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RESUMEN

Se estudi6 los efectos de tres reguladores de crecimiento sobre la tuberizacién
in vitro 'y la dormancia del microtubérculo de papa, aplicados exdgenamente en
condiciones in vitro. Once medios de cultivos fueron evaluados para 10 genotipos,
uno por especie de S. tuberosum subsp. tuberosum, S. goniocalyx, S. curtilobum, S.
Juzepczukii, S. chaucha y S. stenotomum, y 2 por especie de S. tuberosum subsp.
andigena 'y S. phureja. Se usaron dos medios control; el primero compuesto de las
sales basales de MS suplementado con 2 mg/l glicina, 0.5 mg/l 4cido nicotinico, 0.5
mg/l piridoxina, 0.4 mg/l tiamina HCI, 80 g/l sucrosa, 3 g/l phytagel, pH 5.6; el
segundo comprendié el medio basal arriba indicado mas 5 mg/l BAP y 500 mg/l
CCC.

Los tratamientos incluyenron el medio basal més (i) 5, (ii)10, y (iii) 15 uM de
ABA; (iv) 0.05, (v) 0.1, y (vi) 0.25 mg/l CEPA; (vii) 5, (viii) 10 y (ix) 15 mg/l de
acido cafeico. A los 4 meses, los microtubérculos cosechados de las especies S.
tuberosum subsp. tuberosum 'y S. juzepczukii fueron almacenados en placas petri en
condiciones de oscuridad continua y bajo dos temperaturas diferentes (6-10 y 18-
21°C). Se evalud el tiempo de induccién de microtubérculos, el nimero de
microtubérculos/envase, el peso total de la “cosecha”, el peso promedio de
microtubérculos y los dias de dormancia (brotamiento de 50% de los microbérculos).

Los datos fueron analizados usando el programa SAS.

El 4cido cafeico y el CEPA produjeron 4.8 microtubérculos/envase; el medio
con BAP/CCC fue el mejor tratamiento con 8.2 microtubérculos/envase. La
produccion de microtubéreulos en los medios con &cido abscisico fue muy baja (0-1.8
microtubérculos/envase). El almacenamiento a 6°C en completa oscuridad, usando los
microtubérculos inducidos con 4cido cafeico, fueron las mejores condiciones para
prolongar la dormancia (1 mes) en 2 genotipos pertenecientes a las especies S.

tuberosum subsp. tuberosum y S. juzepczukii. El uso de los microtubérculos



brotados como explantes para la conservacién in vitro de germoplasma de papa es
factible. Luego de 6 meses, el porcentaje de sobrevivencia fue alto (66.7-100%), y las
plantulas provenientes de los microtubérculos fueron mas vigorosas que las plantulas

control.



ABSTRACT

In this study we evaluated the effects of three growth regulators on the in vitro
tuberization and microtuber dormancy, exogenously supplied in vitro. Eleven
different culture media were devised, using ten potato genotypes, one per species in S.
tuberosum subsp. tuberosum, S. goniocalyx, S. curtilobum, S. juzepczukii, S. chaucha
and S. stenotomum, and 2 per species in S. tuberosum subsp. andigena and S. phureja.
Two control media were used: one contained the MS basal salts supplemented with 2
mg/l glycine, 0.5 mg/l nicotinic acid, 0.5 mg/l pyridoxine, 0.4 mg/l thiamine HCI, 80
g/l sucrose, 3 g/l phytagel, pH 5.6; the second comprised the above basal medium plus
5 mg/l BAP and 500 mg/l CCC. Treatments contained the basal medium plus (i) 5
uM ABA, (ii)10 pM ABA, (iii) 15 pM ABA, (iv) 0.05 mg/l CEPA, (v) 0.1 mg/l
CEPA, (vi) 0.25 mg/l CEPA, (vii) 5 mg/l caffeic acid, (viii) 10 mg/I caffeic acid and
(ix) 15 mg/l caffeic acid. After four months, the harvested microtubers of two species
(S. tuberosum subsp. tuberosum and S. juzepczukii) were stored in petriplates under
continuous darkness at two different temperatures (6-10 and 18-21°C). Days of tuber
induction, number of microtubers/ flask, total microtuber yield, average microtuber
weight and days of dormancy (% sprouting of 50% of microtubers) were recorded.

The data was analyzed using Statistical software SAS.

Caffeic acid and CEPA produced 4.8 microtubers/flask; BAP/CCC
combination was the best treatment with 8.2 microtubers/flask. Microtuber production
under abscisic acid was very low (0-1.8 microtubers/flask). Storage at 6°C in
complete darkness and use of caffeic acid-induced microtubers were the best
conditions to lengthen dormancy (1 month) of 2 accessions of 2 different species (S.
tuberosum subsp. tuberosum and S. juzepczukii).  The utilization of sprouted
microtubers as explants for in-vitro conservation of potato germplasm is feasible.
After 6 months, survival percentage was high (66.7-100%) and plantlets produced

from microtubers showed better growth than control.



INTRODUCCION

La papa Solanum tuberosum es uno de los cultivos mds importantes a nivel
mundial. Las técnicas de cultivo de tejidos han sido utiles para la conservacion de sus
recursos genéticos, disminuyendo las pérdidas de material vegetal causados por
agentes ambientales o patdgenos en el campo. La optimizacién del método de
conservacion in vitro de papa es una tarea necesaria para reducir los costos del manejo
del banco de germoplasma. La optimizacion busca reducir el niimero de subcultivos,
y desarrollar métodos que funcionen con el mayor nimero de especies y variedades

de papa.

El uso de microtubérculos para la conservacion in vitro del germoplasma de
papa es una alternativa que permitiria incrementar el tiempo de conservacién a un
menor costo. Ademas, permitiria conservar material genético libre de patogenos, para
su distribucién sin problemas fitosanitarios. La formacién de microtubérculos, y la
dormancia de los mismos, estdn regulados por varios factores, como son los
reguladores de crecimiento u hormonas vegetales. Por ejemplo, el 4cido abscisico es
un inhibidor del crecimiento con efectos sobre la tuberizacién y la dormancia; el
etileno, compuesto gaseoso inhibidor del crecimiento, también regula ambos
procesos. El producto que libera etileno “CEPA” (4cido 2-cloroetil fosfénico) ha sido
usado para medir el efecto del etileno sobre la tuberizacion; su efecto sobre la
dormancia no ha sido probado atin. Otro compuesto orgénico que podria tener efecto
sobre la dormancia, es el acido cafeico, el cual se ha encontrado presente en el
periodo de dormancia; sin embargo atin no ha sido comprobado su efecto en la

tuberizacion in vitro, ni en la dormancia de microtubérculos.

El objetivo general de este estudio fue evaluar el efecto del 4cido abscisico, el
acido 2-cloroetil fosfénico y el acido cafeico sobre la microtuberizacion y la
dormancia del microtubérculo de papa para su uso en la conservacién de

germoplasma. |

Los objetivos especificos fueron: i) evaluar el efecto del 4cido abscisico, el

acido 2-cloroetil fosfénico y el acido cafeico en la formacién de microtubérculos, ii)



medir el efecto de éstos tres reguladores sobre la dormancia de los microtubérculos,
iii) evaluar el efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la dormancia de los
microtubéreulos, y iv) comparar el uso de microtubérculos versus el uso de plantulas,
en la conservacién de germoplasma de papa evaluando el tiempo de conservacion

alcanzado y la condicién de las plantulas durante este tiempo.



L. MARCO TEORICO

1.1 SISTEMATICA

De acuerdo con el Sistema de Clasificacion Filogenético de Cronquist (1988)

la papa es clasificada de la siguiente manera:

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Scrophulariales
Familia Solanaceae '
Género Solanum

El género Solanum, al cual la papa cultivada pertenece, es extremadamente
grande, conteniendo 1000 especies. Se extiende por todo el mundo excepto en los
polos norte y sur, con una fuerte concentracion de diversidad de especies en América

del Sur y Central y Australia.

La clasificacién de las especies cultivadas de papas que tuberizan segin Hawkes

(1992) es la siguiente:
Seccion PETOTA

Subseccion POTATOE G. Don.
Esta sub-seccion incluye a las papas verdaderas con tubérculos y estolones

subterraneos, los cuales son tallos verdaderos, no raices.

Series XVI TUBEROSA (Rydb.) Hawkes

Esta serie contiene todas las especies cultivadas de papa asi como las especies
silvestres y malezas cercanamente relacionadas a ellas.

Las especies cultivadas de papa son:

Diploides

Solanum ajanhuiri



Crece a altitudes de 3,800 a 4000 metros sobre el nivel del mar y es cultivada en la

zona sur del Pertl y norte de Bolivia. 2n=24; EBN=2

Solanum phureja Juz. et Buk.

Se distingue por su hoja con escasa pubescencia y un caliz irregular con 16bulos
lanceolados. Los tubérculos se producen a los 3-4 meses bajo condiciones de dias
cortos y no posee periodo de dormancia. Se le encuentra en Venezuela, Colombia,
Ecuador, Perti y Norte de Bolivia. Crece a més bajas altitudes que las demads especies

cultivadas pero también puede crecer a altitudes mayores. 2n=24; EBN=2.

Solanum stenotomum Juz. et Buk.

Hojas con pubescencia mas densa que S. phureja. Céaliz generalmente irregular con
16bulos lanceolados como en S. phureja. Los tubérculos se producen en 5-6 meses o
maés tiempo y con un periodo de dormancia definido. Se le encuentra en el zona

central de Pert y Bolivia, a grandes altitudes(2500-3500 m); 2n=24; EBN=2.

Solanum goniocalyx
Estd considerada como una subspecie de S. stenofomum. Se le encuentra

principalmente en la zona central de Peru.

Triploides
Todas las formas triploides provienen del cruce natural entre S. tuberosum subsp.

andigena 'y S. stenotomum.

Solanum chaucha Juz. et Buk.
Se distingue por los 16bulos de la corola que por lo general son tres veces tan anchos
como largos cuando se extienden. Se encuentra en el centro de Peru hasta la zona

central de Bolivia a grandes altitudes. 2n=36.

Solanum juzepczukii Buk.
Se distingue por su habito de semi-roseta, hojas largas y rectas, pedinculo corto,

corola pequefia y azul con 16bulos muy cortos.



Es un hibrido triploide natural entre S. acaule y S. stenotomum. Se encuentra en el
centro de Perti hacia el sur hasta el Sur de Bolivia, a grandes altitudes (3000-4000 m);
2n=36.

Tetraploides

Solanum tuberosum L.

Se distingue de otras especies cultivadas por la articulacién del pedicelo colocado en
la media tercia, 16bulos del céliz corto, hojas ligeramente arqueadas, foliolos siempre
ovados a ovo-lanceolados, dos veces més largos que anchas. Lobulos de la corola la

mitad de largo que ancho. Los tubérculos con un periodo de dormancia bien marcado.

Dos subespecies son reconocidas:

Subespecie tuberosum. Originalmente solo de las regiones de costa de la zona sur
central de Chile. Los tubérculos se forman bajo dias largos o dias cortos en los
trépicos a solo bajas altitudes (500-2000 m); 2n=48; EBN=4.

Subespecie andigena Hawkes. Se encuentra en los andes de Venezuela,
Colombia, Ecuador, Pert, Bolivia y noroeste de Argentina. Es indudablemente la
subespecie ancestro de S. tuberosum. Los tubérculos se forman sélo a grandes

altitudes (2500-3500 m) en condiciones de dias cortos. 2n=48; EBN=4.

Pentaploides
Solanum curtilobum Juz. et Buk.

