (Pérez, 2017).
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Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento pueden ser sintetizados por la planta o producidas en
laboratorio, regulan el crecimiento, desarrollo y metabolismo vegetal, podemos encontrar 4
grandes grupos principales: auxinas, citoquininas, giberelinas y etileno (Villanueva et al., 2013).

Las auxinas esencialmente promueven la elongacién celular y expansién de los tejidos,
las citoquininas estimulan el crecimiento, desarrollo y la division celular; también inhiben la
dominancia apical y retardan el envejecimiento, se debe controlar la concentraciéon de estos
componentes por el bien del objetivo de investigacion (Arroyo et al., 2014).

Un exceso de auxina suele dar lugar a una proliferacién de raices, mientras que un exceso
de citoquinina puede producir brotes, un equilibrio entre la auxina y la citoquinina suele producir
un crecimiento desordenado de células o callo, independientemente la morfologia del brote
dependera de la especie de la planta y de la composicion del medio (Villanueva et al., 2013).
Okazawa et al. (1967) investigaron el efecto del AIA (4cido indol-3-acético), IBA (acido indol-3-

butirico) y la kinetina (KIN) en un amplio rango de concentraciones.

6-Bencil amino purina

La 6-bencilaminopurina es una citoquinina que funciona como promotor de crecimiento,
se la conoce como la primera citoquinina sintética aplicada, de alto peso molecular es aplicada
como un regulador de crecimiento para una gran variedad de plantas y se caracteriza por acelerar
el crecimiento celular. La 6-bencilaminopurina estimula los siguientes efectos: division

celular; aparicién de yemas laterales; formacién de brotes basales y floracién (Plantigen, 2017).

Medio Murashige y Skoog

El medio Murashige y Skoog (MS) fue formulado originalmente por Murashige y Skoog

en 1962 para optimizar el sistema de bioensayo de callos. Desde entonces, se utiliza
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ampliamente para la micropropagacion, el cultivo de érganos, el cultivo de callos y el cultivo en
suspension. La formulacién es una mezcla de nutrientes de sales inorgénicas, vitaminas y
amino&cidos. El medio Murashige y Skoog (MS) proporciona todos los macroelementos y
microelementos esenciales. Los microelementos desempefian un papel vital en el metabolismo
de las plantas. La tiamina, el acido nicotinico, la piridoxina y el inositol actian como cofactores

enzimaticos (Plantigen, 2017).

Agente gelificante

En la multiplicacion in vitro, el uso de un medio de cultivo apropiado para cada etapa del
cultivo es un requisito esencial; estos medios proporcionan los nutrientes necesarios para el
metabolismo de las células vegetales en cultivo para el crecimiento y la diferenciacion de los
tejidos (Kozai et al., 1997). La mayoria de los estudios de micropropagacion de para in vitro
utilizan el medio de cultivo en estado semisoélido, ya que proporcionan tasas de multiplicacion
satisfactorias de los clones seleccionados (Dutra et al., 2010). Sin embargo, los datos
encontrados en la literatura difieren en cuanto a la consistencia adecuada para la papa. El uso
del medio de cultivo liquido ha proporcionado una eficiencia igual o incluso mayor para la tasa

de multiplicacion del material vegetal (Veitia et al., 2012).

Hipotesis
Los brotes etiolados representan una fuente de regeneracién de plantas in vitro de

Solanum tuberosum L. variedad Superchola.
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Localizacion del proyecto

La investigacion se realizé en el laboratorio de Cultivo de Tejidos de la empresa
Conectiflor Andino Cia. Ltda. ubicado en la provincia de Pichincha, canton Cayambe, sector

Guachala a una latitud de 0°00'07.1"S y longitud de 78°28'00.3"W.

Obtencién del Material Vegetal

Para la ejecucion del proyecto el material vegetal se adquirié en el mercado de San Blas,
el material solicitado era papas variedad Superchola para todo el ensayo, el dia de recogida del
material se verificaba que este pertenezca a variedad Superchola. Los tubérculos eran
entregados personalmente por el distribuidor, una vez verificada la variedad por observacion se
transportaron al sitio del ensayo para realizar los pretratamientos de desinfeccion y brotacién de
los tubérculos.

El material vegetal principalmente fueron brotes frescos etiolados de la variedad de papa
Solanum tuberosum L., las primeras semanas se prepararon los tubérculos para brotacién, para
ello se seleccionaron los tubérculos medianos y vigorosos y que no presenten brotes, primero se
limpiaron con agua destilada el exceso de tierra y se sometieron a un lavado con Tween 20,
finalmente se expusieron a un tratamiento de &cido giberélico (0.5 g/L) para promover la
brotacion.

En bandejas con buena aireacion se colocaron los tubérculos, las muestras estaban
secas, estas se ubicaron en un cuarto de crecimiento dentro de cajas para tener condiciones de
oscuridad y la temperatura de 24 °C, después se aplicé rigurosamente la solucién de brotacion
de acido giberélico (0.5 g/L), esto se realizoé 2 veces por semanas los primeros 15 dias de este

ensayo de brotacion.
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Medios de Cultivo

El medio de cultivo utilizado para las etapas de introduccién y multiplicacion fue
Murashige & Skoog (1962) (Anexol). En su composicion se afiadieron durante todas las fases
sacarosa (30 g/L), agar (6 g/L), vitaminas (ImL/L) y reguladores de crecimiento del tipo
citoquininas (6-BAP) y auxinas (ANA), de acuerdo a la fase en la que nos encontremos se
aplicaran cada una de las concentraciones por tratamiento sefialados. El pH se ajust6é antes de
colocar el agar a 5.7-5.8 con KOH o H2SO4 (1 N). En tubos de ensayo (150 mm x 25 mm) se
dispensé 10 mL del medio de cultivo con sus componentes disueltos y se esterilizé en autoclave

a 121 °C, 1.06 kg/cm? durante 15 minutos.

