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Establecimiento in vitro de papa (Solanum tuberosum L.) -variedad Purén- a partir
de meristemos

Glenda Analy Lopez Gémez

Resumen. A causa del incremento de la poblacion mundial e incidencia de las plagas y
enfermedades en el cultivo de papa, el interés por la biotecnologia vegetal se ha enfocado
en la produccion de plantas sanas in vitro. El objetivo del estudio fue evaluar seis medios
de cultivo para el establecimiento in vitro de meristemos de papa. Se usé el medio
Murashige y Skoog (MS) sin fitohormonas con 30 g/L de sacarosa y pH a 5.8, MS+éacido
ascorbico 3.0 mg/L (A), MS+A+acido giberélico 2.0 mg/L (AG), MS+AG+6-
bencilaminupurina 0.5 mg/L (AGBAP), MS+AG+kinetina 0.5 mg/L (AGK), y MS sin
fitohormonas con 20 g/L sacarosa y pH a 5.6. Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar.
Las variables evaluadas fueron fenolizacién, formacion de callo, nimero de nudos y altura
de planta a los 60 dias. Los explantes de todos los tratamientos no presentaron fenolizacion.
Los tratamientos: AG, AGBAP y AGK indujeron la callogénesis (60, 100 y 100%
respectivamente). El acido giberélico no afecté la elongacién de tallo y la distancia
entrenudos posiblemente por la combinacion con citocininas. El tratamiento MS sin
fitohormonas con 20 g/L de sacarosa y pH de 5.6 presenté mayor nimero de nudos (8.17)
y altura (8cm) al dia 60. EI mejor medio para el establecimiento in vitro de meristemos de
papa —Vvariedad Purén- es el MS con 20 g/L de sacarosay pH a 5.6. Se recomienda continuar
evaluando este medio para la etapa de multiplicacion.

Palabras clave: Citocininas, fenolizacion, giberelinas, sacarosa.

Abstract. Due to the increasing world population and the incidence of pests and diseases
in potato cultivation, plant biotechnology has focused on the production of healthy in vitro
plants. The objective of this study was to evaluate six media for the in vitro establishment
of potato meristems. Murashige and Skoog (MS) was used as medium without
phytohormones with 30 g/L of sucrose and pH of 5.8, MS + ascorbic acid 3.0 mg/L (A),
MS + A + gibberellic acid 2.0 mg/L (AG), MS + AG + 6-benzylaminupurine 0.5 mg/L
(AGBAP), MS + AG + kinetin 0.5 mg/L (AGK), and MS without phytohormones with 20
g/L sucrose and pH of 5.6. The design was a randomized design. The variables evaluated
were phenolization, callus formation, number of nodes and plant height at 60 days. The
explants of all the treatments didn’t present phenolization. The treatments: AG, AGBAP
and AGK induced callogenesis (60, 100, and 100% respectively). Gibberellic acid did not
affect stem elongation and internode distance possibly due to the combination with
cytokinins. The MS treatment without phytohormones with 20 g/L sucrose and pH 5.6
showed a greater number of nodes (8.17) and height (8cm) at day 60. The best growing
media for the in vitro establishment of potato meristems - Purén variety - is the MS with 20
g/L sucrose and pH of 5.6. The recommendation is to continue evaluating this medium for
the multiplication stage.

Key words: Cytokinins, gibberellins, phenolization, sucrose.
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1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) pertenece a la familia Solanaceae, es considerada el cuarto
alimento de mayor importancia a nivel mundial (Leiva Mora et al. 2011). La produccion de
este tubérculo es constante en paises desarrollados, mientras que, en paises en desarrollo la
produccién ha incrementado rapidamente debido a su interés alimentario (Rodriguez
Buitron 2014).

La produccion de papa es el principal ingreso para los productores de las zonas altas de
Honduras, 90% del cual son pequefios productores. Honduras importa alrededor de 2,000
toneladas de semilla de papa al afo, estas llegan solamente en una temporada y Honduras
produce papa durante todo el afio. Debido a los precios altos, los agricultores usan su propia
semilla para la propagacion de papa causando mayor incidencia de plagas y enfermedades
y, por ende, bajo rendimiento. Con el fin de mejorar los ingresos de los productores y
asegurarles un mejor abastecimiento de semilla libre de enfermedades y a un bajo precio,
el gobierno de Honduras, a través de la Direccidn de Ciencia y Tecnologia Agropecuaria
(DICTA) adscrita a la Secretaria de Ganaderia y Agricultura (SAG) liberaron en el 2018 las
variedades propias de este pais Centroaméricano: Purén y Jicaramani. Cientificos del
Centro Internacional de la Papa (CIP) estan ayudando al personal del DICTA a mejorar la
produccién de semilla, ademas, el SAG tiene como meta reemplazar la mitad de las
importaciones de semilla. Es por ello que, el DICTA ha establecido una relacion de
colaboracion con la Universidad Zamorano para establecer el protocolo del establecimiento
in vitro de papa a partir de meristemos de la variedad Purén (CIP 2019).