Se distingue por el héabito semi-roseta, hojas rigidas y rectas, corola grande circular y
plrpura con Iébulos muy cortos. Se deriva del cruce entre S. juzepczukii 'y S.
tuberosum subsp. andigena. Se conocen muchas variaciones en el color y forma del
tubérculo. Se encuentra en el centro de Pert hasta el sur de Bolivia a grandes

altitudes(3000-4000 m); 2n=60.
L2 MORFOLOGIA DE LA PAPA
La papa es una planta herbacea. Su sistema radicular es débil, en comparacién

con otros cultivos, el tipo de sistema radicular varfa de delicado y superficial a fibroso

y profundo. Las plantas de papa pueden desarrollarse a partir de una semilla,



formando una delicada rafz axomorfa, o a partir de un tubérculo, formando raices
adventicias primero en la base de cada brote y luego encima de los nudos en la parte
subterrdnea de cada tallo. El sistema de tallos de la papa consta de tallos verdaderos y
tallos modificados: estolones y tubérculos. A menudo, en las margenes angulares de
los tallos aéreos se forman alas o costillas, que pueden ser rectas, onduladas o
dentadas. El tallo es generalmente verde. Los estolones son tallos laterales que
crecen horizontalmente por debajo del suelo a partir de yemas de la parte subterrdanea
de los tallos; los estolones pueden formar tubérculos mediante un agrandamiento de
su extremo terminal. Los tubérculos son tallos modificados y constituyen los
principales érganos de almacenamiento de la planta de papa. Un tubérculo tiene dos
extremos: el basal, o extremo ligado al estolén, que se llama talén, y el extremo
opuesto, que se llama apical o distal. El tubérculo presenta ojos ubicados en las cejas
y cada ojo contiene varias yemas. Los ojos del tubérculo de papa corresponden
morfolégicamente a los nudos de los tallos; las cejas representan las hojas y las yemas
del ojo representan las yemas axilares. En la mayoria de las variedades comerciales,
la forma del tubérculo varia entre redonda, ovalada y oblonga (Huaman, 1986).

Se distingue por presentar inflorescencia cimosa con flores actinomorfas, un
pedicelo o pedtnculo floral articulado; pelos glandulares o eglandulares; no presenta
espinas y generalmente hojas compuestas. La hoja tipica de la papa estd descrita
botanicamente como interrumpidamente imparipinnada, ya que la principal secuencia
de foliolo pareados y un foliolo terminal no pareado, estd roto o interrumpido por
pequefios foliolos secundarios intercalados (Hawkes, J.G., 1992). El fruto es de color
verde y se le da el nombre comln de “baya” o “cambul”(Christiansen, 1967). El
ntimero de semillas llega a mas de 200 y son planas, ovaladas y pequeiias (Huaman,

1986).
1.3 IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE PAPA

La papa es el cuarto cultivo de mayor produccién a nivel mundial y el segundo
en el Pert (FAOSTAT, 2004). La papa es considerada un cultivo muy importante
debido a su uso en el 4mbito mundial tanto en la alimentacién como en la industria.
Debido a esto es importante la conservacién de sus recursos genéticos para su

posterior uso en trabajos de investigacién y de mejoramiento de cultivo.



1.4 FORMACION DEL TUBERCULO DE PAPA

La formacién del tubérculo es un proceso que involucra cambios a nivel
celular, bioquimico y genético. Se inicia con el crecimiento radial del extremo del
estol6n y simultdneamente ocurren alargamientos tangenciales y divisiones celulares
radiales en las regiones cortical, perimedular y vascular de las células; finalmente
estas células corticales almacenan almidén conformando finalmente el caracteristico
drgano de almacenamiento (Hayward, 1938). La formacion de tubérculos en papas es
un fenémeno complejo, que envuelve varios pasos consecutivos: induccién e
iniciacién del estolén, crecimiento del estol6n, inhibicion del crecimiento del estoldn,

induccién e iniciacion del tubérculo (Wiltshire y Cobb, 1996).
1.4.1 Factores inductores de la formacion del tubérculo de papa

Se conocen diversos factores Que influyen en la tuberizacién de papa, éstos
son: el genotipo de la planta, los factores fisicos o ambientales como fotoperiodo y
temperatura, los factores internos de regulacién como los factores hormonales y
genéticos, y el metabolismo de carbohidratos e influencia del nitrégeno. La induccién
de la tuberizacién ocurre a bajas temperaturas y se inhibe a altas temperaturas; esto se
debe a que la tasa respiratoria se incrementa con la reduccién de carbohidratos para el
crecimiento del tubérculo. En general la temperatura éptima para la induccion es entre |
14 y 20°C (Venner, 1993). En términos generales, se considera que la induccién de la
tuberizacion es promovida por fotoperiodos cortos, mientras que el fotoperiodo largos
la inhiben o la demoran. Sin embargo, el fotoperiodo requerido para iniciar la
tuberizacién de un cultivar, varia con la especie y también con el cultivar. Solanum
tuberosum subsp. andigena y la mayoria de las otras especies sudamericanas (S.
stenotomum, S. juzepczukii, S. chaucha, S. curtilobum, S. goniocalyx) tuberizan bajo
un fotoperiodo corto; mientras que S. tuberosum subsp. tuberosum el cual estd
adaptado a latitudes mas altas requiere fotoperiodos mas largos (Ewing, 1992;
Venner, 1993). Ademas, el fotoperiodo puede determinar el nimero, peso fresco y el
tipo de tubérculos, asi como en el niimero de ojos o yemas (Cornejo, 1983; Seabrook
et al. 1993; Gopal, 1998). Se ha encontrado que bajo condiciones de oscuridad
completa la produccién de microtubérculos se incrementa ademds de que el tiempo de

induccién se reduce (Cornejo, 1983; Cheng y Zhang, 1989; Borda, 2000). La



tuberizacion in vitro de papa viene siendo estudiada desde el afio 1963 (Lawrence y
Baker, 1963).  Desde entonces se han desarrollado estudios sobre los factores
involucrados en este proceso, como son: el tipo de medio inductor, los efectos de la
inclusion de reguladores de crecimiento, ya sea solos o en combinacidn, el efecto de
la concentracién y tipo de la fuente de carbono en el medio inductor, los efectos de la

temperatura y el fotoperiodo (Wood, 1990).
1.4.2 Reguladores del crecimiento involucrados en la tuberizacion

Cada una de las etapas de la formacion del tubérculo se encuentra regulada por
la interaccién de varias hormonas como son las giberelinas, citoquininas, auxinas,
dcido abscisico, y etileno (Wiltshire y Cobb, 1996; Vreugdenhil y Sergeeva, 1999).
Las giberelinas promueven la elongacién del estolén inhibiendo la tuberizacion
cuando se ha aplicado exégenamente (Koda y Okasawa, 1983; Hussey y Stacey,
1984; Vreugdenhil y Sergeeva, 1999). Los niveles endogenos de las giberelinas
aumentan durante la formacién del estolén y disminuyen durante el comienzo de
formacion del tubérculo (Vreugdenhil y Sergeeva, 1999), sugiriendo que existe un
balance hormonal importante durante este proceso. Las citoquininas son
consideradas como sustancias inductoras de la tuberizacién por ser requeridas para la
divisién celular; inhiben la elongacién del dpice y de las regiones subapicales del
estolén, promoviendo el alargamiento celular. Las citoquininas son sustancias
requeridas para la sintesis y acumulacién de almidén en el tubérculo (Palmer y Smith,
1970; Wood, 1990). Entre las citoquininas mds utilizadas en la induccién de
tubérculos de papa se encuentra el 6-bencil amino purina (BAP), juntamente con el
inhibidor CCC ha mostrado ser altamente eficiente para incrementar el niimero de
tubérculos producidos y su peso fresco promedio (Cornejo, 1983; Estrada, 1986).

Al contrario de las giberelinas, el 4cido abscisico promueve la formacion del
tubérculo, probablemente mediante la inhibicion de el crecimiento de las yemas
axilares (Wareing y Jennings, 1979). Esto ha sido comprobado agregando é4cido
abscisico exdgenamente a plantas cuya tuberizaciéon habia sido inhibida por
giberelinas, observandose la recuperaéién de esa capacidad (Koda y Okasawa, 1983);
en condiciones inductoras se observé un incremento del nimero de tubérculos in vitro
(Xu et al., 1998). El etileno tiene forma gaseosa, por eso para medir su efecto en

condiciones in vitro se usa el regulador acido 2-cloroetil fosfénico (CEPA), el cual es



absorbido por las plantas y produce etileno en sus tejidos (Warner y Leopold, 1969;
Yang, 1969). Se ha usado CEPA para medir el efecto en la tuberizacion
encontrandose discordancia entre los resultados; Garcia-Torres y Gémez-Campo
(1973) encontraron que incrementaba el nimero de microtubérculos mientras que
Koda y Okasawa (1983) no observaron un efecto positivo sobre la tuberizacién. Esta
discordancia se debe a la dualidad que presenta el etileno, estimula la tuberizacién
meidante la inhibicién de la elongacién del estolén, e inhibe la induccién de
tubérculos, lo que depende de la concentracion exdgena (Rylski et al., 1974).

A pesar de la importancia de todos estos reguladores del crecimiento hay que
tener en cuenta que interactiian con las condiciones ambientales sobre la tuberizacion.
Se ha encontrado que estos factores actiian mediante la regulacién de la concentracion

endégena hormonal, especialmente de giberelinas y acido abscisico (Krauss, 1985).
1.4.3 Otros compuestos involucrados en la tuberizacion in vitro.

Retardantes del crecimiento como el cloruro de clorocolina (CCC), han
mostrado ser efectivos en la induccién de la tuberizacién in vitro de papa. Este efecto
se debe a la accidén del CCC como inhibidor de las giberelinas, promoviendo asi la
tuberizacién. El medio de induccién de microtubérculos usado en el CIP contiene 500
mg/l de CCC y éste ha sido usado satisfactoriamente para la producciéon de
microtubérculos en un amplio rango de genotipos de papa (Estrada, 1986). Cumarina
y los 4cidos fendlicos también promueven la tuberizacién in vitro, inhibiendo la
accién de las giberelinas (Ewing, 1992)

Otro compuesto conocido como inductor de tuberizacion es el 4cido jasménico cuyo

compuesto activo es el denominado 4cido tuberénico, el cual se sintetiza en las hojas.
1.5 DORMANCIA DEL TUBERCULO
L.5.1 Concepto de dormancia

La Asociacion Europea de Investigacion en Papa (EAPR) decidié en 1974

proponer los siguientes términos (Burton, 1992):



Dormancia: Estado fisiolégico del tubérculo en el cual el crecimiento del brote no
ocurre, aun bajo condiciones ideales para el brotamiento (oscuridad, temperatura 15-
20°C, HR 90%).

Periodo de Dormancia: En la literatura citada, se encuentran ocasionalmente las

siguientes distinciones:

Periodo de Reposo: periodo en el cual no hay un crecimiento cuantificable en
ninguna yema del tubérculo al ser almacenado en condiciones ideales para el

brotamiento.

Periodo Dormante: tiempo, luego del periodo de reposo, en el cual las condiciones
ambientales pueden inhibir el crecimiento en cualquier yema. El término del
periodo dormante ocurre cuando el 80% de los tubérculos tienen brotes de al

menos 3 mm de longitud.