Condiciones de cultivo del explante
Los explantes en el cuarto de crecimiento se incubaron a una temperatura media de 20 +

2 °C y densidad luminica de 28 + 5 umol/m?/s de luz blanca de lamparas LED, con un fotoperiodo
de 16 h (Rafique et al., 2014). Durante las etapas de establecimiento y multiplicacion se

mantuvieron estas condiciones de crecimiento.

Descripcion de los Ensayos
Etapa I: Establecimiento in vitro

Seleccién y tratamiento de los explantes

El material vegetal se tomé de los tubérculos que presentaron brote etiolados vigorosos
y visualmente no exhibian contaminacién, se recolectaron brotes de 1 a 2 cm aproximadamente
cortando desde la base de unién al tubérculo y se colocaron en un frasco con agua destilada

estéril para las siguientes técnicas de desinfeccion.
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Desinfeccién e introduccidn de explantes

Primero se desecho el agua de los frascos y se realiz6 un lavado con Tween 20 (1% v/v)
por 5 min para la limpieza superficial de los explantes, a continuacion, se retir6 el agua de lavado
y se realizaron 3 lavados con agua estéril con un minuto de duracion en cada lavado, después
se coloc6 etanol al 70% y se realizé un lavado por 30 segundos, y finalmente se realiz6 3 lavados
mas con agua estéril por un minuto. Se coloc6 el agua destilada para transportar los explantes
para su tratamiento dentro de camara. Ahi se evaluaron 3 concentraciones de hipoclorito de sodio
(NaClO) al 0.25, 0.5 y 1% v/v con Tween 20 (0.1% v/v) bajo 2 tiempos de inmersion (5 y 10
minutos) (Araque et al., 2018). Después se realizd un dltimo lavado con agua destilada con 3
repeticiones por un minuto. Para finalizar dentro de cdmara se eliminaron todas las partes
oxidadas producto de la desinfeccion y se inocularon en un medio de cultivo (MS completo) con
0.02mg/L de ANA para la estimulacién de brotacion (Rafique et al., 2014). En la Tabla 2 podemos

ver cada uno de los 6 tratamientos que se desarrollaron.

Tabla 2.

Tratamientos para las etapas de desinfeccién e introduccion de explantes.

Tratamiento Concentracion Tiempo
hipoclorito de sodio inmersion
(%v/v) (min)
Tl 0.25 5
T2 0.5 5
T3 1 5
T4 0.25 10
T5 0.5 10
T6 1 10

Los tratamientos para este ensayo se dispusieron en un disefio factorial de 3x2 con 10
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explantes colocados en tubos independientes para cada tratamiento, la unidad experimental para
el analisis estadistico se form6 con 10 tubos de ensayo. Cada tratamiento se realizé por triplicado
para un total de 30 tubos.

Las variables consideradas para este ensayo son la contaminacién (hongo y bacteria),
oxidacién y viabilidad de los explantes y esto se evalué desde la segunda semana hasta la cuarta
semana del ensayo de inoculacién. Las variables se evaluaron por observacion, bajo propio
criterio en base al protocolo que la empresa utiliza. Dependiendo de la presencia de
contaminacién bacteriana o fingica los tubos eran desechados y se tomaba el dato. Las variables
oxidacién de igual forma se tomaban bajo observacion, si existia un pardeamiento del tejido era
desechado. Al final el dato de viabilidad se tomé de los explantes que sobrevivieron a todo el

proceso antes sefialado.

Etapa II: Multiplicacion

Para esta etapa se analiz6 el regulador de crecimiento 6 - bencil amino purina (BAP), en
la fase de multiplicacién como un componente basico para el medio MS como indicaron diversos
estudios in vitro de papa, para ello se evallo la concentracién de BAP a 0.1, 0.5y 1 mg/L (Rafique
et al., 2014; Araque et al., 2018; Cardenas & Espinoza, 2014).

Para este analisis se efectlo un disefio completamente aleatorizado (DCA) con 4
tratamientos con un testigo y 3 concentraciones de regulador de crecimiento, se usaron 15
explantes por cada tratamiento que se distribuyeron uniformemente en cada tubo de ensayo.
Cada tratamiento se realizo por triplicado. La variable indice de multiplicacion, longitud de los
brotes y vigorosidad del explante, fueron observadas hasta la tercera semana del cultivo. En la

Tabla 3 se puede evidenciar los tratamientos que se aplicaron para esta etapa.
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Tabla 3.
Tratamientos formados con regulador de crecimiento (6-BAP) en el medio MS de cultivo para

multiplicacion de brotes nodales.

Tratamiento Concentracion
de BAP (mg/L)

Control 0
T1 0.1
T2 0.5
T3 1

Teniendo en cuenta la cantidad de brotes que se obtuvo de cada subcultivo, se evaluo6:

1) Tasa de multiplicacion que es el numero de explantes total final que se utilizaran
dividido por la cantidad inicial de explantes obtenidos por cada tubo de ensayo con plantas, esto
se evalu¢ al final de la multiplicacion de cada brote;

2) La longitud de los brotes, esto se realiz6 con una regla previamente desinfectada dentro
de camara y el dato se tomé en milimetros;

3) La vigorosidad de los explantes multiplicados, esta variable solo se evalu6 con una

observacion final de los explantes multiplicados.
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Capitulo IV: Resultados

Etapa I: Establecimiento in vitro

En esta fase se evaluaron los 6 tratamientos propuestos y los resultados se presentan a

continuacion.

