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RESUMEN

El cultivo de Solanum tuberosum Grupo Phureja, junto con otros cultivares, hacen parte del
pilar de la economia y nutriciéon de los colombianos. Sin embargo, la falta de tecnificacion,
las fluctuaciones meteorologicas y la proliferacion de plagas conlleva a la disminucion del
rendimiento de produccién de la papa. Asi mismo, las diferentes variedades y genotipos de
la papa como la variedad “Puenda” no cuentan con adaptaciones para su supervivencia
generando pérdidas, a los agricultores, en la produccion de tubérculos. A partir de lo anterior,
la biotecnologia vegetal surge como una herramienta para contrarrestar este tipo de
situaciones adversas que afectan el rendimiento de los cultivos mediante la propagacion in
vitro. En este orden de ideas, el objetivo general de este estudio fue determinar el efecto
estimulante de los reguladores del crecimiento vegetal AG3, BAP y ANA en la propagacion
in vitro de la especie S. tuberosum Grupo Phureja variedad “Puenda” mediante la utilizacion
de brotes de tubérculos como explantes. Para ello, se empled brotes de tubérculos que se
sometieron a soluciones de 10 mg/L de AG3 por 3 horas como pretratamiento hormonal. Los
brotes generados se cortaron en el laboratorio de biotecnologia vegetal de la Universidad de
Pamplona y se sometieron al tratamiento de desinfeccion usando Tween-20 con hipoclorito
de sodio (NaOCl) a diferentes concentraciones (1; 3; 5,25 %) y a distintos tiempos (1, 5, 10
min). Posteriormente, los explantes establecidos se sembraron en un medio de cultivo
Murashige Skoog, 1962 (MS) con AGs3 (0,1 mg/L) y a diferentes concentraciones de BAP
(1,05 3,0; 5,0 mg/L) para inducir la formacion de brotes. Seguidamente, el material obtenido
se sembro en otro medio de cultivo MS con diferentes concentraciones de ANA (0,1; 0,5; 1,0
mg/L) para la fase de enraizamiento. En este sentido, los pardmetros evaluados fueron el

porcentaje de viabilidad, namero y longitud de brotes y de raices. Finalmente, los datos



obtenidos se procesaron en el software GraphPad Prism 9 y se realizo la prueba de Kruskal-
Wallis y se comprobd la significancia estadistica con el post hoc de Dunn’s para multiples
tratamientos. Se encontro que el tratamiento de desinfeccion mas efectivo fue el de méxima
concentracion (5,25 %) de NaOCl y a un menor tiempo (1 min) con una viabilidad del 70%.
Finalmente, los resultados mostraron que, tanto la formacion de brotes como el
enraizamiento, en este genotipo de papa criolla, no se ve afectado por los reguladores de
crecimiento. Por lo tanto, la variedad “Puenda” de S. tuberosum Grupo Phureja no depende
de fitorreguladores para su propagacion in vitro. En sintesis, esta variedad solo requiere la
aplicacion de sales basales MS al 100% de su concentracion, acido ascorbico (100 mg/L) y

sacarosa (30 g/L) para su propagacion.

Palabras claves: Propagacion in vitro, regulador de crecimiento, S. fuberosum Grupo

Phureja
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ABSTRACT

The cultivation of Solanum tuberosum Phureja Group, together with other cultivars, is a
mainstay of the Colombian economy and nutrition. However, the lack of technology, weather
fluctuations and the proliferation of pests have led to a decrease in potato production yields.
Likewise, the different potato varieties and genotypes such as the "Puenda" variety do not
have adaptations for their survival and end up dying, generating losses for the farmers of
these potato varieties. Based on the above, plant biotechnology emerges as a tool to
counteract this type of adverse situations that affect crop yields through in vitro propagation.
The general objective of this study was to determine the stimulating effect of the plant growth
regulators AGs, BAP and ANA in the in vitro propagation of the species S. tuberosum Phureja
Group "Puenda" using tuber sprouts as explants. For this purpose, tuber sprouts were
subjected to solutions of 10 mg/L. AG3 for 3 hours as a hormonal pre-treatment. The generated
shoots were cut in the plant biotechnology laboratory and subjected to disinfection treatment
using Tween-20 with sodium hypochlorite (NaOCIl) at different concentrations (1; 3; 5.25 %)
and at different times (1, 5, 10 min). Subsequently, the established explants were sown on
Murashige Skoog, 1962 (MS) culture medium with AG3 (0.1 mg/L) and at different
concentrations of BAP (1.0; 3.0; 5.0 mg/L) to induce shoot formation. Then, the material
obtained was sown in another MS culture medium with different concentrations of ANA (0.1;
0.5; 1.0 mg/L) for the rooting phase. In this sense, the parameters evaluated were the
percentage of viability, number and length of shoots and roots. Finally, the data obtained were
processed in GraphPad Prism 9 software and the Kruskal-Wallis test was performed and
statistical significance was tested with Dunn's post hoc for multiple treatments. The most