El inicio del periodo de dormancia no estd del todo esclarecido; por
conveniencia se cuenta desde el momento de la cosecha, también se ha mencionado
que la fecha de la cosecha no tiene importancia fisiolégica por lo que el inicio del
periodo de dormancia comenzaria en el mismo momento del inicio de la tuberizacion;
basado en esto, un tratamiento de supresion del brotamiento seria mucho més efectivo
al inicio del tubérculo (van Es, A. y Hartmans, K., 1981). Ademas, el tiempo del
periodo de dormancia varfa con la variedad y la madurez del tubérculo, y también con
las condiciones ambientales de almacenamiento de los tubérculos (van Es, A. y

Hartmans, K., 1981).
1.5.2 Balance hormonal en la dormancia del tubérculo de papa

El periodo de dormancia se encuentra también bajo control hormonal, dado
por el balance entre promotores del brotamiento como las giberelinas y lo inhibidores
como son el 4cido abscisico y el etileno (Sorce et al., 1996). Se ha reportado que
existe una relacion entre la concentracion de ABA y el mantenimiento y término de la
dormancia. Se han encontrado altas concentraciones endégenas de ABA durante el

periodo de dormancia, mientras que al iniciar el brotamiento, esta concentracién
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disminuye rapidamente, incrementéndose la concentracion de productos del
catabolismo del ABA (Suttle y Hultstrand, 1994; Leclerc et al., 1995; Sorce et al.,
1996; Xu et al., 1998). También ha sido reportado que el ABA inhibe el crecimiento
de las yemas de papa en condiciones de campo (Burton, 1992), ya que al ser aplicado
exogenamente al medio de induccidn, podria prolongar el periodo de dormancia de las
yemas de microtubérculos formados. El etileno activa el proceso de rompimiento de
la dormancia del tubérculo de papa posiblemente promoviendo la produccion de
inhibidores fendlicos (Cvikrova et al., 1994). Sin embargo, el efecto del etileno sobre
la dormancia en condiciones in vitro utilizando CEPA, atn no se ha investigado..

Ademis de los reguladores hormonales, otros compuestos también varian sus
niveles enddégenos durante la tuberizacion y la dormancia; entre ellos, los acidos
fendlicos presentan una concentracion elevada durante el perfodo de dormancia y
alcanzan su méxima concentraciéon al romperse la dormancia. De estos acidos
fendlicos el que se ha encontrado en mayor concentracién fue el 4cido cafeico. Por
este motivo se ha propuesto que el dcido cafeico estaria involucrado en el control de

la dormancia y el brotamiento en los tubérculos de papa (Cvikrova et al., 1994).

1.5.3 Factores que afectan el periodo de dormancia

La duracién de la dormancia depende del cultivar, la madurez del tubérculo y
el suelo y condiciones climéticas durante el crecimiento. Ademés, dafios en el
tubérculo y el régimen de almacenamiento son también factores importantes (Burton,
1992). El periodo de dormancia puede ser regulado mediante el control de la
temperatura, tratamiento con quimicos y, en el caso de semillas de papa, por
exposicién a la luz (Wiltshire, J. y Cobb, A., 1996). El brotamiento generalmente se
incrementa con la temperatura (Wiltshire, J. y Cobb, A., 1996) y bajo condiciones
extremadamente frias el periodo de dormancia se incrementa en 4 semanas (Burton,
1992). En el caso de microtubérculos de papa, se ha reportado que la oscuridad
completa y una temperatura de 4°C conservan frescos y sin brotamiento; mientras que
a 20°C y oscuridad, hay mayor brotamiento y atin mas cuando se utiliza luz difusa a
20°C (Cornejo, 1983). También se ha sugerido que el fotoperiodo para la induccion
de los microtubérculos muestra un efecto sobre el brotamiento; asimismo,
microtubérculos producidos en un fotoperiodo de 8 horas, presentaron brotamiento

precoz en comparacién de aquellos producidos bajo condiciones de oscuridad
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completa (Cornejo, 1983; Borda, 2000). La humedad, en interaccién con la
temperatura, también tiene un efecto sobre el rompimiento de la dormancia del
tubérculo de papa. A la humedad relativa alta, en ciertas temperaturas de
almacenamiento, puede reducir el periodo de dormancia (Burton, 1963). En el caso
de cultivo in vitro, es necesario mantener una humedad relativa alta para que los

microtubérculos no se deshidraten y puedan conservarse por largo tiempo.

1.6 TECNICAS DE CULTIVO DE TEJIDOS PARA LA CONSERVACION
DEL GERMOPLASMA DE PAPA

La conservacién in vitro ofrece algunas ventajas sobre otros sistémas de
conservacion, como por ejemplo no hay efecto del ambiente o de patégenos sobre las
plantas; adicionalmente mediante las técnicas de cultivo de tejidos puede obtenerse
material vegetal libre de patégenos (hongos, bacterias ¢ virus) para ser utilizado por
los investigadores y fitomejoradores; también permite que el material pueda ser
rdpidamente micropropagado para su exportacion (Schilde-Rentschler y Roca, 1987;
Dodds, 1988, Espinoza et al. 1986, 1992).

En el Centro Internacional de la Papa (CIP) la micropropagacion de papa se
realiza usando dos métodos, el cultivo en medio semi-sdlido y en medio liquido, bajo
las siguientes condiciones: 18-22°C, 16 horas luz bajo 3000 lux (45uE/m2/seg2) y 60-
70% humedad relativa (Espinoza et al., 1992).

Numerosos bancoé de germoplasma de papa utilizan estresantes osmoticos
para la conservacién in vitro a mediano plazo, entre estos, el sorbitol y manitol
(Wescott, 1981b; Golmirzaie y Toledo, 1998); sin embargo el sorbitol ya no esta
siendo utilizado en el banco del CIP debido a que Harding (1991) encontré que podria

causar mutaciones.

Otro sistema de conservacién in vitro propuesto es el uso de microtubérculos
(Schilde-Rentschler y Roca, 1987; Golmirzaie y Toledo, 1998; Mix-Wagner, 1999).
Estos pueden ser usados como explantes en un medio de conservacion (Kwiatkowsky

et al., 1988) o almacenados a 4°C sin requerimiento de medio de cultivo (Altoveros et
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al., 1996). Ademds, estos microtubérculos por su pequefio tamafio y por ser
producidos bajo condiciones estériles, resultan una opcién interesante para la
distribucién de germoplasma y la produccion de semilla de papa (Espinoza et al.,

1986).
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II. MATERIALES Y METODOS

II.1 MATERIALES

I1.1.1 Lugar de ejecucion

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del

Complejo de Biodiversidad del Centro Internacional de la Papa (CIP), La Molina,

Lima-Pert.

I1.1.2 Material

Se seleccionaron 10 genotipos del banco de germoplasma del CIP que

reportaban diferente duracién de dormancia (de 0 a 210 dias), pertenecientes a 7

especies de papa cultivada; de esta manera cubre un amplio rango de diversidad

genética y todo el rango de dormancia presente en el banco de germoplasma de papas

cultivadas. Los genotipos escogidos se encuentran libres de bacterias y virus.

Nombre cultivar Especie Origen d(i'i::is:ia CIPNUMBER saF;‘lsitt::Z 1
1. Desconocido S. phureja Colombia 0 705160 HSO
2. Desconocido S. phureja Colombia 0 705177 HSO
3. Ccoe Obispo S. chaucha Perty 60 703302 HS2
4. Talon Seguro S. tuberosum subsp. andigena Pert 60 700961 HS1
5. Papa Blanca S. tuberosum subsp. tuberosum  Chile 120 703614 HS2
6. Piflaza S. juzepczukii Pera 120 702445 HS2
7. Lucki Morada S. curtilobum Bolivia 180 702615 HS1
8. Zapallo S. goniocalyx Bolivia 180 703244 HS2
9. Malcachu S. stenotomum Bolivia 210 702527 HS1
10. Palqui S. tuberosum subsp. andigena Bolivia 210 704093 HSO

YHS0: limpio de bacteria, y virus PSTV y PVT; HS1: igual que HSO ademas limpio de PVX y PVY (prueba de Elisa y

NASH); HS2: igual que HS1, més verificacion de rango de huéspedes.
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I1.1.3 Reguladores de Crecimiento

Se seleccionaron 3 compuestos involucrados en la regulacion de la tuberizacion
y la dormancia del tubérculo de papa: dcido abscisico (ABA) (Xu et al., 1998), etileno
(Garcia-Torres y Garcfa-Campo, 1973; Cvikrova et al, 1994), y 4cido cafeico
(Cvikrova et al,, 1994). El etileno se obtiene usando el 4cido 2-cloroetil fosfénico
(CEPA), el cual es absorbido por las plantas produciendo etileno en sus tejidos
(Warner y Leopold, 1969; Yang, 1969).

Se procedi6é a realizar una prueba de toxicidad previa para determinar las
concentraciones finales de CEPA y 4cido cafeico, debido a que no se encontrd
referencia Util sobre su uso en medios de cultivo. Se evalué la toxicidad de 7
concentraciones de CEPA (0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5 y 5 mg/L) y 7 concentraciones
de 4cido cafeico (0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 y 30 mg/L) usando 3 genotipos de papa: CIP
703614 S. tuberosum subsp. tuberosﬁm, CIP 705166 S. phureja y CIP 702445 S.
Juzepczukii, durante 30 dias de cultivo, bajo dos condiciones de iluminacién: 16 horas

luz y oscuridad continua.

Se determind utilizar 3 concentraciones de CEPA en el experimento de
tuberizacién (0.05, 0.1 y 0.25 mg/L), dado que a mayor concentracién resulté toxico
para la papa in vitro. Asi mismo, se determiné utilizar 3 concentraciones de 4cido
cafeico (5, 10 y 15 mg/L), dado que a menor concentracién no se observd efecto
alguno, y a mayor concentracion se observé un oscurecimiento de las raices que no

afectd el crecimiento de las plantulas in vitro de papa, a los 30 dias.
11.1.4 Insumos de Laboratorio
11.1.4.1 Equipo

Autoclave de alta capacidad (Consolidated Steromaster MK-II)
Potenciometro (Corning pHmeter-125)

Agitadores Gyratory Shaker Modelo G-2 y Fisher Scientific
Balanza analitica Metler modelo AE 163

Balanza Metler modelo Toledo
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Cémara de Flujo Laminar (EACI Envirco)
Refrigeradora Fisher Scientific 6150
Horno de secado Forma-Quick Dry
Horno esterilizador Forma-Scientific 6150
Horno microondas Samsung

Dispensador digital Wheaton Science Products

I1.1.4.2 Reactivos

Murashige and Skoog Minimal Organics Medium GIBCOBRL (4.6 g/ 1)
Stock de vitaminas (glicina, cido nicotinico, piridoxina, tiamina HCI)
Sucrosa SIGMA ®

Sorbitol SIGMA ®

Phytagel TM SIGMA ®

Acido Abscisico (ABA) SIGMA ®

Acido 2-cloroetil fosfénico (CEPA) 1 g. SIGMA ®

Acido cafeico SIGMA ®

6-Bencil amino purina (BAP) SIGMA ®

Cloruro de clorocolina (CCC) SIGMA ®

Sulfato de Magnesio penta hidratado MgS0O,.7H,0

Alcohol, agua destilada, hipoclorito de sodio

I1.1.4.3 Material de vidrio y otros

Envases de plastico esterilizables Magentas GA-7, 37°x3”x4” Magenta Corp.
Tubos 18 mm didmetro

Placas petri tamafio estandar descartables (100x15mm) Fisherbrand®
Bandejas de plastico (46x30cm)

Papel filtro

Micropipetas de 20,100, 200 y 1000 pL. Wilson®

Tips de 100 y 1000pL
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Filtros Millipore 0.22pum MILLEX®-GS
Dispensador mecénico de medio de cultivo

Botellas esterilizables 1L, 500mL, 250 mL
Termdmetro

Pinzas y mango de bisturi

Hojas de bisturi No 11 Feather Safety Razor Co., Ltd.
Hojas de bisturi No 10 Global Steel

1.2 METODOS
I1.2.1 Propagacion de plantulas in vitro

Las 10 accesiones de papa sé}eccionadas fueron propagadas en un medio
alternativo de propagacion (MAP) que ayudd a recuperar rapidamente las plantulas
después de haber estado conservadas bajo estrés osmoético durante aproximadamente 2
afios. Este medio contiene el medio basal MS (sales Murashige y Skoog, 1962)
suplementado con sucrosa 25 g/L, glicina 2 mg/L, acido nicotinico 0.5 mg/L,
piridoxina 0.5 mg/L, tiamina HCI 0.4 mg/L, arginina 4 mg/L, pantotenato de Ca 2
mg/L, putrescina 10 mg/L y agua de coco 10 ml/L, pH 5.8. Se cultivaron 10-12
segmentos nodales de 3 nudos cada uno, en frascos plésticos esterilizableé Magenta
conteniendo el medio MAP liquido, en un agitador bajo una temperatura de 18-21°C
y 16 horas de 3,000 lux de iluminacién.