Contaminacién Bacteriana

Para la contaminaciéon bacteriana dado que los datos no siguen una distribucién normal,
se realizé un andlisis con Kruskal Wallis, donde se encontr6 que no existen diferencias
significativas (p>0.05) para cada uno de los tratamientos empleados en desinfeccion para este

tipo de contaminacion (Tabla 4).

Tabla 4.

Andlisis inferencial Kruskal Wallis para contaminacién bacteriana significativo al 5%.

Tratamiento N Medias (%) D.E. H P
T1 3 23.33 5.77 6.43 0.2075
T2 3 6.67 11.55
T3 3 10 10
T4 3 13.33 11.55
T5 3 3.33 5.77
T6 3 6.67 5.77

En el andlisis para los promedios de contaminacién bacteriana, se puede observar que el
tratamiento 1 (NaCIlO 0.25% v/v y 5 minutos de tiempo inmersion) es el tratamiento que presenta
mayor porcentaje de contaminacion (23.33 + 5.8), mientras que el tratamiento 5 (NaCIlO 0.5% v/v

y 10 minutos de tiempo de inmersion) presenta el menor porcentaje de contaminacion (3.33
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5.8) (Tabla 5 y Figura 3).

Tabla 5.

Promedio del porcentaje de contaminacion bacteriana para cada uno de los tratamientos
analizados.

Tratamiento NaClO (%v/v) Tiempo (min) Promedio
T1 0.25 5m 23.33+£5.77
T2 0.5 5m 6.67 £ 11.5
T3 1 5m 10.00+ 10
T4 0.25 10m 13.33+115
T5 0.5 10m 3.33+£5.8
T6 1 10m 6.67 +5.8

Nota. Cada valor es el promedio en porcentaje = DE para cada tratamiento.
Figura 3.

Porcentaje de contaminacion bacteriana en cada uno de los tratamientos analizados.
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En el analisis de contingencia para los factores, se encontr6 que no existe dependencia
entre los factores tiempo de inmersion y concentracién de NaClO para la variable contaminacién

bacteriana (Tabla 6).

Tabla 6.

Andlisis de Contingencia para los factores concentracion y tiempo de inmersion para la variable
contaminacién Bacteriana.

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 0.04 2 0.9810
Chi Cuadrado MV-G2 0.04 2 0.9810
Coef.Contig.Cramer 0.03
Coef.Contig.Pearson 0.04

Contaminacion Fungica

Para la contaminacion fungica dado que los datos de la variable no siguen una distribucién
normal, se realiz6 un andlisis Kruskal Wallis, donde se encontr6 que existen diferencias
significativas en al menos uno de los tratamientos empleados en desinfeccion para este tipo de
contaminacion (Tabla 7). Se observa también dos rangos de significacion donde los tratamientos
5,2,6 y 3 se encuentran en el primer rango y los tratamientos 1,4,3 y 6, en el segundo rango,

existen tratamientos solapados (Tabla 8).
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Tabla 7.

Analisis inferencial Kruskal Wallis para contaminacion fungica significativo al 5%.

Tratamiento N Medias (%) D.E. H P
T1 3 46.67 15.28 13.01 0.0160
T2 3 6.67 5.77
T3 3 13.33 5.77
T4 3 30.00 10.00
T5 3 3.33 5.77
T6 3 13.33 5.77

Tabla 8.

Comparacion de a pares del ensayo de desinfeccidén para contaminacién flungica.

Tratamiento Medias (%) Ranks

T5 3.33 3.67 A

T2 6.67 5.33 A

T6 13.33 8.67 A B
T3 13.33 8.67 A B
T4 30.00 14.17 B
T1 46.67 16.50 B

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

En el analisis para los promedios de contaminacion fangica, se puede observar que el
tratamiento 1 (NaClO 0.25% v/v y 5 minutos de tiempo de inmersion) es el tratamiento que
presenta mayor porcentaje de contaminacion (46.67 £ 15.3), mientras que el tratamiento 5

(NaCIlO 0.5% v/iv y 10 minutos de tiempo de inmersioén) presenta el menor porcentaje de



contaminacion (3.33 + 5.8) (Tabla 9 y Figura 4).

Tabla 9.

Promedios del porcentaje de contaminacién fungica para cada uno de los tratamientos
analizados.

Tratamiento NaClO (%v/v) Tiempo (min) Promedio
T1 0.25 5m 46.67 £15.3
T2 0.5 5m 6.67 £5.8
T3 1 5m 13.33+5.8
T4 0.25 10m 30.00 £ 10
T5 0.5 10m 3.33+£5.8
T6 1 10m 13.33+5.8

Nota. Cada valor es el promedio en porcentaje + DE para cada tratamiento.
Figura 4.

Porcentaje de contaminacién fungica en cada uno de los tratamientos.
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En el andlisis de contingencia para los factores analizados, se encontré que no existe
dependencia entre el tiempo de inmersién y concentracion de NaClO para la variable

contaminacion fungica (Tabla 10).

Tabla 10.

Analisis de Contingencia para los factores concentracion y tiempo de inmersion al analizar la
variable contaminacién fungica.