effective disinfection treatment was found to be the highest concentration (5.25%) of NaOCl
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and the shortest time (1 min) with a viability of 70%. Finally, the results showed that both
shoot formation and rooting in this creole potato genotype is not affected by growth
regulators. Therefore, the variety "Puenda" of S. tuberosum Grupo Phureja does not depend
on phyto-regulators for in vitro propagation. In summary, this variety only requires the
application of basal MS salts at 100% concentration, ascorbic acid (100 mg/L) and sucrose

(30 g/L) for its propagation.

Key words: In vitro propagation, growth regulator, S. tuberosum Phureja group.
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1. INTRODUCCION

1. Planteamiento del problema

El uso indiscriminado de la agricultura a nivel mundial ha conllevado a la pérdida de la
fertilidad de la tierra, al empobrecimiento de los paises en via de desarrollo y a la
proliferacion de agentes fitopatogenos que en ultimas terminan afectando las caracteristicas
organolépticas y, en el peor de los casos, acabando con los cultivos agricolas (Kome et al.,
2018, Pontes et al., 2020). Asi mismo, los factores climaticos inciden, a su vez, sobre esta
problematica dado que imponen condiciones meteorologicas adversas y hostiles como
fluctuaciones en la precipitacion, temperatura, humedad relativa y radiacion lo cual conlleva
a sequias, olas de calor, incendios e inundaciones que afectan no solo a los diferentes
ecosistemas, sino que también a los diferentes cultivos que se emplean en la agricultura (Del
Buono, 2021; Karimi et al., 2018). Por otro lado, la especie Solanum tuberosum grupo
Phureja (papa criolla), se distribuye en muchas regiones de Colombia de clima frio como
Narifio, Boyaca, Cundinamarca, Antioquia y los Santanderes (Minagricultura, 2020). Esta
distribucion se debe a que la especie es de facil manejo agrondmico, presenta tasas de
crecimiento y desarrollo rapidas, tiene elevado interés comercial y econdomico y es de alto
consumo debido a que contiene nutrientes esenciales que cumplen con los requerimientos
nutricionales basicos de los colombianos (CeronLasso et al., 2018; Narvaez-Cuenca et al.,
2018). A pesar de ello, los diferentes genotipos y variedades de S. tuberosum Grupo Phureja
son vulnerables a temperaturas bajas debido a que no poseen adaptaciones fisioldgicas como,
por ejemplo, la presencia elevada de enzimas desaturasas que aumentan la insaturacion de
los acidos grasos lo cual se traduce en un aumento de la fluidez de la membrana plasmatica

aun cuando la temperatura ambiental es baja (Berestovoy & Goldenkova-Pavlova, 2020; Kou
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et al., 2018). Sumado a ello, las practicas agronomicas del cultivo por parte de los operarios
son deficientes haciendo que la produccion de la especie tenga muchas limitaciones (Chilma
Fernandez, 2018). Asi mismo, las variedades de papa criolla se ven afectadas por
microorganismos como Rhizoctonia solani que causa chancro del tallo y sarna negra,
Phytophthora infenstans que produce la enfermedad del tizon tardio y los virus potato virus
Y (PVY), X (PVX) y potato leafroll virus (PLRV) que causan dafos irreversibles tanto en los
tubérculos como en las semillas de la papa (Chavarro-Mesa et al., 2021; Grisales-Vasquez &
Cotes-Torres, 2019; Mejia et al., 2020). Por lo tanto, a partir de lo anterior, surge la siguiente
pregunta: ;La implementacion de reguladores de crecimiento vegetal influye en la
propagacion in vitro de la especie Solanum tuberosum grupo Phureja variedad “Puenda”

empleando brotes de tubérculos?

Ho: Ninguno de los reguladores de crecimiento vegetal influyen en la propagacion in vitro
de la especie Solanum tuberosum grupo Phureja variedad “Puenda” empleando brotes de

tubérculos.

Ha: La aplicacion de los reguladores de crecimiento vegetal influyen en la propagacion in
vitro de la especie Solanum tuberosum grupo Phureja variedad “Puenda” empleando brotes

de tubérculos.