El cultivo de papa se ve afectado por factores tanto biéticos como abidticos. Segun VISAR
(2015) y OIRSA (2015), a mayor produccion de este tubérculo, la vulnerabilidad a
incidencia de plagas y enfermedades aumenta. Los principales patdgenos que afectan la
papa incluyen hongos: Phytophthora infestans (tizon tardio) y Alternaria solani (tizon
temprano); nematodos: Globodera rostochiensis (nematodo dorado) y Meloidogyne spp.
(nematodo agallador); y enfermedades transmitidas por insectos: el PLRV (virus del
enrollamiento de la hoja de papa) transmitido por Myzus persicae (pulgon verde) y la
bacteria Candidatus liberibacter solanacearum transmitido por Paratrioza bactericera
cockerelli (chicharrita).

La propagacion de la papa puede ser sexual, es decir, el fruto obtenido mediante la
fertilizacidn del ovario de la flor, o asexual a partir de tubérculos el cual es la clonacién en
campo, secciones del tubérculo y partes de la planta mediante cultivo in vitro (Larios Mejia
et al. 2013). A causa del incremento de la poblacién mundial y las afecciones de plagas y
enfermedades de la papa, el interés por la biotecnologia vegetal se ha enfocado en la
produccidn de plantas in vitro que tiene como aplicaciones principales la conservacion del
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germoplasma, intercambio genético y produccién de plantas sanas. Los explantes de papa
usados han sido hoja, tallo o tubérculo, sin embargo, explantes obtenidos de meristemos
pueden emplearse como material inicial para la obtencion de plantas sanas ya que, la
distribucion de microorganismos en el tejido de la planta es desuniforme y su progresion
hacia el apice del tallo es baja (Garcia Aguila et al. 2001; Gonzales Castillo y Chavarria
Reyes 2016). Las ventajas del cultivo de meristemos para la micropopagacion se resumen
en propagacion masiva conservando su estabilidad genética y menor infeccion virética
(Espinoza et al. 1992).

Cada especie vegetal e incluso variedades distintas de la misma especie requieren de un
medio de cultivo distinto debido a que, el crecimiento y desarrollo in vitro esta determinado
por la constitucion genética, nutrientes, factores fisicos y reguladores de crecimiento
(fitohormonas) responsables de la distribucion de compuestos que la planta sintetiza y la
determinacion del crecimiento de o6rganos. Las principales fitohormonas son auxinas,
giberelinas y citocininas (Pierik 1987; Tacoronte et al. 2017).

Las auxinas se sintetizan en los meristemos, &pice del tallo, yemas y hojas jovenes.
Generalmente producen elongacion y division celular (formacion de callo), expansién de
tejidos, formacion de raices adventicias, inhibicion de tallos axilares y adventicios. En
cambio, la biosintesis de las giberelinas se lleva a cabo en los entrenudos superiores, en las
yemas Y hojas jovenes, y el punto de accion principal es en el meristemo intercalar. Estas
Gltimas al ser sintetizadas en los apices y raices, son transportadas por el floema.

La giberelina mas utilizada es el &cido giberélico, este incrementa la division y elongacién
celular debido al aumento en el nimero y longitud de las células, no causan gran efecto en
el desarrollo de raices, pero inducen la elongacién del tallo de los entrenudos. Junto con
este efecto produce una disminucion del grosor del tallo, reduccién del tamafio de las hojas
y la pérdida de intensidad del color verde, sin embargo, es termolabil, ya que pierde el 90%
de su actividad bioldgica después del autoclaveado (Pierik 1987).