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 0.37 2 0.8298
Chi Cuadrado MV-G2 0.37 2 0.8307
Coef.Contig.Cramer 0.07
Coef.Contig.Pearson 0.10

Contaminacién Total (Bacterias y Hongos)

Respecto a la contaminacion total, los datos de esta variable no siguen una distribucion
normal, se realizé un analisis con Kruskal Wallis. El resultado de esto nos indica que existen
diferencias significativas para al menos uno de los tratamientos empleado en desinfeccion (Tabla
11). Se observa también dos rangos de significacion donde los tratamientos 5,2,6 y 3 se
encuentran en el primer rango y los tratamientos 1,4,3 y 6 en el segundo rango, existen

tratamientos solapados (Tabla 12).
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Analisis inferencial Kruskal Wallis para contaminacion total (bacteria y hongo) significativo al

5%.
Tratamiento N Medias (%) D.E. H P
T1 3 70.00 17.32 14.95 0.0077
T2 3 13.33 5.77
T3 3 23.33 5.77
T4 3 43.33 5.77
T5 3 6.67 5.77
T6 3 20 0.00
Tabla 12.

Comparacion de a pares del ensayo de desinfeccién para contaminacion total.

Tratamiento Medias (%) Ranks

T5 6.67 2.67
T2 13.33 5.17
T6 20.00 8.50 B
T3 23.33 9.67 B
T4 43.33 14.17 B
T1 70.00 16.83 B

Nota. Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p>0.05)

En el andlisis para los promedios de contaminacion total, se puede observar que el

tratamiento 1 (NaClO 0.25% v/v y 5 minutos de tiempo de inmersion) es el tratamiento presenta

mayor porcentaje de contaminacion (70 + 17.3), mientras que el tratamiento 5 (NaClO 0.5% v/iv
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y 10 minutos de tiempo de inmersién) presenta el menor porcentaje de contaminacion (6.67 +

5.8) (Tabla 13 y Figura 5).

Tabla 13.

Promedios del porcentaje de contaminacién total para cada uno de los tratamientos analizados.

Tratamiento  NaClO Tiempo Promedio
(%v/v) (min)

T1 0.25 5m 70+17.3

T2 0.5 5m 13.33+5.8
T3 1 5m 23.33+5.8
T4 0.25 10m 43.33+5.8
T5 0.5 10m 6.67 £5.8

T6 1 10m 20+0

Nota. Cada valor es el promedio en porcentaje + DE para cada tratamiento.
Figura 5.

Porcentaje de contaminacién total en cada uno de los tratamientos.
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Oxidacioén

Para el caso de la variable oxidacién, los datos siguen una distribucién normal y se aplicé
un ANOVA para su analisis. Como resultado se observa que para los factores tiempo y
concentracion existen diferencias significativas, mientras que para la interaccién entre estos dos

factores no existen diferencias estadisticas (Tabla 14).

Tabla 14.

Andlisis de varianza para la variable oxidacion respecto a los factores tiempo y concentracion,

significativo al 5%.

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 7711.11 5 1542.22 30.84 <0.0001
Tiempo 5677.78 2 2838.89 56.78 <0.0001
Concentracion 1800.00 1 1800.00 36.00 0.0001
Tiempo*concentracion  233.33 2 116.67 2.33 0.1393
Error 600.0 12 50.00
Total 8311.11 17

Respecto a la variable oxidacién, para los niveles del factor concentracion se observa que
existen diferencias significativas, el nivel de NaClO 1% v/v (56.67%) esta en el primer rango como
el peor respecto a los otros dos niveles del factor 0.5 y 0.25% v/v que estan en segundo rango
(25 'y 15% respectivamente). Por otro lado, para el tempo existen diferencias significativas entre

ambos niveles del factor tiempo siendo el peor tratamiento el nivel con el tiempo a los 10 minutos

(42.22%) (Tabla 15 y 16).

Tabla 15.

Prueba de Tukey para la concentracion significativa al 5%.

Concentracién Medias (%) n E.E
1 56.67 6 2.89 A
0.5 25.00 6 2.89 B
0.25 15.00 6 2.89 B

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
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Tabla 16.

Prueba de Tukey para el tiempo de inmersion significativa al 5%.

Tiempo Medias (%) n E.E
10 min 42.22 9 2.36 A
5 min 22.22 9 2.36 B

Nota. Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p>0.05)

En el andlisis de los promedios de oxidacién, se puede observar que el tratamiento 1
(NaClO de 0.25% v/v y 5 min de tiempo de inmersion) presentd el menor porcentaje de explantes
oxidados (63.33 + 5.8), mientras que el tratamiento 6 (NaClO 1% v/v y 10 min de tiempo de
inmersion) presento el mayor porcentaje de explantes oxidados (6.67 + 5.8) (Tabla 17 y Figura

6).

Tabla 17.

Promedio del porcentaje de oxidacion de los explantes para cada uno de los tratamientos.

Tratamiento  NaClO Tiempo Promedio
(%viv) (min)

T1 0.25 5m 6.67 £5.8
T2 0.5 5m 10.00+0
T3 1 5m 50.00 =10
T4 0.25 10m 23.33+5.8
T5 0.5 10m 40.00 + 10

T6 1 10m 63.33+5.8
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Figura 6.

Porcentaje de oxidacién en cada uno de los tratamientos.
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Viabilidad
Para el caso de la variable viabilidad del explante, datos siguen una distribucién normal y
se aplico un ANOVA para su analisis. Como resultado se observa que para el factor tiempo hay
significacién estadistica y para el factor concentracién alta significacién estadistica, para la

interaccion entre estos dos factores no hay diferencias estadisticas (Tabla 18).

Tabla 18.

Andlisis de varianza para la viabilidad respecto a las variables tiempo y concentracion
significativo al 5%.