2. Justificacion

La aplicacion de la biotecnologia vegetal mediante la técnica de cultivo de tejidos vegetales
in vitro resulta ser una herramienta eficaz para solventar necesidades de tal indole, esto es,
contrarrestar los efectos que causan los fitopatogenos de manera in vivo, producir a gran
escala plantas seleccionadas y axénicas (Brar & Khush, 2021), controlar el rendimiento de

produccion mediante el uso de fitohormonas (Raspor et al., 2020), propagar a bajo costo este
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tipo de plantas agricolas sin tener que emplear areas grandes de siembra y mantener el acervo
genético de las especies mediante los bancos de germoplasma (Lézaro et al., 2021). En este
orden de ideas, el establecimiento y la propagacion en condiciones in vitro solo se ha utilizado
en las especies de papa Solanum tuberosum L (Moreno & Oropeza, 2017), pero muy poco en
las distintas variedades de los grupos cultivares como Phureja, Chaucha, Ajanhuiri,

Cortilobum, Andigenum, entre otros (Araque Barrera et al., 2018; Lopéz-Medina et al.,

2019).
3. Marco referencial
1. Marco conceptual

Solanum tuberosum Grupo Phureja segiin Machida-Hirano (2015) se caracteriza por ser
plantas semierectas, con una altura que oscila entre los 0,4 a 1,4 metros de altura, el grosor
del tallo tiene un rango de 5- 19 milimetros aproximadamente, hojas pinnadas, no tolerante
a las heladas, plantas adaptadas a la floracion y tuberizacion de tiempo corto, son diploides
y son organismos con tubérculos que brotan facilmente y de color amarillo tanto el exterior
del tubérculo como de la carne (de los Angeles Bohorquez-Quintero et al., 2022) . De igual
manera, su fenologia agrondmica se destaca por desarrollarse a una temperatura entre los 15
a 25 °C, humedad relativa del 70 a 80 %, pH moderadamente 4cido (5 a 6), precipitacion
minima de unos 900 mm cada afio y una altitud promedio de 2500 a 2900 msnm (Aksenova
et al., 2020) Asi mismo, esta planta tiene una gran distribucion en latinoamérica que va desde
México hasta el norte de Argentina; sin embargo, la especie silvestre es originaria de Peru y
es donde hay mas variedades de este cultivar (Marquez-Vasallo et al., 2020). No obstante,
cada pais posee actualmente diferentes variades de este grupo de papas debido a los cruces

realizados y a las adaptaciones que han tenido a los diversos ecosistemas. Tales adaptaciones



15

se ven reflejadas en la morfologia de las hojas, el color de las flores y las propiedades
organolépticas del tubérculo (Araque Barrera et al., 2018). En Colombia, este grupo de las
Phurejas se cultiva en distintas regiones del pais, en donde los lugares mas predominantes y
con una tasa de rendimiento elevada son: Cundinamarca, Boyacé y Narifio como se observa
en la figura 1 (Araque Barrera et al.,2018; FEDEPAPA & FNFP, 2022). En el caso de la
variedad “Puenda” es un genotipo de papa nativa de Colombia la cual es muy apetecida por
los colombianos por sus propiedades gastronomicas y organolépticas haciéndola un alimento
esencial de la canasta familiar. Cabe resaltar que la descripcion de la variedad y sus

caracteristicas seran profundizadas mas adelante.

Cundinamarca 36%
Boyaca 27%

Narifo 22%
Antioquia 5%

@ Santanderes 5%
Cauca 3%

® Tolima 0.2%
o Caldas 0.01%

Figura 1. Distribucioén departamental de la produccion de papa en Colombia (FEDEPAPA &

FNFP, 2021)
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En cambio, en Norte de Santander, la produccion no es tan notable dado que el cultivo de
papa esta en manos, en gran medida, de pequefios productores sin tecnificacion que equivale
al 95 % de los agricultores, seguidamente por los medianos productores con
semitecnificacion con un porcentaje del 4 % y finalmente por los grandes productores que
poseen tecnificacion, pero solo cuentan con el 1 % de los agricultores. En este sentido, los
municipios de Norte de Santander como Silos, Chitagd y Pamplona son los que tienen mayor
produccion de papa con un total de 58.920 toneladas (Ton). En donde Silos posee 1662
hectareas (Ha) con una produccion de 41.210 Ton, Chitaga con 942 Ha y 11.580 Ton y
Pamplona con 298 Ha y 5.920 Ton (FEDEPAPA & FNFP, 2020). En este sentido, Silos es el
municipio predominante en el cultivo papa criolla con un porcentaje del 52 %, seguidamente
de Chitagéa con un 16 %, Pamplona con un 15 %, Mutiscua con un 14 % y, por ultimo, Cacota
con un 3 % (FEDEPAPA & FNFP, 2022b). Empero, este cultivo tiene sus desventajas en
cuanto que es susceptible a plagas y fluctuaciones de variables climaticas debido a su
propagacion vegetativa (GIRALDO et al., 2022), esto es, al emplear una reproduccion
asexual se obtienen clones de una misma planta lo cual disminuye en gran medida el acervo
genético y, por ende, la capacidad de adaptacion se reduce y se vuelve fragil frente a este tipo

de presiones tanto abidticas como bidticas.