Después de 15 dias de cultivo en el medio MAP, a partir de cada segmento
nodal se obtuvieron 1 a 3 plantulas de 3 a 4 nudos cada una. Estas plantulas fueron
utilizadas para una segunda propagacién en el medio de propagacion MSA sélido.

Para la propagacién se utilizé 20 segmentos nodales de 2 yemas cada uno, en
cada frasco Magenta, conteniendo el medio MSA. El medio MSA estéd conformado
por sales MS (sales Murashige y Skoog, 1962) suplementado con sucrosa 25 g/L,
glicina 2 mg/L, 4cido nicotinico 0.5 mg/L, piridoxina 0.5 mg/L, tiamina HCI1 0.4 mg/L
y phytagel 3 g/L. Los cultivos se incubaron a 18-21°C, 70% humedad relativa y 16

horas de 3000 lux de iluminacion.
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11.2.2 Induccién de microtubérculos
11.2.2.1 Preparacion de medios de induccion

Se prepararon 11 medios de induccion de tuberizacion.

Se utilizaron 2 medios controles: (i) el medio basal compuesto de las sales
basales de MS suplementado con 2 mg/l glicina, 0.5 mg/l 4cido nicotinico, 0.5 mg/l
piridoxina, 0.4 mg/l tiamina HCIl, 80 g/l sucrosa, 3 g/l phytagel, pH 5.6 (llamado
medio Suc 8%); (ii) el medio basal arriba descrito mas 5 mg/l BAP y 500 mg/l CCC
(llamado BAP/CCC).

Los 9 medios restantes estuvieron conformados por el medio basal
suplementado con: ABA 5 uM, ABA 10 uM, ABA 15 uM, CEPA 0.05 mg/l, CEPA
0.1 mg/l, CEPA 0.25 mg/l, 4cido cafeico 5 mg/l, 4cido cafeico 10 mg/l y 4cido cafeico
15 mg/l. Estos compuestos fueron esterilizados en frio usando filtros “milipore” de

0.22 pm, luego ailadidos al medio estéril antes de dispensarse en cajas Magenta.

11.2.2.2 Cultivo en medios de induccion

Luego de 4 semanas de crecimiento en el medio de propagacion, los
segmentos de nudos obtenidos de las plantulas fueron inoculados en 11 diferentes
medios inductores de tuberizacion, se usaron 10 nudos por caja magenta.

Se usaron 8 magentas por medio inductor (80 nudos por tratamiento) y por
cada genotipo. La inoculacién se realizé bajo condiciones de esterilidad en una
camara de flujo laminar. Las magentas fueron etiquetadas y selladas con cinta Saran
Wrap para evitar la contaminacioén durante el tiempo de induccién de tuberizacion,
luego fueron llevadas a condiciones de oscuridad continua y temperatura de 18-21°C

por 120 dias.

11.2.2.3 “Cosecha” de microtubérculos

Al término de formacion de la tuberizacio, es decir, cuando la produccién de
microtubérculos ces6 y ocurrié el rompimiento de la dormancia de los

microtubérculos en las cajas magentas, se procedié a su “cosecha”. Dependiendo del
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genotipo, esto ocurri6 entre 105-135 dias. Después de ser extraidos de las cajas
magenta, los microtubérculos fueron separados mediante cortes a la altura de la unién

del microtubérculo al punto distal del estolén.
I1.2.3 Instalacion del experimento de dormancia

Luego de “cosechados”, los microtubérculos se pasaron a placas petri
esterilizadas (100x15mm) y selladas con “Parafilm”®, éstas a su vez fueron colocadas
en bandejas de pléastico (46x30cm) desinfectadas previamente con hipoclorito de
sodio. Los microtubérculos fueron almacenados de esta manera en dos ambientes de
temperatura diferente: el cuarto de conservacion de papa, de 6° a 10°C, y el cuarto de
propagacién de papa, de 18° a 21°C. En ambos ambientes los microtubérculos se
mantuvieron bajo condiciones de oséuridad continua. Se agregé 500 ml de una
solucion esterilizada de sulfato de magnesio al 10% a las bandejas con el propésito de
mantener una alta humedad relativa constante, y asi evitar la deshidratacién de los
microtubérculos.

Se usaron 5 microtubérculos de tamafio homogéneo por placa petri, y con dos

repeticiones por genotipo y tratamiento.
11.2.4 Uso de microtubérculos como propagulos para la conservacion
I1.2.4.1 Preparacion del medio de conservacion in vitro

Se utilizé6 el medio de conservacién rutinario del CIP: sales Murashige y
Skoog (1962), glicina 2 mg/L, acido nicotinico 0.5 mg/L, Tiamina HCI 0.4 mg/L,
sucrosa 20g/L, sorbitol 30g/L y phytagel 3 g/L, pH 5.6. Este medio fue dispensado en

tubos de 18 mm de didmetro x 150 mm de longitud.
11.2.4.2 Inoculacion en el medio de conservacion

Los microtubérculos “cosechados” fueron inoculados en el medio de
conservacion, embebiéndolos hasta la mitad en el medio y con la parte apical del
tubérculo hacia arriba. Los tubos fueron colocados en el cuarto de propagacién de

papa a una temperatura entre 18-21°C, y un fotoperiodo de 16 horas luz con 3,000 lux
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de iluminacién hasta el brotamiento. Luego se transfirieron al cuarto de conservacién
de papa a una temperatura de 6-10°C, fotoperiodo de 16 horas luz y 2000 lux de
iluminacidn.

Se utilizaron seis tubos conteniendo un microtubérculo por cada genotipo y
tratamiento. Como control se usaron segmentos nodales provenientes de plantulas
crecidas en medio de propagacion, (3 nudos por tubo con el medio de conservacién).
Estos segmentos nodales fueron incubados bajo las mismas condiciones que los

microtubérculos.
11.2.5 Evaluaciones

I1.2.5.1 Inducciéon de microtubérculos

Las evaluaciones se realizaron cada 15 dias después de la inoculacién en los
medios inductores hasta la “cosecha”. Se determiné la curva de produccién de
microtubérculos, con el dia de inicio y el dia de término de la tuberizacion.

Se evalué también el nimero de microtubérculos producido por caja magenta,
el peso total de microtubérculos por caja magenta, el peso promedio de los
microtubérculos, el didmetro promedio de los microtubérculos y el nimero de yemas

por microtubérculo (promedio de los 5 microtubérculos més grandes por magenta).

11.2.5.2 Dormancia del microtubérculo

El periodo de dormancia se calcul6 de dos maneras:

- Periodo de Dormancia I: nimero de dias desde el inicio de la
microtuberizacién hasta el inicio de la brotacion.

- Periodo de Dormancia II: nimero de dias desde la “cosecha” hasta el

brotamiento del 50% de los microtubérculos.

La brotacién de los microtubérculos almacenados en las placas petri se evalud

semanalmente hasta obtener el 50% de microtubérculos brotados.
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11.2.5.3 Conservacion in vitro usando microtubérculos

Se evalué el porcentaje de brotamiento, formacién de raiz y/o yemas a los 30
dias de subcultivo en el medio de conservacion. Cada 3 meses se evalud el
crecimiento de las plantulas provenientes de los microtubérculos en una escala visual
del 1 al 5 (donde 1 significa muy poco crecimiento; 2, poco; 3, crecimiento medio; 4,
alto; 5, muy alto crecimiento).

A los 6 meses se evalué el porcentaje de sobrevivencia. Otras observaciones

anotadas fueron formacién de callo, microtuberizacion y raices aéreas.

IL.3 ANALISIS ESTADISTICO

Para este estudio se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar con arreglo
factorial de 11 medios de induccién (Sucrosa 8%, BAP/CCC, ABA 5uM, ABA 10
uM, ABA 15 uM, CEPA 0.05 mg/l, CEPA 0.1 mg/l, CEPA 0.25 mg/l, 4cido cafeico 5
mg/l, 4cido cafeico 10 mg/l, 4cido cafeico 15 mg/l) x 10 genotipos de papa. El
nimero de repeticiones fue 8 por cada tratamiento.

Céda genotipo fue analizado independiente. Los datos de nimero de
tubérculos fueron transformados en raiz cuadrada de (x+5) y luego se utilizd un
andlisis estadistico de varianza (Barlett) y pruebas de comparacién de medias de
Waller y Duncan (a=0.05).

Para las variables inicio de microtuberizacién (dfas), dormancia I (dias) y peso
total de microtubérculos por magenta, se utilizé un anélisis estadistico de varianza y
pruebas de comparacién de medias de Waller y Duncan (0=0.05).

Para el andlisis de las evaluaciones del crecimiento en el medio de

conservacion se utilizé un Analisis de Varianza por rangos de Friedman.

I1.3.1 Disefio Experimental

Para la evaluacién de las variables: inicio de microtuberizacién (dias), nimero
de microtubérculos, peso de microtubérculos y dormancia I (dias), se utiliz6 un
Analisis de Varianza (ANOVA) con un Modelo del Disefio Completamente al Azar

con arreglo factorial (11x10) con 8 repeticiones:

21



Yij=p+oi+ B+ (aB); + &;

Donde:

p = media

oy = Efecto producido por el genotipo

B;j = Efecto producido por el medio inductor

(aB);j = Efecto producido por la interaccién de genotipo x medio inductor

gij = Error estadistico

Para la evaluacién de la variable crecimiento de las plantulas en el medio de
conservacion se utilizé un Anélisis de Varianza (ANOVA) de dos vias por rangos de

Friedman con un modelo del disefio completamente al azar con 4 repeticiones:
Yij=},l+ ai+Bj+8;j

Donde:

p=media

ot = Efecto producido por el genotipo

B; = Efecto producido por el medio inductor

eij = Error estadistico
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III. RESULTADOS

III.1 Induccién y produccién de microtubérculos

El andlisis de varianza del inicio de la tuberizacién, ntmero de
microtubérculos, peso total por magenta y peso promedio de microtubérculos, mostréd
que hubo efecto altamente significativo del medio inductor utilizado asi como del
genotipo. Asi mismo también se encontré un efecto significativo de la interaccién
genotipo x inductor (Tablas 1, 5y 9).

El inicio de la tuberizacion en el medio BAP/CCC ocurrié mas tempranamente
(12 dias antes) que el medio control (sucrosa 8%), en el cual se inici6 la
microtuberizacion a los 45 dias. Contrariamente, los medios conteniendo acido
cafeico y CEPA indujeron la produccién de microtubérculos 14 a 20 dias después del
medio control.  El 4cido abscisico también causé una induccién temprana de la
tuberizacién (47-49 dias), pero en este caso, s6lo ocurrié el ensanchamiento del

extremo distal de los estolones, sin produccién de microtubérculos maduros (Tablas 3

y 4.