F.v SC gl CM F p-valor
Modelo 8177.78 5 1635.56 14.02 0.0001
Concentracion 6677.78 2 3338.89 28.62 <0.0001
Tiempo de inmersién 800.00 1 800.00 6.86 0.0224
Tiempo*concentracion ~ 700.00 2 350.00 3.00 0.0878
Error 1400.00 12 116.67

Total 9577.78 17
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El analisis de los niveles de los factores tiempo y concentracion para la variable viabilidad
de explantes nos indica que, para el factor concentracion existen diferencias entre sus niveles,
el nivel de NaClO 0.5% v/v (58.33%) esta en el primer rango como el mejor respecto a los otros
niveles de este factor. Por otro lado, para el factor tiempo de inmersion existen diferencias
significativas entre ambos niveles del factor tiempo siendo el mejor el nivel con el tiempo de 5

min (37.78%) (Tabla 19 y 20).

Tabla 19.

Prueba de Tukey para el factor concentracion de hipoclorito significativa al 5%.

Concentracion Medias (%) n E.E
0.5 58.33 6 4.41 A
1 18.33 6 4.41 B
0.25 16.67 6 4.41 B

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Tabla 20.

Prueba de Tukey para el factor tiempo de inmersién significativa al 5%.

Tiempo Medias (%) n E.E
5 min 37.78 9 3.60 A
10 min 24.44 9 3.60 B

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

En el andlisis de los promedios de la variable viabilidad del explante, se puede observar
gue el tratamiento 2 (NaClO de 0.5% v/v y 5 minutos de tiempo de inmersién) presento el mayor
porcentaje de explantes viables (73.33 + 1.15), mientras que el tratamiento 6 (NaClO 1% v/v con
10 minutos de tiempo de inmersién) presento el menor porcentaje de explantes viables (13.33

5.8) (Tabla 21 y Figura 7).
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Promedio de los porcentajes de viabilidad de los explantes para cada uno de los tratamientos.

Tratamiento  NaClO Tiempo Promedio
(%viv) (min)

T1 0.25 5m 16.67 + 20.82
T2 0.5 5m 73.33+£11.55
T3 1 5m 23.33+5.8
T4 0.25 10m 16.67 +5.8
T5 0.5 10m 43.33+5.8
T6 1 10m 13.33+5.8

Figura 7.

Porcentaje de viabilidad promedio para cada en cada uno de los tratamientos analizados.
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Andlisis en conjunto de las variables viabilidad, contaminacién y oxidacion, consideradas
en el ensayo

Al realizar un analisis grafico en proporcion para las 3 variables en conjunto (Figura 8) se
puede evidenciar que altas tasas de contaminacion y oxidacion son un indicador de bajos
porcentajes de viabilidad, los mejores tratamientos para esta etapa son el de NaCIlO 0.5% v/iv
con 5 minutos de inmersion, que bajas concentraciones de NaClO dan como resultado altos
porcentajes de contaminacion, y que un tiempo de inmersién alto junto con altas concentraciones

de NaClO dan como resultado altas tasas de oxidacion.

Figura 8.
Porcentaje de viabilidad, oxidacion y contaminacion de los explantes en cada uno de los

tratamientos.
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Etapa II: Multiplicacion

Longitud de los Brotes

Los resultados de longitud presentan una distribucion normal y se analizaron bajo un
ANOVA. El resultado de la prueba presentd diferencias altamente significativas para los

tratamientos analizados (Tabla 22).

Tabla 22.

Andlisis de la varianza para la variable longitud de los brotes en la etapa de multiplicacion.

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 20610.24 3 6870.08 128.06 <0.0001
Medio 20610.24 3 6870.08 128.06 <0.0001
Error 9441.87 176 53.65
Total 30052.11 179

La prueba de Tukey nos indica que las medias de la longitud son diferentes en cada uno
de los tratamientos propuestos y se observan cuatro rangos para el primer rango como mejor
tratamiento se encuentra M1 (50.53 mm) seguido por el control (44.98 mm) y los tratamientos M3

(32.16 mm) y M2 (23.22) respectivamente (Tabla 23).

Tabla 23.

Prueba de Tukey para longitud de los brotes en la etapa de multiplicacion significativa al 5%.
Medio Medias n E.E

(mm)
M1 50.53 45 1.09 A
Control 44 .98 45 1.09 B
M3 32.16 45 1.09 C
M2 23.22 45 1.09 D

Nota. Medias con letras iguales no son significativamente diferentes (p>0.05).

Se puede observar que el tratamiento M1 (MS con 0.1 mg/L de 6-BAP) es el que presenta
una mayor longitud de brotes (50.53 mm), seguido por el control que no presentaba 6-BAP. En

el caso de los otros 2 tratamientos (M3 y M2) se encuentran por debajo (32.16 y 23.22 mm)



respectivamente (Tabla 24 y Figura 9).

Tabla 24.
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Promedio de Longitud en mm de brotes por explante para cada tratamiento de 6-BAP

analizado.

Tratamiento Longitud (mm) PROMEDIO
6-BAP (mg/L) Min Méax (mm)
Control (Sin 6-BAP) 40.00 50.00 44.98 + 3.03
M1 6-BAP (0.1) 45.00 55.00 50.53 + 3.45
M2 6-BAP (0.5) 12.00 40.00 23.22 +7.97
M3 6-BAP (1) 15.00 50.00 32.16 + 11.40

Nota. Cada valor es el promedio en mm + DE para cada tratamiento.

Figura 9.