Por otro lado, la papa criolla tiene un valor de importancia muy alto dado que hace parte de
la canasta familiar de los colombianos debido a sus aportes nutricionales. Estos aportes se
traducen en grandes cantidades de carbohidratos (almidon), minerales esenciales como el K,
Ca, Zn, vitaminas como el 4cido ascorbico y otras sustancias como los antioxidantes,
carotenoides y fenoles. Ademas, de poseer un sabor agradable y de alta calidad culinaria

(Araque Barrera et al., 2018; Lazaro et al., 2021). En este orden de ideas, la papa ocupa el
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tercer lugar de area cosechada en el pais con 133.570 hectareas aproximadamente (27,4%) y
el primer lugar en produccion con unas 3.123.804 toneladas (48,8%). En general, este cultivo
participa con el 3,5 % del PIB agropecuario y genera cerca de 230 millones de empleos

directos como indirectos (Dane, 2020a).

En Norte de Santander, el area cosechada es relativamente bajo pues solo cuenta con 5.448
hectareas (4,1%) y produccion de 99.974 toneladas (3,2%) (Dane, 2020b). Asi pues, la papa
al ser un cultivo de gran importancia a nivel nacional debido a sus aportes nutricionales,
econdmicos y culturales como se menciond con anterioridad requiere de gran interés por
parte de la comunidad cientifica en la aplicacion de las herramientas biotecnologicas como
el cultivo in vitro y la edicion génica, ya sea con microorganismos como Agrobacterium
tumefaciens (Bruce & Shoup Rupp, 2019) o con herramientas como CRISPR/Cas (Mali &
Zinta, 2022) que se llevan a cabo en condiciones in vitro. Esta aplicabilidad al cultivo de papa
implicaria incrementar el rendimiento de produccion logrando resistencia no solo al estrés
abidtico sino que también al estrés bidtico como lo menciona Concepcidn-Hernandez (2018).
Todas estas ventajas que produce la biotecnologia potenciarian este producto de la canasta
familiar en un pais donde el cultivo de papa no esté tecnificado en su totalidad (FEDEPAPA
& FNFP, 2020b), presenta pérdidas en el rendimiento del 5 al 20 % por culpa de
microorganismos patdgenos (Mejia et al., 2020) y por heladas debido a las bajas temperaturas

(Song et al., 2021).

1. Variedad “Puenda”

Esta variedad de papa se caracteriza por presentar una altura no superior a los 58 cm, es
semierecta, tallo de color verde, la floracion se da aproximadamente a los 60 dias de haberse

sembrado, las flores son de pigmentacion morada y con forma de corola rotada, el tubérculo
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normalmente es redondo, el color predominante de la piel es el rojo intermedio y el

secundario el amarillo alrededor de los ojos, el color de la carne es amarillo y con ojos

profundos como se observa en la figura 2 (Moreno Mendoza et al., 2009).

Figura 2. Caracteristicas morfologicas de la especie Solanum tubersoum grupo Phureja
Variedad “Puenda”. a) tubérculos; b) Inflorescencia; c) flor; d) véstago de la planta e)

tubérculo en brotacion; f) hojas (Moreno ef al.,2009). Barra= 2 cm.
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2. Cultivo de tejidos vegetales in vitro