Las citocininas se sintetizan en meristemos apicales de los tallos y raices, no son
transportadas activamente a través de los tejidos, pero si de forma pasiva desde la raiz al
tallo a través del xilema. Estas inhiben el crecimiento radicular y elongacion de tallos, ya
que modifican la dominancia apical, como el 6-bencilaminupurina que promueve el
crecimiento lateral de yemas; ademas las citocininas poseen accion sinérgica, como la
kinetina que estimula la division celular solo en presencia de auxinas (Pierik 1987; Hurtado
y Merino 1987; Rojas Garciduefias y Ramirez 1993; Taiz y Zeiger 2006).

La fenolizacion, causada por dafio mecanico, consiste en la oxidacion de fenoles exudados
por los tejidos vegetales, misma que es capaz de inhibir el crecimiento e incluso producir
la muerte de los tejidos. La funcién antioxidante del &cido ascorbico y otros compuestos
ayuda a contrarrestar tal efecto (Olmos et al. 2016). El objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto de seis medios de cultivo para el establecimiento in vitro de meristemos de papa -
variedad Purén-.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio.

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
Departamento de Ciencia y Produccién Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, Honduras.

Fuente del explante.

Para el establecimiento del cultivo in vitro se utiliz6 como explante meristemos apicales de
brotes de papa (Solanum tuberosum L.) -variedad Purén- (Figura 1). EI material vegetal fue
proporcionado en febrero de 2019 por la Direccion de Ciencia y Tecnologia Agropecuaria
(DICTA) adscrita a la Secretaria de Agricultura y Ganaderia (SAG) de Honduras. Los
tubérculos de donde se extrajeron los meristemos se almacenaron en oscuridad, en ambiente
no controlado y se eliminaron los brotes en la segunda semana de febrero para un
experimento previo y en la segunda semana de mayo para este experimento.

Figura 1. Manipulacion de brotes de papa.

Desinfeccién del explante.

Los brotes apicales de las papas se lavaron con agua potable y jabon mediante varios
enjuagues, posteriormente se desinfectaron con alcohol al 70% durante 5 segundos y se
dejaron reposar por 10 minutos en una solucion de NaOCI comercial al 20%
(volumen/volumen) (ingrediente activo 4.72%) + Tween™ 80, la cual se elimind con tres
enjuagues de agua destilada estéril dentro de la camara de flujo laminar.



Preparacion, siembra y manejo del material vegetal.

La siembra se realizé en condiciones de asepsia dentro de la cdmara de flujo laminar
horizontal encendida y desinfectada 20 minutos antes de iniciar el trabajo. Las pinzas y
bisturi fueron lavados con agua y jabon, desinfectados con etanol al 70% y esterilizados por
15 segundos con calor seco a 250 -300 °C. Con los instrumentos estériles y con ayuda del
estereoscopio se separaron los primordios foliares y se extrajo el meristemo apical (Figura
2).

Figura 2. Extraccién de meristemo apical de papa: A) brote B) meristemo sin primordios
foliares y C) meristemo apical sobre la punta de bisturi (aumento 30x).

Medio de cultivo.

Se utiliz6 el medio de cultivo de Murashige y Skoog (Cuadro 1) como medio base. Se
prepar6 los medios de cultivos con agua destilada y sus componentes seglin los
tratamientos, se midié el pH mediante el medidor “pHep® by HANNA” y se ajusté con
KOH o HCl a 5.8 0 a 5.6 seglin el tratamiento a evaluar. Se adicion6 1.8 g/L de Phytagel®
como agente gelatinizante. Se coloc6 10 mL de medio de cultivo en tubos de ensayo de 150
x 25 mm. Los medios se esterilizaron en el autoclave “Market Forge Sterilmatic STM — E”
por 20 minutos a 1 kg/cm?y 121°C.

Tratamientos evaluados.

Se evaluaron seis tratamientos (Cuadro 2). El testigo usado fue el medio de Murashige y
Skoog modificado por Lago Castro (1991) con 30 g/L de sacarosa y pH a 5.8 al cual se le
suplementd con acido ascorbico, acido giberélico, 6-bencilaminupurina y Kinetina, y
también se evalu6 el medio MS modificado por Lago Castro sin fitohormonas, pero con el
pH a 5.6 y 20 g/L de sacarosa.



Cuadro 1. Medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS) modificado para el establecimiento
in vitro de meristemos de papa —variedad Purén-.