El genotipo que inici6 la tuberizacién mds tempranamente correspondié a la
especie S. tuberosum subsp. tuberosum (cultivar Papa blanca), lo cual coincide con el
comportamiento en campo de la subespecie Tuberosum en cuanto a precocidad en la
formacion de tubérculos. Los genotipos pertenecientes a la especie S. phureja fueron
los siguientes en iniciar la tuberizacion, seguidos por el genotipo Palqui (S. tuberosum
subsp. andigena) y Pifiaza (S. juzepczukii), luego por Ccoe obispo (S. chaucha) y el
genotipo mas tardio fue Talén Seguro perteneciente a S. tuberosum subsp. andigena;
este altimo, inici6 su tuberizacién a los 94 dias (Tabla 2). Cabe observar la gran
variabilidad presente en la subespecie Andigena en cuanto a su comportamiento en la
tuberizacion in vitro, ‘10 cual concuerda con la alta diversidad genética existente en
esta subespecie.

Los cultivares Zapallo y Malcachu, pertenecientes a las especies Solanum
goniocalyx 'y Solanum stenotomum, respectivamente, no produjeron microtubérculos.
Sin embargo, pudo observarse que el cultivar Zapallo empez6 a tuberizar tardiamente
pero sélo con el medio BAP/CCC; estos microtubérculos fueron muy pocos e

inmaduros, por lo cual no se tomaron en cuenta para el andlisis.
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Tabla 1. Anélisis de Varianza del inicio de la tuberizacion de 7 cultivares de papa

usando 11 medios de tuberizacion

Grados de Suma de Cuadrados
Fuente de Variacion valorF | Pr>F
libertad Cuadrados Medios
Genotipo 6 491.20 82.24 65.59 | <.0001
Tratamiento 10 232.30 23.23 19.66 | <.0001
Genotipo*Tratamiento 49 201.38 4.11 3.48 | <0001
Coef. Variacion 15.09%
Tabla 2. Inicio de la tuberizacion en 7 diferentes cultivares de papa
. . Media |Agrupamiento
Cultivar Especie (dias) Waller

Talén Seguro S. tuberosum subsp. andigena 90.9 A
Ccoe Obispo S. chaucha 66.0 B
Pifiaza S. juzepczukii 54.7 C
Desconocido (CIP 705177) S. phureja 52.5 C
Palqui S. tuberosum subsp. andigena 52.3 C
Desconocido (CIP 705160) S. phureja 39.6 D
Papa blanca S. tuberosum subsp. tuberosum 34.5 E
LSD 0,4039
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Tabla 3. Efecto de los medios de induccion sobre el inicio de la tuberizaci6n de 7 cultivares de papa

Medio Inductor Media (dias) Agrupamiento Waller

Acido cafeico 10 mg/L 67.6 A
CEPA 0.25 mg/1 61.1 AB
Acido cafeico 5 mg/L 572 B
CEPA 0.05 mg/1 57.1 B
CEPA 0.1 mg/1 56.9 B
ABA 15uM 54.4 BC
Acido cafeico 15 mg/l 49.6 CD
ABA 10 Um 47.7 D
ABA 5 uM 47.2 D
Sucrosa 8% 41.2 E
BAP/CCC 33.2 F
LSD 0.442

Tabla 4. Efecto de diferentes medios de tuberizacién sobre el tiempo de induccién (dias) de 7

cultivares de papa

Cultivar / Talén Papa Ccoe
Medio Palqui Seguro | Blanca | Pifiaza [Desconocido/Desconocidol Obispo
S. tuberosum
inductor Si;;”:;’(’;;‘;’)'m s ,f;; S’;"’(f;‘(’,f;‘;’:m mZijfz}m S. juzepczukii | 8. phureja S. phureja | S. chaucha
Suc 8% 45.9bc 106.5b 26.2¢f 36.2f 49.3cd 19.5f ---
BAP/CCC 42.9¢ 40.2¢ 22.1f 30f . 37.5e 27.7ef 33.8¢
CE 0.05mg/l | 55.3abc 82.8cd 38.8a 65.5bc 61.4ab 42.3bcde ---
CE 0.1 mg/l 62.8ab 117.2ab 36.9ab 63.9bcd 49.9cd 31.8cdef -
CE 0.25 mg/l | 49.9abc 132.4a 29.2de 77.8a 55.6bc 56.3ab -
ABA 5 uM 47.8abc - 34.9abced 55.7cde 55% 45.4bcd -
ABA 10 uM 53.3abc --- 36.1abc 57.7bcd 47.8d 41.2bcde -
ABA 15 uM 63.6a - 30.7 * 58.5bed 48.6¢cd 477.Tabc -
CA 5 mg/l 55.0abc 121.7ab 31.8bcde 54.2de 64.8a 30.0def 79.8b
CA 10 mg/l 58.5abc 101.4bc 30.4cde 68.2ab 53.1cd 68.2a 116.2a
CA 15 mg/l 48.6abc 64.3d 35.3abed 47.9e 64.9a 47.9abc -
p (Anova)| p=0.0502 | p<0.0001 | p<0.0001 | p<0.0001 | p<0.0001 p<0.0001 | p=0.0001
Coef Variab. 11.6 115 9.7 9.3 6.0 19.0 14.5

Las medias con la misma letra no son diferentes significativamente; (--—)= no hay datos

*Este dato no fue considerado en el analisis porque presento una alta varianza
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El medio BAP/CCC favorecié significativamente la formaciéon de
microtubéreulos, produciendo 2.5 veces mayor nimero de microtubérculos que el
control sucrosa 8% (Tabla 6). El efecto de los medios conteniendo 4cido cafeico y
CEPA sobre el niimero de microtubéreulos producidos no fue significativo (Tabla 6),
sin embargo los microtubérculos producidos con CEPA tuvieron un mayor peso total
que aquellos producidos con el medio control y los medios con 4cido cafeico (Tabla
10).

El tamafio y peso promedio de los microtubérculos obtenidos fueron similares
entre los tratamientos BAP/CCC, CEPA y el control, mientras que los producidos con
los medios conteniendo 4cido cafeico fueron significativamente mas pequefios. Como
se dijo anteriormente los microtubérculos producidos en los medios con ABA fueron
los mds pequefios debido a que no llegaron a formar microtubérculos maduros,
quedandose sélo como ensanchamiento del extremo distal del estolén. En general, el
efecto del 4cido abscisico sobre la tuberizacion en todos los genotipos fue el menor

~ observado (Tablas 10y 12).

El cultivar Papa Blanca (S. tuberosum subsp. tuberosum) produjo el mayor
nimero de microtubérculos y los de mayor tamafio también (Fig. 1); el cultivar Pifiaza
(Solanum juzepczukii) produjo un alto niimero de microtubérculos pero de tamafio
pequeiio (Fig. 2). Dentro de los dos cultivares pertenecientes a S. phureja hubo
diferencias, mientras en el cultivar 705160 se observé mds alta produccién de
microtubérculos, el cultivar 705177 tuvo una produccién menor, pero éste Ultimo
presenté tubérculos significativamente maés grandes (Fig. 3 y 4). EIl cultivar Talén
Seguro (S. tuberosum subsp. andigena) produjo un nimero pequefio de
microtubérculos pero de tamafio medio; éste cultivar fue el Gltimo en iniciar la
tuberizacion (Fig. 5); los cultivares Ccoe Obispo (S. chaucha) y Lucki Morada (S.
curtilobum) fueron los que produjeron menor niimero y tamafio de microtubérculos

(Tablas 7, 11y 13; Fig. 6 y 7).

Analizando el efecto de la interacciéon genotipo por medio de tuberizaciéon
sobre la produccién de microtubérculos, observamos que el medio BAP/CCC tuvo un
efecto positivo sobre 5 de los 7 cultivares. Sin embargo en los cultivares

pertenecientes a la especie S. phureja, fue el medio conteniendo CEPA 0.25 mg/L
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(cultivar CIP 705160) y el medio con éacido cafeico 15 mg/1 (cultivar CIP 705177) los
que produjeron el mayor nimero de microtubérculos. Asi mismo se puede observar
que los cultivares Ccoe Obispo y Lucki Morada, respondieron con una significativa
producciéon de microtubérculos (8.1 y 4.3, respectivamente) sélo en el medio

BAP/CCC; con los demds medios la produccién fue minima o a casi nula (0-1.3)
(Tabla 8).

En cuanto al peso total, el aumento de peso con BAP ocurrié en 4 cultivares,
lo cual esté relacionado con el niimero de microtubérculos obtenidos; sin embargo en
los genotipos Papa Blanca y CIP 705160 el mayor peso de microtubérculos se obtuvo
con CEPA 0.25 mg/l, sugiriendo un efecto significativo sobre el desarrollo de los

microtubérculos (Tabla 14).

La “cosecha” se realiz6 cuando algunos microtubérculos iniciaron la
brotacién. Sin embargo, cabe sefialar que el inicio de la brotacién no significd que el
proceso de tuberizacion terminara, siendo asi que la formacién de microtubérculos
continué hasta los 120-150 dias (Figuras 8-12). En muchos casos se observé que los
brotes daban origen a microtubérculos secundarios ya sea del tipo sésil, o formando

estolones que a su vez volvian a producir microtubérculos.
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Tabla 5. Analisis de Varianza del nimero de microtubérculos obtenidos de 8

cultivares de papa usando 11 medios de tuberizacion.

Grados de Suma de Cuadrados
Fuente de Variacion valorF | Pr>F
libertad Cuadrados Medios
Genotipo 7 96,98 13,85 42,72 | <.0001
Tratamiento 10 105,08 10,51 32,40 | <.0001
Genotipo*Tratamiento 66 58,74 0,89 2,74 | <.0001
Coef. Variacién 41,70%

Tabla 6. Efecto de los medios de tuberizacion sobre el nimero de microtubérculos en

8 cultivares de papa.

Medio Inductor Media Agrupamiento Waller
BAP/CCC 4.74 A
CEPA 0.25 mg/l 2.06 B
Sucrosa 8% 1.81 B
CEPA 0.05 mg/1 1.78 B
Acido cafeico 15 mg/l 1.75 B
Acido cafeico 5 mg/l 1.72 B
Acido cafeico 10 mg/l 1.57 B
CEPA 0.1 mg/l 0.99 C
ABA 10 uM 0.31 D -
ABA 15 uM 0.27 DE
ABA 5 uM 0 E
LSD 0.1909
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Tabla 7. Numero de microtubérculos por magenta obtenidos de 8 cultivares de papa.

. . . Agrupamiento

Cultivar Especie Media g Vixf)aller
Papa blanca S. tuberosum subsp. tuberosum 3.54 A
Pitaza S. juzepczukii 3.30 A
Desconocido (CIP 705160) |S. phureja 2.03 B
Palqui S. tuberosum subsp. andigena 1.04 C
Desconocido (CIP 705177) |S. phureja 0.8 C
Talon Seguro ‘ S. tuberosum subsp. andigena 0.77 C
Ccoe Obispo S. chaucha 0.69 C
Lucki morada S. curtilobum 0.22 D
LSD 0,1628

Tabla 8. Efecto de los medios de induccidn sobre el niimero de microtubérculos

producidos en 7 cultivares de papa.