El cultivo in vitro de plantas o de tejidos vegetales es un compendio de técnicas
biotecnoldgicas que sirven no solo para la propagacion clonal a gran escala de organismos
vegetales, sino que también para el mejoramiento genético, produccion de metabolitos
secundarios, eliminacion de virus y conservacion del material genético a partir de un explante
o parte de la planta (Kher et al., 2020; Oseni et al., 2018; Teixeira da Silva et al., 2019). Asi
mismo, este material seleccionado debe estar bajo condiciones controladas de laboratorio
como, por ejemplo, la temperatura, radiacion, humedad relativa, fotoperiodo, pH, velocidad
de crecimiento, viabilidad bioquimica y regeneracion vegetativa mediante reguladores de
crecimiento (Hashim et al., 2021). Este proceso de propagacion se debe a la totipotencialidad
que tienen las células vegetales para generar un clon que tiene las mismas caracteristicas
genéticas del organismo original (Oseni et al.,2018). Sin embargo, para que las células
vegetales puedan lograr este proceso el explante debe crecer en un ambiente ideal (Prajwala
etal., 2021), es decir, en un medio con macro y micronutrientes, reguladores de crecimiento,
control de las variables fisicas y la esterilidad del medio (Abdalla et al., 2022). En este orden
de ideas, dependiendo de lo que se quiera llevar a término con el explante, se pueden realizar
6 tipos de técnicas de cultivo vegetal segiin lo expone Sudrez-Padron (2020): la
embriogénesis somatica directa e indirecta, la organogénesis directa e indirecta, la siembra
de meristemos y la micropropagacion. La embriogénesis directa consiste en someter a la
semilla a altas concentraciones de auxinas para generar varios embriones que daran como
resultado varios clones del mismo individuo (Oseni et al., 2018); sin embargo, la indirecta,
al someter a la semilla a concentraciones altas de reguladores de crecimiento provoca la

formacion de callo celular del cual apareceran mas embriones con las mismas caracteristicas
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genéticas del organismo original. Por otro lado, la organogénesis directa consiste en utilizar
un explante (hoja, peciolo, entrenudo, parte de raiz) con el objetivo de generar brotes, pues
cada brote sera un clon del organismo donador; en cambio, la indirecta entra en la fase de
callo celular para luego formar brotes que se convertiran en futuras plantulas clonales
(Abdalla et al., 2022). Diferente a lo anterior, estd la siembra de meristemos que es el mejor
método de propagacion. Esto se debe a que no requiere de tratamientos de desinfeccion
puesto que las células meristemdticas carecen de microorganismos patdgenos; no obstante,
el inconveniente que presenta esta técnica es el método de obtener el tejido vegetal debido a
corto tamafio. De igual manera, realizar una escision erronea provocara que la célula obtenida

pierda su totipotencialidad (Kher et al., 2020).
2.1 Medios de cultivo

Los medios de cultivo contienen todos los requerimientos nutricionales que necesita el
explante para crecer, desarrollarse y formar plantas clonales. Normalmente, estos medios
contienen tanto macro y micronutrientes, vitaminas como otros compuestos organicos de
vital importancia para la planta. Actualmente, hay una variedad de medios que se emplean
en el cultivo in vitro; no obstante, el medio por antonomasia para la propagacion de una gran
cantidad de especies en el laboratorio es el Murashige and Skoog (MS) el cual se destaca por

tener altas concentraciones de macronutrientes (Oseni et al., 2018; Phillips & Garda, 2019).

En contraste con lo anterior, este medio en particular no es apropiado para ciertas especies
como es el caso de las plantas forestales. Estas plantas no requieren de altas concentraciones
de macromoléculas y pueden generar patologias fisioldgicas por el exceso de sales, tales
como: la senescencia apical y la necrosis celular (Teixeira da Silva et al., 2020). Por

consiguiente, para evitar estos dafios en este tipo de vegetales, se utilizan otros medios no tan
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concentrados de sales como el Gamborg (G5), White (W) o el Woody Medium Plant (WMP)

(Abiri et al., 2020).

2.2.Seleccion del explante

Para que el establecimiento y la propagacién in vitro tengan resultados optimos el explante
debe tener ciertas condiciones necesarias, entre las cuales estan: la planta madre debe tener
una buena condicion fisioldgica, el explante debe ser juvenil, de tamafio mediano y cortado
en un angulo especifico (Kher et al., 2020). Empero, en muchas ocasiones no se cumplen
estas condiciones con organismos forestales o en peligro de extincion por lo cual el operario
debe optar por colectar el material disponible y someterlo a tratamientos de desinfeccion

fuertes (sin dafiar el tejido) para aumentar el éxito de propagacion.