Gréfico de longitud promedio (mm) de brotes de papa para cada tratamiento de multiplicacion.
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En la figura 10 se puede observar varios ejemplos de brotes por cada tratamiento antes

de tomar la medida.
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Figura 10.
Brotes de papa a las 2 semanas del cultivo en la etapa de multiplicacion y concentraciones de 6-

BAP: (a) control, (b) 0.1 mg/L, (c) 0.5 mg/L, (d) Img/L.

indice de Multiplicacion

Para el indice de multiplicaciéon dado que los datos no siguen una distribucién normal, se
realizd un analisis Kruskal Wallis, donde se encontré que existen diferencias significativas en al
menos uno de los tratamientos empleado para la multiplicacion (Tabla 25). Se observa 3 rangos
de significacion donde los tratamientos M3 y M2 se encuentran en el primer rango, los
tratamientos M2 y M1 se encuentran en el segundo rango Yy los tratamientos M1 y Control en el

tercer, existen tratamientos solapados (Tabla 26).

Tabla 25.

Andlisis inferencial Kruskal Wallis para el indice de multiplicacion significativo al 5%.

Tratamiento N Medias (# brotes) D.E. H P
Control 45 7.40 0.69 20.27 <0.0001
M1 45 7.09 0.73
M2 45 6.89 0.78

M3 45 6.58 0.87
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Tabla 26.

Comparacion de a pares del ensayo para indice de multiplicacion.

Tratamiento Medias (# brotes) Ranks

M3 6.58 67.60 A

M2 6.89 83.28 A B

M1 7.09 95.74 B C
Control 7.40 115.38 C

Nota. Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p>0.05)

En el analisis para los promedios del indice de multiplicacién, se puede observar que el
tratamiento M1 (0.1mg/L) y el control tienen los indices de multiplicacion mayores con 7.09y 7.40
respectivamente, mientras que el tratamiento M3 (1mg/L) presenta el menor indice de

multiplicacién con 6.58 (Tabla 27 y Figura 11).

Tabla 27.

Promedios del indice de multiplicacién para cada uno de los tratamientos analizados.

Tratamiento Promedio
6-BAP (mg/L) (# brotes)
Control 7.40 £ 0.69

M1 6-BAP (0.1) 7.09+0.73
M2 6-BAP (0.5) 6.89 + 0.78
M3 6-BAP (1) 6.58 + 0.87

Nota. Cada valor es el promedio + DE para cada tratamiento.
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Figura 11.

indice de multiplicacién de papa para cada uno de los tratamientos de 6-BAP.
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Vigorosidad

Para el caso de la variable vigorosidad del explante multiplicado hasta las 3 semanas de
observacion todos los explantes mostraron buenas condiciones, una coloracion verde adecuada,
se muestran imagenes que muestran una vigorosidad adecuada observable para cada
tratamiento (Figura 12).

Figura 12.
Brotes de papa a las 3 semanas del cultivo en la etapa de multiplicacion y concentraciones de 6-

BAP: (a) control, (b) 0.1 mg/L, (c) 0.5 mg/L, (d) Img/L.
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Capitulo V: Discusién
Etapa de Establecimiento

Para la fase de brotacién obtuvimos para nuestro ensayo brotes etiolados hasta la tercera
semana, parte de los brotes que se presentaron tenian una coloracién blanquecina y se veian
poco vigorosos, como indica Kalt et al. (1999) uno de los principales problemas a los que se
enfrenta la produccion de semilla de papa es la escasa brotacién, debida a la latencia, que
conduce a un retraso en la plantacion y a una escasa emergencia y vigor del cultivo. Para que
este protocolo de propagacion sea optimo, la disponibilidad oportuna de tubérculos de papa
recién germinados es un prerrequisito para alcanzar altos rendimientos.

En nuestro tratamiento de brotacion, el almacenamiento de los tubérculos se lo realizo en
cajas de cartén y durante el ensayo se utilizé condiciones de completa oscuridad para obtener
los brotes etiolados, sin embargo, hay nuevos protocolos de brotacion que pueden ser mas
eficientes. El almacenamiento con luz difusa (ALD) desarrollado por el Centro Internacional de la
Papa (CIP) puede utilizarse para el almacenamiento acortando el ciclo vegetativo (Demo et al.,
2004). Bajo observacion, nuestro protocolo de brotacién produce una gran cantidad de brotes
etiolados y nuestros brotes se desempefiaron eficazmente en la fase de desinfeccion, no
obstante, se ha comprobado que el almacenamiento en ALD retrasa el envejecimiento fisioldgico
de los tubérculos de papa y reduce la dominancia apical, lo que da lugar a un mayor nimero de
tallos por tubérculo, brotes cortos y firmes. Estos reportes se podrian contrastar con el resultado
nuestros brotes, que a simple viste mostraron ser los adecuados, pero teniendo en cuenta las
variaciones de concentracion de hipoclorito que tuvieron que ajustarse y el aun alto grado de
oxidacién en los tratamientos como T6 para desinfeccién (1% v/iv NaCIO y 10 min) con un 63%
de oxidacién hay que considerar nuevas técnicas para mejorar el protocolo. Para concluir con
esta parte en literatura se sefiala que cuando los tubérculos de semilla de papa se almacenan

bajo ALD se producen menos pérdidas de almacenamiento por plagas y enfermedades y se
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facilita el control de humedad (Demo et al., 2004).

Para el aumentar la brotacion de nuestros tubérculos aplicamos una solucién de &cido
giberélico, este es uno de los promotores de crecimiento para acelerar la brotacion de los muchos
existentes en laboratorio, sin embargo, las gibelinas han demostrado ser mas estimulantes para
la brotacién de las semillas de patata (Shibairo et al., 2006) e incluso se utilizan en su
mantenimiento para preparar tubérculos de calidad en términos de salud y vigor (Demo, 2002).