Cultivar / Talon Luki Desconoci|{Desconocii Ccoe
Medio Seguro (Papa Blanca| Morada | Pifiaza do do Obispo
inductor s;S; ;;b;;?;;‘;a m‘zs;u?;;ﬁzgm S. curtilobum | 8. juzepczukii|  S. phureja S. phureja S. chaucha
Suc 8% 1.3b 4.3b 0c 2.6bcd | 0.7bc 3.4a 1b
BAP/CCC 6.6a 8.2a 4.3a 7.6a labe 2.8a 8.1a
CE 0.05
mg/l] 0.3cd 4.5b 1.3b 3.4bed 1.2abc - -
CE 0.1 mg/l}  0.8bcd 0.8¢ 0.2¢ 2.5¢d labe 2.5a 0.4bcd
CE 0.25
mg/l 1.4 4.8b 0.4c 2.4cd 2.6a
CA 5 mg/l 1.2bc 4.6b 0.2¢c 5.5ab 0.5bc 3a 0.6bc
CA 10 mg/l| 0.7bcd 4.8b 0Oc 42abc 1.3ab 3.3a 0.4bcd
CA 15 mg/l 1.1bc "~ 4.8b 0.3¢c 7.1a 0.5bc 3.4a 0.2cd
ABA 5 uM 0d 1.8¢ Oc 1.1d 0.8bc 0.2¢ od
ABA 10
uM 0.1d 1.5¢ Oc 1.5d 0.1c 0" 0d
ABA 15 ‘
uM 0d 0.7¢ Oc 1.7cd 0.2bc ) 0d

p (ANOVA4)  <0.0001 - <0.0001 <0.0001 0.0001 0.0097 0.0528 <0.0001

Las medias con la misma letra no son diferentes significativamente; (—-)= no hay datos

*Este dato no fue considerado en el analisis porque presento una alta varianza
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Tabla 9. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis del efecto de los tratamientos y

del genotipo en el peso de los microtubérculos.

Fuente de variaciéon ‘Peso tot,a Ide Peso promedio
microtubérculos
1. Tratamiento
Chi-cuadrado 71.783 42.3485
gl 10 10
Pr> Chi-cuadrado <0001 <.0001
2. Genotipo
Chi-cuadrado 64.684 103.9782
gl 6 6
Pr> Chi-cuadrado : <.0001 <.0001

Tabla 10. Efecto de los medios de tuberizacion sobre el peso total de

microtubérculos de 7 cultivares de papa.

Medio Inductor Media (mg) Agrupamiento Waller
BAP/CCC 341.90 A

CEPA 0.25 mg/l 263.42 B

CEPA 0.05 mg/I 218.05 BC

Sucrosa 8% - 193.60 DC

Acido cafeico 5 mg/l ( 174.57 DC

Acido cafeico 15 mg/l 161.45 DC

Acido cafeico 10 mg/l 138.78 D

CEPA 0.1 mg/l 69.17 E

IABA 5uM * 19.73 E

ABA 15 uM * 11.46 E

ABA 10 uM * 9.46 E

LSD |  62.033

* Este peso corresponde a microtubérculos inmaduros (ensanchamiento del extremo distal
del estolon)
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Tabla 11. Prueba de comparacién multiple de medias de Waller-Duncan para la

variable peso total de microtubérculos de 7 cultivares de papa.

. . . Agrupamiento

Cultivar Especie Media (mg) g V&I’)aller
Papa blanca S. tuberosum subsp. tuberosum 430.91 A
Desconocido CIP 705177 IS. phureja 216.32 B
Pifiaza S. juzepczukii 114.72 C
Talon Seguro S. tuberosum subsp. andigena 70.80 CD
Desconocido CIP 705160 IS. phureja 68.71 CD
Ccoe Obispo S. chaucha 64.44 DE
Lucki morada S. curtilobum 17.28 E
Zapallo S. goniocalyx 0°
Malcachu \S. stenotomum 0°
LSD 48.501

* Estos datos no se tomaron para el andlisis de Waller-Duncan

Tabla 12. Efecto de los medios de tuberizacion sobre la variable peso promedio de

microtubérculos de 7 cultivares de papa.

Medio Inductor Media (mg) Agrupamiento Waller
BAP/CCC : 52.463 A
CEPA 0.25 mg/l 50.938 A
CEPA 0.05 mg/l 49.865 A
Sucrosa 8% 48.123 AB
Acido cafeico 5 mg/l 46.125 AB
Acido cafeico 15 mg/I 36.655 BC
Acido cafeico 10 mg/I 33.634 C
CEPA 0.1 mg/l . 27.718 C
ABA 5 uM 9.062 D
ABA 15 uM 5.901 D
ABA 10 uM 5.292 D
LSD 12.039

* Este peso corresponde a microtubérculos inmaduros (ensanchamiento del extremo distal del estolon)
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Tabla 13. Prueba de comparaciéon multiple de medias de Waller-Duncan para la variable

peso promedio de microtubérculos de 7 cultivares de papa.

Cultivar Especie 1\21:121)3 Agr&):lrlr;ento
Papa blanca S. tuberosum subsp. tuberosum| 83.206 A
Desconocido CIP 705177S. phureja 50.031 B
Desconocido CIP 7051608. phureja 28.315 C
Pifiaza \S. juzepczukii 21.645 CD
Talon Seguro \S. tuberosum subsp. andigena | 20.155 CD
Ccoe Obispo \S. chaucha 17.439 D
Lucki morada \S. curtilobum 6.108 E
Zapallo S. goniocalyx ' 0*
Malcachu iS. stenotomum 0°
LSD 9.3558

* Estos datos no se tomaron para el analisis de Waller-Duncan

Tabla 14. Efecto de los medios de tuberizacion sobre el peso total de microtubéreulos

provenientes de 7 cultivares de papa.

Cultivar / Talon Luki Desconoci|Desconoci| Ccoe
Medio Seguro [Papa Blanca] Morada | Pifiaza do do Obispo
inductor | li;;”:;‘;j;‘;’m suf‘s;f‘f:;‘;f;‘gm S. curtilobum | 8. juzepezukii| S phureja 8. phureja S. chaucha
Suc 8% 169.8b 452.3b 0 99.1bc 38.3bc 413.7a 91.8b
BAP/CCC 352a 850ab 103a 330.5a 123.9ab 237a 371.7a
CE 0.05 .

mg/Il 13" 776.3ab 70.4° | 142.9bc | 78.4bc
CE 0.1 mg/ll 37b 99" 5.6b 65.8" 70bc 183.6a 21.9¢
CE 0.25

mg/l 88.5b 1007.8a 20.4b 62.8" 219a
CA 5 mg/l 40.8b 603ab 0 201.2ab 53bc 258.1a 50.8bc
CA 10 mg/l 30.8b 429b 0 125.4bc 74.5bc 280.3a 14.4c
CA 15 mg/l 42.4b 566.8ab 12b 208.3ab 36.9bc 355.5a 6.6¢
ABA 5 uM 0 80.4" 0 13.8" 36.8bc 0 0
ABA 10

uM 53 33.6" 0 18.8° 4.4¢c 0 0
ABA 15

uM 0 32.7° 0 277" 13¢ 0 0

Las medias con la misma letra no son diferentes significativamente; (----)= no hay datos

*Este dato no fue considerado en el analisis porque presento una alta varianza
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III.2 Dormancia de los microtubérculos

El rompimiento de la dormancia de los microtubérculos antes de ser
“cosechados”, ocurrié sélo en tres cultivares: Papa Blanca (S. tuberosum subsp.
tuberosum) y las dos accesiones de S. phureja. Este rompimiento temprano de la
dormancia se atribuye al efecto del genotipo y no a los reguladores sobre esta variable
(Tabla 15).

Los microtubérculos de S. phureja fueron los més precoces en el rompimiento
de la dormancia, ocurriendo el brotamiento a los 62-67 dias del inicio de la
tuberizaciéon in vitro.  Este comportamiento in vitro se relaciona con el
comportamiento en condiciones de campo, donde S. phureja no presenta dormancia.
Los microtubérculos del cultivar Papa Blanca empezaron a brotar a partir de los 98-

100 dias del inicio de la tuberizacion in vitro (Tabla 16).

La evaluacién del periodo de dormancia a partir de la “cosecha”, s6lo se pudo
realizar en 2 cultivares Papa Blanca (S. tuberosum subsp. tuberosum) y Pifiaza
(Solanum juzepczukii), los cuales produjeron el nimero de microtubérculos necesario
para realizar el experimento. Se fraté en lo posible de utilizar microtubérculos

homogéneos (del mismo tamafio y peso).

Los datos se analizaron descriptivamente, y se pudo observar que la
températura de almacenamiento tuvo efecto en el mantenimiento de la dormancia,
observandose que a 6 °C el tiempo de dormancia aumenté (Figura 13). Ademds,
cuando los microtubérculos fueron mantenidos a 21 °C la frecuencia de agregar la
solucién de sulfato de magnesio en las bandejas fue mayor, incrementando la labor de
mantenimiento y conservacion; por el contrario, a 6 °C no se requiri6 agregar la

solucion.

Durante el almacenamiento a 6°C se observd cambios de color de los
microtubérculos, con variacién de la pulpa hacia el oscuro, posiblemente debido al
cambio hacia azicares reductores; lo mismo también se observa en tubérculos

mantenidos a 0-4°C.



Los microtubérculos producidos en los medios BAP/CCC y CEPA tuvieron un
periodo de dormancia menor que el control (Sucrosa 8%) y que el tiempo reportado
para tubérculos provenientes de campo. A diferencia, los microtubérculos producidos
en los medios con 4cido cafeico presentaron un periodo de dormancia mayor, hasta en

33 dias, en el caso de Papa blanca, y 49 dias en Pifiaza (Figura 13).

III.3 Uso de los microtubéreulos como propagulos para la conservacion in vitro

Los microtubérculos de los cultivares Papa Blanca, Pifiaza, CIP 705177, Ccoe

Obispo, Talén Seguro y Lucki Morada, se utilizaron para este experimento.

Después de 30 dias de ser inoculados en el medio de conservacion, casi el
100% de los microtubérculos habian brotado. A los 60 dias la sobrevivencia de las
pléantulas crecidas a partir de los brotes fue del 100 %, excepto en casos de
contaminacién por hongos ¢ bacterias. No hubo pérdida por deshidratacién de

microtubérculos debido a la hidratacién que ocurre en el medio de cultivo (Tabla 17).

A los 6 meses en el medio de conservacidn, se evalud el crecimiento de las
plantulas obtenidas de los microtubérculos en comparacion a las plantulas obtenidas a
partir de nudos mediante una escala visual cualitativa del 1 al 5 (donde 1 significa
muy malo,y 5 muy bueno). Se observé que las plantulas provenientes de
microtubérculos presentaron un mejor crecimiento con tallos méas vigorosos y mejor
enraizamiento. Sin embargo, los nudos generaron plantulas de tallos delgados (Figura

14, Tabla 18).

Los microtubérculos obtenidos en los medios conteniendo BAP/CCC, CEPA y
acido cafeico, generaron plantulas més vigorosas que los nudos; no observandose
efecto del CEPA ¢ el acido cafeico sobre el crecimiento de las plantulas provenientes

de los microtubérculos (Tabla 18).
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Tabla 15. Andlisis de Varianza del rompimiento de la dormancia en la magenta
(antes de la cosecha) en los cultivares Papa Blanca, CIP 705160 y CIP
705177.

Grados

Suma de |Cuadrados
Fuente de Variacion de valorF | Pr>F
Cuadrados | Medios

libertad
Genotipo 2 95,43 47,72 58,60 | <.0001
Tratamiento 10 15,00 1,50 1,84 | 0,0615
Genotipo*Tratamiento] 18 19,41 1,08 1,32 | 0,1874
Coef. Variacién 10.52%

Tabla 16. Efecto del genotipo en el rompimiento de la dormancia de los

microtubérculos en la magenta (antes de la cosecha)

Cultivar Especie Media (dias) Agr{l)‘l;:;;::nto
Papa blanca S. tuberosum subsp. tuberosum 97.8 A
Desconocido CIP 705177. phureja 67.2 B
Desconocido CIP 705160S. phureja 62.2 B
LSD 0.3332
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Tabla 17. Porcentaje de brotacién a los 30 dias, y sobrevivencia a los 60 dias, de los

microtubérculos inoculados en el medio de conservacién.