2.3. Composicion de los reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento son compuestos quimicos que influyen en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Cabe resaltar que ciertas especies son capaces de liberar estos
reguladores de forma endogena cuando se estimulan bajo factores fisicos; mientras que otras,
los necesitan de manera exogena para realizar la elongacion, division, proliferacion y
diferenciacion celular. No obstante, los dptimos resultados dependen exclusivamente de la
concentracion que se use de estas fitohormonas puesto que en dosis altas como, por ejemplo,
en las auxinas, termina generando el efecto contrario; es decir, la inhibicion del crecimiento
y desarrollo de la planta. Asi pues, los reguladores que normalmente se utilizan en el cultivo

de tejidos vegetales estan: las citoquininas, auxinas y las giberelinas (Prajwala et al., 2021).
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2.3.1. Citoquininas

Este tipo de regulador de crecimiento estd encargado de la division celular, el desarrollo de
yemas axilares, la reduccion del envejecimiento de las hojas y en la interrupcion de la
dominancia apical. En efecto, estas citoquininas son producidas enddégenamente por las
plantas segun el estimulo fisico que se les dé; no obstante, en el cultivo in vitro son de vital
importancia debido a que el explante, en la mayoria de las ocasiones, no es capaz de liberar
estos compuestos endogenamente por lo que se agrega de forma exdgena para inducir la

formacion de brotes (Suarez Padréon, 2020).

2.3.2. Auxinas

Este regulador de crecimiento se destaca porque estimula en gran medida la dominancia
apical, el crecimiento y la division celular, el desarrollo meristematico, la induccion de raices
adventicias y la formacién de embriones somaticos. En el cultivo in vitro produce el
enraizamiento del explante cuando se aplica de forma exdgena. Las auxinas naturales que se
conocen son el acido indol acético (AIA) y el acido indol butirico (AIB); sin embargo,
también existen auxinas sintéticas como el acido naftalenacético (ANA) y el 2.4-
diclorofenoxiacético (2,4-D). La accién de estas auxinas estd determinada por la
concentracion que se utilice puesto que en grandes concentraciones de este regulador de

crecimiento puede generar la formacion de callos (Suédrez Padron, 2020).

2.3.3. Giberelinas

Las giberelinas son sustancias quimicas que producen en la planta el alargamiento o la
elongacion de los entrenudos mediante la induccion de la division celular. En este sentido, la

giberelina mas empleada es la AG3 la cual se agrega a los medios de cultivo in vitro para
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generar la elongacion de los segmentos nodales que han sido micropropagados y también en

la transformacion de los embriones somaticos en plantas. (Sudrez Padron, 2020).

2.4.Factores fisicos

Los factores fisicos que juegan un papel primordial en la propagacion in vitro son: la
temperatura, radiacion, humedad relativa, fotoperiodo y el pH. Todos estos factores pueden
afectar o beneficiar los procesos fisioldgicos del explante induciendo o anulando la
produccion de reguladores de crecimiento enddgenos que sirven para la diferenciacion

celular (Hashim et al., 2021; Prajwala et al., 2021; Sudrez Padrén, 2020).

2.4.1. Temperatura

La temperatura es una variable fisica que influye notablemente en la expresion y sintesis de
reguladores de crecimiento de forma endégena. Empero, este factor depende exclusivamente
del genotipo de la especie y el tipo de explante, ya que si se somete siempre a la misma
temperatura a todos los explantes y genotipos pueden ocurrir efectos secundarios como el
retardo en el crecimiento o la inhibicion del mismo. Por lo tanto, al emplear la temperatura
en el cultivo in vitro es de vital importancia revisar los trabajos e investigaciones realizadas
sobre la especie en particular para brindarle la temperatura éptima para su crecimiento y

desarrollo (Suarez Padron, 2020).

2.4.2. Humedad relativa

La humedad relativa (HR) es otro factor importante en la propagacién in vitro puesto que
permite, al igual que la temperatura, provocar en el explante la expresion y sintesis de
reguladores de crecimiento de manera endodgena. Por el contrario, esta variable puede

provocar también la proliferacion de microorganismos como los hongos que al final terminan
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dafiando el medio de cultivo y el explante empleado. Por consiguiente, tanto el medio de
cultivo como el explante deben estar lo mas axénico posible para que al emplear este factor
en alta proporcion (80% HR) pueda generar el efecto deseado que se menciond con

anterioridad (Suérez Padron, 2020).

2.4.3. Fotoperiodo

El fotoperiodo es la duracion de la luz y oscuridad en el ciclo circadiano. En el caso de las
plantas, esta variable fisica influye tanto en el crecimiento como en el desarrollo de éstas. Sin
embargo, tal efecto depende de circunstancias internas como externas. En las internas, se
halla el genotipo y la parte hormonal de las plantas; mientras que, en las externas, se
encuentran factores como la intensidad, duracion y calidad de la luz, la temperatura y
humedad relativa. Asi pues, como se menciond con antelacion, el fotoperiodo depende de
ciertas condiciones que son determinadas principalmente por el genotipo de la especie. No
obstante, los valores de referencia del fotoperiodo son: 16/8; 14/10 y 12/12 los cuales se
aplican en la mayoria de las plantas cultivadas in vifro obteniendo valores significativos en

la induccion de brotes y raices (Prajwala et al., 2021).