Para el caso de papa los desinfectantes mas utilizados son el hipoclorito de sodio, el
hipoclorito de calcio, el etanol, el cloruro mercurico en los protocolos de cultivo in vitro (Ahad et
al.,, 2017), para nuestro ensayo utilizamos 2 de estos componentes que son alcohol y el
hipoclorito de sodio en tres concentraciones. Esta eleccién de desinfectantes concuerda con los
experimentos de Badoni & Chauhan (2010), donde se encontré que el NaClO era mejor para
controlar la contaminacion de la papa. Goodwin et al. (1980) tuvo la misma eleccion, su protocolo
buscaba desinfectar los brotes de ocho cultivares diferentes con una solucion acuosa de
hipoclorito de sodio al 1%, sus ensayos exhibieron buenos resultados.

Como indica Ajayi et al. (2006), en su protocolo utilizaron hipoclorito de sodio para su
proceso de desinfeccion, encontraron que el porcentaje de esterilizacion se incrementaba
significativamente con el aumento de la concentracion y el tiempo de inmersion, en el caso de
nuestro ensayo, los tratamientos T1 (0.25 % v/v NaClO y 5 min) y T4 (0.25 % v/v NaCIO y 10
min) exhibieron los porcentajes de contaminacibn mas altos con un 70 y 43.33%
respectivamente, después hubo una disminucion de la contaminacién seguida de un aumento de
la concentracién de hipoclorito de sodio tratamientos T2 y T5 (ambos 0.5 %v/v NaClO), sin
embargo esto no ocurrié con las concentraciones mas altas (T3 y T6) que al contrario mostraron
un incremento en su porcentaje de contaminacion.

En nuestro ensayo después de todos los analisis podemos ver que los efectos de las

variables concentracion y tiempo son independientes, estadisticamente la variacion de los niveles
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de estos factores no mostré afectar el grado de contaminacion, sin embargo, mateméticamente
se encontré que el tratamiento 5 (0.5 % v/iv NaClO y 10 min) es el mejor para controlar la
contaminacion bacteriana ya que presento solo un 3.33% de contaminacion. Esto concuerda con
Gonzélez & Chavarria (2016), que utilizaron concentraciones de hipoclorito (0.5-2.5% v/v) y
tiempos similares (10 y 15 min) durante su ensayo de propagacion y obtuvieron un 100% de
desinfeccion en sus ensayos.

Muy similar a nuestro tratamiento 5 (0.5 % v/v NaCIlO y 10 min), Polo (2019) que trabajo
con la misma variedad Superchola para sus ensayos de propagacion encontraron que
concentraciones entre 0.5%-0.7% v/v parayemas y tiempos entre los 5 y 10 minutos de inmersion
son condiciones adecuadas para el establecimiento con un 100% de desinfeccién en sus
ensayos.

En la mayoria de ensayos de cultivo in vitro que trabajan con papa, se evalla la
contaminacion de manera general, en nuestros resultados la contaminacion fungica alcanza
hasta un 46.67% en el tratamiento 1 (0.25 % v/v y 5 min) y respecto a la contaminacion total es
la que mas se presenta en todos los tratamientos. En literatura se indica que los hongos y las
levaduras pueden controlarse eliminando el material contaminado, o desinfectando previamente
el material vegetal antes del tratamiento de brotacién (Morais et al., 2018). Pero parece necesario
un desinfectante fungico para mejorar el rendimiento de desinfeccion.

Naik & Chandra, (1993) recomendaron enjuagar primero los brotes con etanol al 20%
durante 30 segundos, seguido de 10 minutos de agitacién con una solucion de hipoclorito de
sodio al 25% (v/v) con 1-2 gotas de Tween-20. En el caso de nuestro ensayo utilizamos alcohol
al 70% por 30 segundos en la etapa de desinfeccién, de manera similar Polo (2019) y Ahad et
al., (2017) utilizaron etanol a esta concentracion y en combinacién con hipoclorito de sodio para
su proceso de desinfeccion con buenos resultados, un ensayo de Morales, (2016) donde

probaron multiples concentraciones de alcohol e hipoclorito de sodio muestran que la
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concentracion de alcohol al 70%, con una concentracion de hipoclorito de sodio dentro de los
rangos 0.8 al 1% (v/v) alcanzan solo un 10% de contaminacion, en nuestro ensayo obtuvimos un
resultado similar bajo las mismas condiciones con un porcentaje del 6.67% de contaminacion
total para el tratamiento 5.

La oxidacion tuvo su mayor porcentaje en el tratamiento 1 (NaClO 1% v/v y 10min),
Chinnappan (2018) indica que uno de los principales problemas asociados a la oxidacién son los
compuestos fendlicos liberados del extremo cortado de los explantes, ya que esto conduce a la
muerte celular. Sin embargo, Lépez, (2019) indica que la manipulaciéon y exposicion de los
explantes jovenes a condiciones no aptas para su desinfeccion son las que producen la
oxidacién, al parecer nuestra variedad es mas sensible a los procesos de desinfeccién, solo con
el tratamiento 1 (0.25 % v/v y 5 min) se obtuvo una oxidacién por debajo del 10%, sin embargo,
en este tratamiento es donde se presenta mayor contaminacion total (70%).