Cultivar Especie Control (nudo)] BAP/CCC CEPA Acido cafeico
% Brot. |% Sobr. |% Brot. |% Sobr. |% Brot. |% Sobr. |% Brot. |% Sobr.
Papa blanca |s. wuberosum subsp. berosum| 100 | 100 80 100 100 100 100 100
Piflaza S, juzepczukii 100 100 50 100 100 100 100 100
CIP 705177 s phureja 100 100 | 93.8 | 100 100 100 100 100
Ccoe obispo |s. chaucha 66.7 | 100 0 66.7 --- --- --- ---
Talon seguro |s. wuperosum subsp. andigena | 100 100 25 50 429 | 100 25 100
Lucki moradals. cursitobum --- — 100 | 100 | 66.7 | 100 | 100 | 100

Tabla 18. Andlisis del crecimiento de las plantulas a los 6 meses en el medio de

conservacion, mediante la prueba no paramétrica de Friedman.

Crecimiento Agrupamiento
(moda)*

ler. Experimento
BAP/CCC 4 A
Control (nudo) 1 B
Coef. Variacién =21.1%
p=0.0161
L.SD = 0.5553
2do. Experimento
BAP/CCC 4 A
CEPA 5 A
Acido cafeico 5 A
Coef. Variacion = 45.8%
b = 0.4920

SD = 1.3347

* 1: muy poco crecimiento; 2: poco; 3: regular; 4: bueno; 5: muy bueno
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IV DISCUSION

IV.1 Efecto del ABA, CEPA y acido cafeico en la producciéon de

microtubérculos.

Los resultados de este estudio indican una alta dependencia del medio de
induccién de microtubérculos con el genotipo de papa para todas las variables
evaluadas. Estos resultados coinciden con estudios previos de tuberizacién in vitro

de papa (Seabrook, 1993; Bizarri, et al, 1995, Gopal et al, 1997; Borda, 2000).

El medio BAP/CCC permiti6 obtener una mejor produccién de
microtubérculos de los 7 cultivares de papa evaluados; en este medio la tuberizacion
ocurrié mas temprano, y se produjo el mayor nimero de microtubérculos (Tablas 3 y
6). Previamente, se habia reportado la efectividad de la combinacién del BAP con el
CCC en la produccién de microtubérculos (Estrada et al, 1986; Hussey y Stacey,
1984), lo cual puede deberse a la accion sobre inhibidores de la tuberizacién como el
posiblemente a nivel del precursor ent-kaureno (Rademacher, 1999, citado por

Vreugdenhil y Sergeeva, 1999).

Los medios conteniendo CEPA y 4cido cafeico prudujeron microtubérculos en
los genotipos utilizados (Tabla 6 y 8). Los resultados obtenidos coinciden con los de
Garcia-Torres y Gomez-Campo (1973) los cuales atribuyen su accién al efecto
inhibidor sobre las giberelinas. El efecto del CEPA también podria ser indirecto, por
incremento de los niveles endégenos de ABA en los tubérculos de papa (Kirillova et
al, 2003); el ABA a su vez regula los niveles de GA. Anteriormente se habia sugerido
que el etileno funciona como un regulador de la biosintesis de ABA, y que este
mecanismo podria estar involucrado en varios procesos de desarrollo vegetal
(Grossman y Hansen, 2001). En cuanto al 4cido cafeico, no hay reportes previos de
su efecto sobre la tuberizacion in vitro de papa.

Sin embargo, el efecto del CEPA y el 4cido cafeico sobre la induccion y
nimero de microtubérculos no ha sido significativo respecto al medio control
(Sucrosa 8%) (Tabla 6). Este efecto coincide con Koda y Okazawa (1983), quienes
reportaron que, bajo condiciones no inductoras (Sucrosa 2%), el CEPA producia sélo

estolones.
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Esto sugiere que la presencia de sucrosa 8% en el medio de cultivo es
suficiente para inducir la microtuberizacién (Hussey and Stacey, 1984; Garner and
Blake, 1989; Vreugdenhil and Helder, 1992; Xu et al. 1998), incluso en condiciones
no inductoras, tales como dias largos y temperaturas mayorés a 25°C (Hua-chun, G. et
al, 2004).

Recientemente, se han realizado estudios sobre la hipétesis de la accion de la
sucrosa como regulador de los niveles endogenos de hormonas involucradas en la
induccion de la tuberizacidn, mediante un sistema de transduccién de sefiales. Un
estudio de Vreugdenhil, et al, (1998) indica que la sucrosa por si misma no regula la
tuberizacion porque aun cuando el medio inductor tenga una concentracion alta de
sucrosa, €sta es contrarrestada por el 4cido giberélico (GA).  Algunos autores han
mostrado que el sistema de transduccién de sefiales generado por la sucrosa estd
estrechamente relacionado con los sistemas de ABA y el sistema de fotorreceptores en
diferentes especies de plantas y dérganos vegetales (Jackson, 1999; Smeekens, S.,
2000; Gibson, S., 2004). Es probable que la sucrosa actlie activando una sefial de
induccién para la regulacion de ABA, y éste a su vez controle el GA que es el
principal factor de la tuberizacién de papa. Lo que si ha sido probado es que altas
concentraciones de sucrosa inducen la transcripcién de varios genes involucrados en
el metabolismo de almacenamiento de carbohidratos en el tubérculo de papa (Raices,
M. et al, 2003).

El ABA no tuvo efecto sobre la tuberizacion in vitro; tempranamente ocurrid
un ensanchamiento de los estolones sin la produccién-de microtubérculos (Tablas 3 y
4). Xu et al (1998) encontraron que los niveles enddgenos de ABA disminuian, y se
mantenian bajos, durante el perfodo inicial de induccién ya sea en condiciones
inductoras o no inductoras. Esto lleva a pensar que el ABA no es el principal
regulador de la formacidn de tubérculos. También Murti y Banerjee (1976) y Smith y
Rappaport (1969) reportaron que la aplicacién exdgena de ABA a plantas de papa no
tuvo efecto en la formacion de tubérculos. Mads recientemente Gopal et al, (2004)

también report6 que el ABA inhibi6 la tuberizacion in vitro (Gopal et al., 2004).



Sin embargo, varios autores han reportado un efecto inductor de la
tuberizacion de ABA, aplicado exdgenamente (Abdullah and Ahmad, 1980; Menzel,
1980, citados por Xu et al., 1998). Ellos observaron que el ABA incrementd el
numero de tubérculos, que la induccién ocurria mas tempranamente, con la formacién
de tubérculos sésiles; ésto ultimo coincidié con nuestros resultados con los medios
conteniendo ABA; éstos iniciaban tempranamente un ensanchamiento en la yema
axilar que podria llevar a la formacion de tubérculos sésiles, pero el ensanchamiento
no condujo a la tuberizacién sino a la formacién de estolones cortos; éstos sélo se
ensanchaban en la parte distal sin producir finalmente microtubérculos maduros.
Este comportamiento también fue observado por Koda y Okazawa (1983), induciendo

microtubérculos en medios conteniendo ABA.

Actualmente lo més aceptado es que el GA es el principal regulédor de la
formacién del tubérculo de papa, ya que su concentracién tiene un efecto directo
sobre este proceso (Vreugdenhil y Sergeeva, 1999); pero a su vez, el GA debe ser
activado por algin tipo de sefial que puede ser regulada ya sea por el fotoperiodo ¢

por otras fitohormonas (Martinez-Garcia et al., 2002).

IV.2 Dormancia de los microtubérculos: efecto de los reguladores de

crecimiento y la temperatura de almacenamiento

Se encontrd que el periodo de dormancia es especifico del cultivar (Tabla 15)
y coincide con su comportamiento en condiciones in vivo. Asi por ejemplo, las
accesiones de S. phureja que naturalmente no presentan dormancia tampoco la
presentaron en condiciones in vitro (Tabla 16). Los resultados de esta tesis coinciden
con los de Leclerc et al (1995) y Tabori et al (1999) que mostraron que hay una
correlacion significativa entre los periodos de dormancia in vitro e in vivo, y que el

periodo de dormancia depende del cultivar.

Los resultados de este trabajo muestran que la temperatura de almacenamiento
de los microtubérculos tiene un efecto importante en el mantenimiento de la
dormancia. La reduccion de la temperatura resultd en un incremento del periodo de

dormancia comparado con el almacenamiento de los microtubérculos a la temperatura
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de 21°C, y comparada con el tiempo de dormancia reportado bajo condiciones de

campo (Figura 13).

Durante este estudio, observamos que a 21°C ocurri6 una réapida
deshidratacion de los microtubéreulos, atin cuando se mantuvo siempre una solucién
hidratante en las bandejas de almacenamiento. Esto se atribuye a la alta tasa de
respiracion del tubérculo, con pérdida de agua a través de las lenticelas, causando la
pérdida de peso (Wiltshire y Cobb, 1996). Los microtubérculos almacenados a 4°C
se mantuvieron turgentes durante el periodo de almacenamiento y no presentaron
deshidratacion; lo cual posiblemente se debe a la reduccién de la tasa de respiracién;
este efecto también se observa en la reduccién del crecimiento de los brotes, una vez
terminado el periodo de dormancia (Suttle, 1995). Estos resultados coinciden con los

obtenidos por otros autores (Wiltshire y Cobb, 1996; Suttle, 1995; Tabori et al, 1999).

Sin embargo, el almacenamiento a temperaturas bajas produjo algunos
cambios observados como el oscurecimiento de los microtubérculos; esto podria
deberse al catabolismo del almidén para formar sucrosa, la cual a su vez es
hidrolizada por la invertasa en azlicares reductores como glucosa y fructosa. La
concentracién de estos aziicares reductores durante el almacenamiento del tubérculo
varfa también de acuerdo al genotipo ( Wiltshire y Cobb, 1996; Matsuura-Endo et al,
2004).

Los microtubérculos inducidos con los medios BAP/ CCC y CEPA mostraron
un periodo de dormancia menor que aquellos inducidos en el medio control y al que
ocurre en condiciones in vivo (Figura 13). Este resultado coincide con lo reportado
por Rylski et al. (1974), pero contradice otros estudios que muestran que la aplicacién
exdgena de etileno mantiene la dormancia del tubérculo (Cvikrova et al 1994). Este
efecto contradictorio y dual del etileno estd correlacionado con el tiempo de
exposicion; una exposicién corta reduce el periodo de dormancia (Rylski et al, 1974)
y una exposicién continua mantiene la dormancia, demora el inicio del brotamiento y

reduce el crecimiento del brote (Prange et al 1998, Jeong et al, 2002).

En este estudio pudimos observar que la adicion de CEPA al medio de

induccion produjo microtubérculos con dormancia menor al del control, y al reportado
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en condiciones de campo. Esto puede deberse a que la concentracion de CEPA
utilizada no fue suficiente como para causar una exposicién constante al etileno para
el mantenimiento de la dormancia del microtubérculo. Sin embargo, éste resultado
contradice a Suttle (1998), quien sugiri6 que la efectividad del etileno en el
mantenimiento de la dormancia sélo ocurre al inicio de la dormancia, por lo cual sélo
hubiese bastado que la produccion de etileno ocurriera en el tejido vegetal al inicio de
la induccién de los microtubérculos para que éstos se hubieran mantenido dormantes

por un mayor tiempo.