2.4.4. pH

El pH es otro factor importante en el cultivo in vitro ya que permite la absorcion y la
traslocacion de las sustancias quimicas empleadas como los macro y micronutrientes, las
vitaminas y otros compuestos a toda la planta. Normalmente, se maneja un pH que oscila
entre los 5,4 a los 6 puesto que es el pH Optimo de absorcion por parte del explante. Un pH

menor a 5 puede hacer que los nutrientes no se absorban y que el gel no se solidifique por
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completo provocando que el explante no se establezca en el medio de cultivo (Suarez Padron,

2020).

2.4.5. Radiacion

Esta variable fisica juega un papel importante en el crecimiento, desarrollo y obtencion de
metabolitos secundarios de las plantas en condiciones in vitro. Sin embargo, este elicitor
puede causar efectos nocivos segun la longitud de onda de la luz generando estrés en el
organismo y provocando la liberaciéon de otras sustancias no deseables como alcaloides,
fenoles, flavonoides y terpenoides. Entre estas longitudes de onda se encuentra la ultravioleta
(UV), la cual estimula la produccion de metabolitos secundarios en una plétora de cultivos.
Esta luz UV se divide en tres: UV-A (320 a 390 nm), UV-B (280 a 320 nm) y UV-C (menor
a 280 nm). Todo este rango de luz incide sobre los procesos fisiolodgicos y bioquimicos de las

plantas sometidas a condiciones de laboratorio (Hashim et al., 2021).

2.4.6. Oxidacion de los explantes

La oxidacion es el proceso mediante el cual el tejido sufre un proceso de ennegrecimiento y
oscurecimiento debido a la liberacion de compuestos quimicos concentrados como los
polifenoles debido a estimulos estresantes. Esta respuesta fisiologica les permite a ciertas
especies vegetales defenderse de los organismos herbivoros; sin embargo, en condiciones in
vitro este proceso termina siendo desfavorable porque en ultimas termina dafiando al explante
0, en otras palabras, induciendo la muerte celular del tejido. Para contrarrestar este efecto
adverso se emplean sustancias quimicas como los antioxidantes que mitigan la oxidacion del

tejido y salvaguardan el material seleccionado. Los antioxidantes mas utilizados son: el acido
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ascorbico (100 mg/L), el &cido citrico (150 mg/L) y el carbon activado (3g/L) (Teixeira da

Silva et al., 2019).

3. Estado del arte

1. Antecedentes internacionales

Medio + Regulador (mg/L)
Especie Técnica Explante | Multiplicacién Referencias
Enraizamiento
de brotes
S.
tuberosum Segmentos MS + AGs; Ms + AG; Lazaro et
Micropropagacion
Grupo nodales (0,5) (0,5 al., 2021
Phureja
S. MS + AGs MS + AG3 Lopéz-
Segmentos
tuberosum | Micropropagacién (0,5) + AIA (0,5) + AIA Medina et
nodales
0,2) 0,1) al., 2019
S.
MS + AG3 MS + AG3 Diaz-
tuberosum Yemas
Micropropagacion (0,1) + KIN (0,1) + KIN Pillasca et
Grupo axilares
(0,5) (0,5) al., 2022
Chaucha

Tabla 1. Resumen de los trabajos a nivel internacional realizados en micropropagacion de S.

tuberosum

A partir de la tabla 1 se evidencia de manera resumida los trabajos realizados en la especie S.

tuberosum en relacion con la propagacion in vitro. En este sentido, el medio mas utilizado
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por los distintos investigadores es el MS; sin embargo, utilizan distintas fitohormonas y a
diferentes concentraciones para lograr el objetivo planteado. Asi pues, tanto para la induccién
de brotes como el enraizamiento de los explantes utilizan AG3 combinados con otros
reguladores de crecimiento como el AIA o la KIN. En este sentido, se manifiesta que el
explante que mas se utiliza son los segmentos nodales dado que esta parte del 6rgano del tallo

es mas resistente a la oxidacion provocada por los agentes de desinfeccion.