Los porcentajes de viabilidad no son un problema por lo general en esta especie vegetal,
Polo (2019) y Ahad et al., (2017) alcanzaron hasta un 100% de viabilidad en sus ensayos, por
nuestro lado nosotros conseguimos con el tratamiento 2 (NaClO de 0.5% v/v y 5 minutos) un
porcentaje del 73.33%. En el ensayo de establecimiento de Qureshi et al., (2017) practicd un
protocolo similar al de nuestro ensayo para 6 variedades diferentes de papa y evidencio un 92.2%
de viabilidad para sus explantes.

Multiplicacién

La iniciacion y multiplicacion de brotes es un problema duradero del cultivo de tejidos de
papa (Ajayi et al., 2006), en nuestro ensayo se mostraron buenos resultados con la longitud y el
indice de multiplicacion para el caso de la variedad Superchola. En nuestro ensayo utilizamos 6-
BAP como regulador de crecimiento en esta etapa, Jarret et al. (1980) y Kikuta & Okazawa,
(1984) fueron quienes encontraron la mejor iniciacion de brotes en el medio MS suplementado

con 6-BAP en una concentracién que oscil6 entre 1,5y 3,0 mg/l de 6-BAP, en contraste con
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nuestro ensayo utilizamos concentraciones por debajo del 1mg/L de 6-BAP. En el caso de su
ensayo altas concentraciones de 6-BAP méas de 3,0 mg/L e inferior a 1,0 mg/L, fallaron por
completo en iniciar brotes en sus variedades de papa, en nuestro caso utilizamos
concentraciones que varian entre 0.1 y 1 mg/L del regulador de crecimiento para Superchola y
mostro de igual manera la longitud y el indice de multiplicacion fue el mas bajo en las
concentraciones de 6-BAP mayores.

En la investigacion de Lazaro et al., (2021) utilizo concentracion de 6-BAP que varian de
0 a 1 mg/L, sus resultados presentan plantas hasta los 60 mm con un indice de multiplicacion del
5 aproximadamente. Para nuestro ensayo encontramos una longitud maxima promedio con el
tratamiento M1 (0.1 mg/L de 6-BAP) de 50.53 mm, el resultado similar lo obtuvo Polo, (2019) con
una altura media de 50.02 mm.

Gonzalez & Chavarria, (2016) en su ensayo con 6-BAP encontraron un indice de
multiplicacién de 9.15 con la concentracién de 1.00 mg/L 6-BAP, a la par encontraron un indice
de 8.44 con la concentracion menor de (0.50 mg/L de 6-BAP) y 8.12 con el tratamiento control,
esto tiene cierta relacién con nuestro ensayo donde obtenemos un indice de 7.09 con la menor
concentracion (0.1 mg/L de 6-BAP) y 7.40 con el tratamiento control. Esto se podria explicar con
la investigacion de Berrie, 1984, indica que las citoquininas sintéticas son inhibidoras del
crecimiento de los brotes en altas concentraciones. Diferentes estudios sugirieron que la
combinacién de hormonas de crecimiento varia segun las variedades de papa y también segun
el tipo de explantes utilizados. Por lo tanto, queda claro a partir de los estudios mencionados
anteriormente que la estandarizacion del protocolo varia segun los explantes utilizados y la

variedad del tubérculo.
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Capitulo VI: Conclusiones

Se obtuvieron brotes etiolados de Solanum tuberosum L. variedad Superchola
bajo condiciones de oscuridad para producir los brotes etiolados y se aplicé un
promotor de crecimiento (acido giberélico) para acelerar el proceso de brotacién.
El estado aparente de los brotes etiolados puede no ser el apto para exponerse a
un proceso de desinfeccion con concentraciones altas de hipoclorito de sodio.
Se implemento un protocolo de desinfeccion para Solanum tuberosum L. variedad
Superchola para brotes etiolados. El tratamiento 2 (NaCIO 0.5 %v/v y 5 minutos
de inmersién) obtuvo una viabilidad de 73.33%.
Si bien se obtuvieron mejores porcentajes de desinfeccion con concentraciones
mas altas de hipoclorito y mayores tiempos de inmersion, los altos niveles de
oxidacion hacen que estos tratamientos no sean los mas aptos.
A bajas concentraciones del regulador de crecimiento citocinico, el tratamiento M1
(0.1 mg/L 6-BAP) alcanzo una media de 50.53 mm de longitud de brote siendo
este el mejor tratamiento para esta variable, por otro lado, el tratamiento control
seguido por el tratamiento M1 presentan los mejores indices de multiplicacién
(7.40 y 7.09 respectivamente) y son significativamente diferentes a los deméas
tratamientos. Podemos concluir que el tratamiento M1 es el mejor para la etapa
de multiplicacién por sus resultados en la longitud del brote y el indice de

multiplicacion presentado.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Se recomienda hacer estudios sobre las condiciones de brotacién, los
tratamientos de luz difusa junto con un proceso de verdeamiento previo a la toma
de muestra de los explantes pueden hacer que el brote sea mas vigoroso al
momento de su paso por el proceso de desinfeccion.

Evaluar los efectos sobre la contaminacibn que tienen otros agentes
desinfectantes sobre los explantes, se recomienda hacer un estudio con cloruro
de mercurio, debido a su amplio uso e incidencia que se encontré haciendo esta
investigacion.

Probar otros reguladores de crecimiento a las mismas 0 menores concentraciones
ya que en bibliografia bajas concentraciones de citoquininas muestran buenos
resultados para la multiplicacion.

Se recomienda revisar los protocolos de toma de datos ya que se pierde
informacion valiosa durante las evaluaciones de las variables de estudio.

Se recomienda a la empresa el uso de nuestro protocolo de desinfecciéon y

multiplicacion debido a los resultados que se obtuvieron.
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