Componentes Formula Nombre comun mg/L
Macroelementos NHsNO3 Nitrato de amonio 1650.000
KNOs Nitrato de potasio 1900.000
MgS0O4.7H20 Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
CaCl..2H20 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH2PO4 Fosfato monobaésico de potasio 170.000
Microelementos H3zBO3 Acido borico 6.200
CoCl2.6H20 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS04.5H20 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Kl Yoduro de potasio 0.830
MnS04.4H20 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300
Na:Mo004.2H.O Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS04.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600

FeNa EDTA Sal férrica sodica de 4cido 50.000
Etilendiaminotetraacético

Vitaminas Myo-inositol 100.000
Tiamina 0.1
Piridoxina 0.5
Acido nicotinico 0.5
Aminoéacido Glicina 2
Carbohidrato Sacarosa 30000

Fuente: Lago Castro (1991)

Cuadro 2. Tratamientos evaluados en el establecimiento in vitro de meristemos de papa —
variedad Purén-.

Acido Acido 6-bencilaminupurina  Kinetina
ascorbico giberélico (BAP) (K)
(A) (G)

Tratamientos mg/L
MS¥ 0.0 0.0 0.0 0.0
MS + A 3.0 0.0 0.0 0.0
MS + AG 3.0 2.0 0.0 0.0
MS + AGBAP 3.0 2.0 05 0.0
MS + AGK 3.0 2.0 0.0 0.5
MS20¢€ 0.0 0.0 0.0 0.0

*Medio MS modificado para el establecimiento de papa con 30 g/L de sacarosay 5.8 pH.
€Medio MS con 20 g/L de sacarosa y 5.6 pH.



Incubacion.
Los tratamientos se incubaron a 70% de humedad, 24-25 °C, 15 dias en oscuridad y luego
se expusieron a la luz a 4000 Lux hasta cumplir 60 dias después de establecimiento.

Variables evaluadas.
Los datos se tomaron a los 15 dias después del establecimiento. Luego se realizaron cada
siete dias hasta alcanzar 60 dias para cada tratamiento.

Las variables evaluadas fueron:
a) Fenolizacion de los explantes
b) Formacion de callo
c) Numero de nudos en tallo principal y secundarios
d) Altura de la plantula al dia 60 después de establecidas donde se midié cinco
repeticiones por cada tratamiento desde la base hasta el meristemo apical (Figura
3).

Figura 3. Medicion de la altura del tallo de Vitroplatt]la de papa desde la base hasta el
meristemo apical.

Disefio Experimental.
Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA). Se conto con seis tratamientos y 60
repeticiones por cada tratamiento para un total de 360 unidades observacionales.

Andlisis estadistico.

Para las variables evaluadas se realiz6 un Analisis de Varianza con separacion de medias
por la prueba de Duncan y nivel de significancia (P < 0.05). Para el analisis se uso el
programa estadistico “Statistical Analysis System” (SAS version 9.4%).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fenolizacion de los explantes.

Los explantes en todos los tratamientos no presentaron oxidacion de fenoles, por lo tanto,
en el cultivo de meristemos de papa no es necesario agregar acido ascorbico a los medios
de cultivo. Sin embargo, otras investigaciones indican que es beneficioso en algunos casos
como en el establecimiento de cafia de azucar, fresa y platano (Valdez Balero et al. 2002;
Sanchez Cuevas y Salaverria 2004; Canchignia Martinez et al. 2008). Ademaés, Toledo et
al. (1998) y Krikorian (1991) indican que, al ser los meristemos tejidos jovenes, estos son
menos susceptibles al oscurecimiento que los tejidos maduros.

Formacion de callo.

Los tratamientos MS y MS20 no formaron callo y desarrollaron directamente el tallo a
diferencia del resto de tratamientos que generaron el 60, 100 y 100% de explantes con callo
al dia 24 después del establecimiento. Luego continuaron con el desarrollo del tallo.

Segun Grout (1999), el desarrollo del brote directamente desde el meristemo evita la
formacion del tejido calloso. Sin embargo, evaluaciones demuestran que el acido giberélico
(1 mg/L) (Jiménez Barreto et al. 2009), kinetina (0.5 mg/L) (Hidrobo Luna et al. 2002) y
6-bencilaminupurina en diferentes concentraciones (Shriram et al. 2008) responden
positivamente a la formacion de callo. Esto se asemeja a los tratamientos que tuvieron las
concentraciones de acido giberélico 2 mg/L, 6-bencilaminupurina y kinetina 0.5 mg/L
respectivamente. Este callo permite su subcultivo para la regeneracion de 6rganos y
embriones de manera indirecta (Pierik 1987) por lo que podria ser usado para futuras
investigaciones.