El proceso de dormancia del tubérculo de papa es muy complejo, y recientes
estudios genéticos confirman que se trata de un sistema de naturaleza poligénica (Van
den Berg et al., 1996; Simko et al, 1997). Por lo tanto, no podemos explicar la
dormancia solo a través de la accién del etileno. Ya algunos autores han sugerido el
rol importante de otras hormonas como el ABA (Simko et al, 1997; Suttle y
Hultstrand, 1994; Suttle, 2004), el icido giberélico y las auxinas (Dogonadze et al.,
2000).  Estudios recientes sobre la regulacién fisiolégica de la dormancia del
tubérculo indican que el etileno sélo es requerido para la induccion de la dormancia,

mientras que el ABA es el encargado del mantenimiento de ésta (Suttle, 2004).

El BAP también produjo un rompimiento de la dormancia mds temprano, esto
coincide con lo propuesto por Suttle (2001, 2004), que indica que el incremento en el
contenido de citoquininas en el tubérculo, luego de la cosecha, parece ser uno de los

factores principales que conducen al rompimiento de la dormancia.

La aplicaciéon exdgena del acido cafeico en los medios de induccién y
tuberizacion resultd en un incremento del perfodo de dormancia de las dos especies de
papa evaluadas (Figura 13). Cvikrova et al (1994) encontr6 una relacién directa de la
concentracién del 4cido cafeico con la dormancia: altas concentraciones durante el
mantenimiento de la dormancia y bajas cuando ocurria el brotamiento. Los resultados
de este estudio corroboran esta hipdtesis ya que al aplicar acido cafeico

ex6genamente resulté en un mantenimiento mas prolongado de la dormancia.

Sin embargo no se ha determinado el rol que puede cumplir el 4cido cafeico en

el proceso de dormancia del tubérculo de papa. Se ha sugerido la hipdtesis de que

55



pueda estar involucrado en la regulacién del metabolismo del 4cido indol acético,
pero esta auxina no estd directamente relacionada con la dormancia pero si con el
brotamiento (Suttle, 1996). Otro posible rol que puede cumplir el 4cido cafeico es de
inhibidor del rRNA, como se encontrd en el tejido meristematico del tubérculo de
papa (Korableva et al., 1973, mencionado por Cvikrova et al, 1994).

Numerosos estudios han demostrado que la dormancia de los microtubérculos
puede ser manipulada durante el crecimiento in vitro, sin embargo la mayoria ha
estado orientada hacia la reduccién del periodo de dormancia para fines de produccién
(Coleman y Coleman, 2000; Borda, 2000). Nuestro estudio también demuestra que el
periodo de dormancia puede ser extendido modificando el medio de induccién de
tubérculos, agregando exdgenamente 4cido cafeico 10 6 15 uM, y combindndolo con

un almacenamiento a temperatura baja constante (4°C).
IV3 Uso de los microtubérculos como propagulos para la conservacién in vitro

Otro sistema de conservacién in vitro propuesto es el uso de microtubérculos
(Schilde-Rentschler y Roca, 1987; Golmirzaie y Toledo, 1998; Mix-Wagner, 1999).
- Estos pueden ser usados como explantes en un medio de conservacion (Kwiatkowsky
et al., 1988) o almacenados a 4°C sin requerimiento de medio de cultivo (Altoveros et
al., 1996).

En el presente estudio, el uso de los microtubéreulos como explantes para la
conservacion in vitro de papa result6 factible. Las plantulas generadas a partir de los
brotes de microtubérculos resultaron ser vigorosas y con buen enraizamiento. Esto
puede deberse a que estas plantulas obtienen mayores nutrientes a partir del tubérculo,
lo que representa una ventaja para tolerar el estrés osmoético de los medios de
conservacion, y de ¢sta manera incrementar el periodo de mantenimiento del
germoplasma.

A los 6 meses de conservacion, los brotes de microtubérculos no presentaron
reduccion del crecimiento, a diferencia de los segmentos uninodales, utilizados
rutinariamente para la conservacion in vitro, que presentaron crecimiento retardado
con tallos y raices delgadas (Tabla 18). De esta manera, se pudieron conservar hasta

aproximadamente dos afios (dato no mostrado). Previamente, Lizarraga et al. (1989)
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y Altoveros et al. (1996), habian reportado la utilizacién de los microtubérculos con
una conservacion efectiva hasta de un afio.

Se sugiere que los microtubérculos de papa producidos en un medio de
induccién conteniendo é4cido cafeico, después del término de la dormancia en un
régimen de almacenamiento a una temperatura de 4-6°C constante, sean utilizados

como explantes para la conservacion in vitro a mediano plazo del germoplasma de

papa.
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V. CONCLUSIONES

1. La tuberizacién y la dormancia de microtubérculos de papa mostraron alta

dependencia genotipica.

2. El medio de induccién conteniendo bencil amino purina (BAP) 5 mg/L y
cloruro de clorocolina (CCC) 500 mg/L produjo la induccién de

microtubérculos mas temprana, y el mayor ntimero de microtubérculos.

3. Los medios conteniendo CEPA y 4cido cafeico prudujeron microtubérculos de
los genotipos utilizados. Sin embargo su efecto no fue significativamente
diferente al medio control, sugiriendo que la presencia de sucrosa 8% en el

medio de cultivo es suficiente para inducir la microtuberizacién.

4. El acido abscisico no indujo la tuberizacién in vitro.

5. El periodo de dormancia fue extendido utilizando el medio conteniendo acido
cafeico 10 6 15 uM para la microtuberizacién, y combindndolo con un
almacenamiento de los microtubérculos “cosechados” a una temperatura baja

constante de 4°C a 6 °C.

6. El uso de los microtubérculos como explantes para la conservacion in vitro a

mediano plazo del germoplasma de papa resulto factible.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Mejorar el protocolo de induccion de tuberizacién para producir mayor
numero de microtubérculos, y conseguir la microtuberizacién en los genotipos

de las especies S. goniocalyx y S. stenotomum.

2. Evaluar la dormancia de los microtubérculos de un nimero mayor de
genotipos de las especies S. tuberosum subsp. andigena, S. curtilobum y S.

chaucha, inducidos con 4cido cafeico.

3. Evaluar mayor ntimero de genotipos, y por mayor tiempo, en el uso de

microtubérculos para la conservacion in vitro.
4. Evaluar la recuperacion de las plantulas producidas a partir de

microtubérculos, después de su conservacion in vitro, y evaluar su capacidad

de produccién de microtubérculos.
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ANEXOS

ANEXO 1: GLOSARIO

ABA: 4cido abscisico, 4cido [S-(Z,E)]-5(1-hidroxi-2,6-trimetil-4-ox0-2-ciclohexeno-1-il)-3-
metil-2,4-pentadienoico, C,sHy04, peso molecular: 264.31.

Accesién (entrada): (1) cada una de las colectas o muestras obtenidas en el proceso de
coleccién de germoplasma, debidamente identificadas; (2) muestra de una variedad, linea o
poblacién en cualquiera de sus formas reproductivas semilla, cormo, tubérculo, vareta, estaca,
entre otros; que entra a un centro de recursos genéticos para su conservacion o utilizacién.

Agar: polisacarico gelatinoso obtenido del alga Gelidium corneum u otras algas rojas. Es un
agente solidificante que mezclado con el medio nutritivo (0.6 a 1%) forma un gel que permite
el crecimiento de plantas.

Apical: localizado en el dpice. La yema apical es el explante que comlnmente se usa en
cultivo de tejidos vegetales.

Axilar: localizado en la axila ; como yema que se encuentra en la axila de la hoja.
BAP o BA: 6-bencil amino purina, N-(fenilmetil)-1H-purina-6 amino.

Banco de Germoplasma: lugar especifico y acondicionado, donde se recepcionan, registran,
conservan y se mantienen viables las diversas accesiones o entradas, provenientes de las
colectas realizadas en las zonas de diversidad genética o provenientes de otras colecciones.

Basal: situado en la base de la planta.
CEPA.: 4cido 2-cloroetil fosfonico

Clon: poblacién o conjunto de individuos idénticos, formado multiplicando asexualmente
(vegetativamente) a un mismo organismo.

Conservacién de germoplasma: preservacion de especies, poblaciones o muestras de
plantas cultivadas, semicultivadas o silvestres (in situ o ex situ).

Conservaciéon In situ: mantenimiento de la variabilidad genética en forma de
poblaciones por un largo plazo en su lugar de evolucidén natural o con influencia
humana.

Conservacién Ex-situ: conservacion de recursos genéticos, fuera de su habitat original,
mediante la formacion de bancos de germoplasma, ya sea por medio de la conservacién de
individuos completos o de aquellas estructuras que posibiliten su regeneracion (semillas,
estacas, tubérculos, raices, rizomas, tejidos, polen, etc.)

Cultivo In Vitro: cultivo de partes de vegetales (“explantes™) en medios nutritivos sintéticos
y en ambiente acondicionado, con elobjeto de regenerar plantas completas (principalmente)

Cultivar: un grupo de plantas cultivadas (a veces un clon) que se distingue de las especies

por un carécter agronémico u horticola que se perpetua cuando las plantas son propagadas ya
sea sexual o asexualmente.
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Especie: categoria intragenérica (o subgenérica) formada por grupo de individuos con
muchas caracteristicas morfoldgicas semejantes.

Estolon: brote lateral mas o menos delgado a menudo muy largo, que nace en la base de los
tallos, tanto si se arrastran sobre la superficie del suelo como si se desarrollan debajo de él y
que, enraizando y muriendo en las porciones intermedia engendra nuevos individuos y
propaga vegetativamente la planta. En papa forman tubérculos en su extremo.

Fasciacion: anormalidad que consisten en la unién de érganos que se encuentran proximos
formando uno solo (tallos, pedinculos, frutos, infrutescencias).

Fenotipo: (1)conjunto de caracteres aparentes, que diferencian a un individuo de otros en un
medio dado; (2) determinado conjunto de caracteres o grupo de individuos con caracteres
externos comunes; resultado de la interaccion de factores hereditarios y ambientales; (3)
expresion del genotipo en la naturaleza.

Fotoperiodo: namero de horas de luz (y de oscuridad) en el dia, el cual estd en funcién a la
latitud y la época del afio.

Genotipo: constitucién genética de un organismo. Su informacion genética (sus genes) y su
potencial hereditario. El genotipo determina el rango de respuestas fenotipicas que posee un
organismo con relacion a su ambiente.

Germoplasma: conjunto de material genético de una especie, o de un conjunto de especies,
razas, grupos, individuos, etc.que puede ser mantenido en un repositorio. Patrimonio genético,
ubicado tanto en las células sexuales o germinativas como en las sométicas o vegetativas de
las poblaciones naturales o antropogénicas que nos permiten la reproduccion, evolucién y
utilizacién de los caracteres de interés agrondmico.

Medio Basal: se refiere a la formulacion fundamental del medio.

Mutacion somdtica: cuando el cambio de un gen se presenta en una célula somatica en el
apice de crecimiento de una rama, bulbo u otro érgano vegetativo, las células derivadas de
ellas llevan la nueva estructura genética. ‘

Pool de Genes: conjunto de toda la diversidad genética de una especie, susceptible de ser
utilizada para el mejoramiento. ‘

Propégulo: material vegetativo de propagacién o multiplicacién de una planta.

Recurso genético: el bien o el medio potencial (recurso) que se encuentra en los genes
(genético).

Recurso Fitogenético: variabilidad genética potencialmente Util en agronomia, presente en
las plantas cultivadas, como en sus especies silvestres relacionadas.

Reproduccién Asexual, Vegetativa o Clonal: reproduccién de plantas que no incluye la
unién de gametos (fecundacion) y que generalmente se da por medio de la division de células
vegetativas.

Variedad: grupo de plantas cultivadas dentro de una especie que se distingue de otro grupo
(variante) por uno o varios caracteres, que pueden ser morfolégicos, fisiolégicos o
bioquimicos u otro, y que cuando se reproduce mantiene esta caracteristica(s) que lo
distingue.