Numero de nudos y altura promedio por vitroplantula.

Al dia 60 después del establecimiento, el tratamiento MS20 presenté mayor cantidad de
nudos y altura promedio por vitroplantula (Cuadro 3 y 4 y Figura 4) en comparacién al
medio propuesto por Lago Castro (1991) con 30 g/L de sacarosa y pH 5.8. Esto concuerda
con Tacoronte et al. (2017) que evalu6 el efecto de sacarosa en papa donde concluyé que
el tratamiento con 20 g/L de sacarosa y pH 5.6 presentdé mayor cantidad de nudos y
elongacién de tallo. Ademas, se observo que al estar los explantes en un medio con bajo
contenido de carbono, para su sobrevivencia, aseguran su crecimiento ante dicha carencia
con una alta actividad fisioldgica.



A pesar de que se reporta que el &cido giberélico induce elongacion de tallo y entrenudos
(Pierik 1987; Hurtado y Merino 1987), esto no se observo posiblemente por la combinacion
con 6-bencilaminupurina y Kinetina.

Cuadro 3. Promedio de nudos por vitroplantula como respuesta a acido ascorbico (A), acido
giberélico (G), 6-bencilaminupurina (BAP) y kinetina (K) en el establecimiento in vitro de
meristemos de papa —variedad Purén-.

Tratamientos Dias

28 35 42 49 56 60
MS 0.00 c¢c* 106 d 1.05 d 1.02 ¢ 336 b 387 bc
MS + A 0.25 c 153 bc 2.84 Dbc 234 ¢ 460 b 514 b
MS + AG 140 b 074 d 3.22 ab 243 ¢ 422 b 422 bc
MS+AGBAP 238 a 256 a 410 a 430 b 415 b 415 bc
MS + AGK 1.07 b 1.12 cd 2.02 cd 143 ¢ 218 b 211 c
MS20€ 214 a 2.13 ab 443 a 6.05 a 760 a 817 a
R? 0.49 0.38 0.51 0.44 0.40 0.42
CVv 6.69 6.26 9.54 11.25 14.15 15.15

Probabilidad 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001  0.0001 0.0001
€Medio MS con 20 g/L de sacarosa y 5.6 pH.
¥ Promedios con diferentes letras no son significativamente diferentes segln la prueba de
Duncan.

Cuadro 4. Altura promedio de tallo por vitroplantula al dia 60 después del establecimiento
in vitro como respuesta a acido ascorbico (A), acido giberélico (G), 6-bencilaminupurina
(BAP) y kinetina (K) en meristemos de papa —variedad Purén-.

Tratamientos Altura de tallo
(cm)
MS 7.05 ab*
MS + A 7.08 ab
MS + AG 448 b
MS + AGBAP 5.30 ab
MS + AGK 1.16 c
MS20¢ 8.00 a
R? 0.28
CVv 11.74
Probabilidad 0.0002

€Medio MS con 20 g/L de sacarosay 5.6 pH.
*Promedios con diferentes letras no son significativamente diferentes segin la prueba de
Duncan.



Figura 4. Efecto de acido ascérbico, acido giberélico, 6-bencilaminupurina y Kinetina en
meristemos de papa —variedad Purén- a los 60 dias después del establecimiento in vitro A)
MS, B) acido ascorbico (3.0 mg/L), C) acido ascérbico (3.0 mg/L) + &cido giberélico (2.0
mg/L) D) acido ascorbico (3.0 mg/L) + acido giberélico (2.0 mg/L) + 6-bencilaminupurina
(0.5 mg/L), E) &cido ascorbico (3.0 mg/L) + &cido giberélico (2.0 mg/L) + Kinetina (0.5
mg/L) y F) MS con 20 g/L de sacarosay 5.6 pH.



4. CONCLUSION

e El mejor medio para el establecimiento in vitro de meristemos de papa -variedad
Purén- es el MS sin fitohormonas con 20 g/L de sacarosa 'y pH a 5.6.
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5. RECOMENDACION

e Continuar evaluando el medio MS sin fitohormonas con 20 g/L de sacarosay pH a 5.6
en la etapa de multiplicacion.
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7. ANEXO

Anexo 1. Numero de unidades observacionales establecidas in vitro al dia 60.

Experimento 1 Cantidad %

Establecidos 360 100.00
Sin reaccion 138 38.33
Asépticos 222 61.66
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