2. Antecedentes nacionales

Medio + Regulador (mg/L)
Especie Técnica Explante | Multiplicacion Referencias
Enraizamiento
de brotes
S.
Araque
tuberosum Segmentos MS + ANA MS + AIB
Micropropagacion Barrera et
ssp nodales (0,02) (0,05)
al., 2018
Andigena
S.
MS + BAP
tuberosum Segmentos Villa et al.,
Micropropagacion (0,04) + AG; | No evaluado
Grupo nodales 2007
01)
Phureja
S.
tuberosum Barrero-
Grupo Segmentos MS + AG3 farfan &
Micropropagacion No evaluado
Phureja nodales (0,1) giraldo,
“Criolla 2008
Colombia”
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S.
tuberosum
MS + ZR (2) Bernal &
Grupo Segmentos
Micropropagacion + AG; (0,02) No evaluado Giraldo,
Phureja nodales
+ ANA (0,02) 2004
“Criolla
Colombia”

Tabla 2. Resumen de los trabajos a nivel nacional realizados en micropropagacion de S.

tuberosum

A partir de la tabla 2 se visualiza los resimenes de los trabajos realizados en propagacion in
vitro de la especie S. tuberosum en el pais. Cabe resaltar que las investigaciones sobre esta
especie y sus variedaes es limitado en Colombia y, a su vez, no se encuentran escritos
cientificos recientes sobre esta tematica excepto por el trabajo realizado por Araque Barrera
et al.2018. En este orden de ideas, el investigador mencionado con anterioridad se enfoco en
la estandarizacion del protocolo de propagacion in vitro de la subespecie S. tuberosum ssp
Andigena. Por el contrario, el resto de las publicaciones se basaron en la propagacion in vitro
para la induccion de brotes en la especie con el objetivo de hacer pruebas de manipulacion
genética con Agrobacterium tumefaciens. Es por ello, que no se observa en sus trabajos el

resto de las fases que conlleva la propagacion de tejidos vegetales.
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4. OBJETIVOS

4.2. Objetivo general

4.2.1. Determinar el efecto estimulante de los reguladores del crecimiento vegetal AGs,
BAP y ANA en la propagacion in vitro de la especie Solanum tuberosum Grupo
Phureja variedad “Puenda” mediante la utilizacion de brotes de tubérculos como
explantes.

4.3. Objetivos especificos

4.3.1. Evaluar el efecto de los diferentes tratamientos de desinfeccion superficial en el
establecimiento in vitro de S. tuberosum grupo Phureja variedad “Puenda”.

4.3.2. Analizar el efecto que tiene la combinacion de AGs con diferentes concentraciones
de BAP en la induccién de brotes de S. tuberosum grupo Phureja variedad
“Puenda”.

4.3.3. Estimar el efecto del ANA a diferentes concentraciones en el enraizamiento de los

brotes de S. tuberosum grupo Phureja variedad “Puenda”.
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5. METODOS
La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivos Vegetales in vitro GBV de la
Universidad de Pamplona a partir de tubérculos de la variedad “Puenda” de la especie
Solanum tuberosum Grupo Phureja.

5.2. Obtencion del material

Se recolectaron tubérculos de la variedad “Puenda” en el mercado principal de Pamplona,

Norte de Santander en excelentes condiciones fitosanitarias.

5.3. Pretratamiento hormonal

Las papas de la variedad “Puenda” se sometieron a soluciones de AGs a una concentracion
de 10 mg/L y por 3 horas para romper la dormancia y la brotacion unica siguiendo el
procedimiento de Huamén et al. (2017) el cual se modifico el tiempo de exposicion a la

hormona (figura 3). Finalmente, se depositaron en frascos plasticos con agua destilada por

10 dias para acelerar el crecimiento de los brotes (figura 4).

Figura 3. Tubérculos de la variedad “Puenda” de la especie Solanum tubersoum Grupo

Phureja sometidas a concentracion hormonal de AG3
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Figura 4. Tubérculos de la variedad “Puenda” de la especie Solanum tubersoum Grupo

Phureja colocados en vasos plasticos con agua destilada. Barra=2 cm

3.3. Fases de propagacion

3.3.1. Fase de desinfeccion

Los brotes de los tubérculos se llevaron al laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad de Pamplona y se cortaron a una longitud entre 1 a 3 cm de largo
aproximadamente removiendo raices y hojas. Finalmente, se agregaron los brotes
seccionados en frascos con soluciones de hipoclorito de sodio (NaOCl) al 1,3y 5,25 % ya
diferentes tiempos de exposicion 1, 5, 10 min combinados con 3 gotas de Tween 20 (Tabla
3). Posteriormente, se efectuaron 3 lavados con agua destilada para retirar del tejido el exceso
de desinfectante y evitar la oxidacion de los explantes. El material utilizado se establecio en
el medio MS, en frascos de vidrio, suplementado con 30 g/L de sacarosa, 7 g/L de agar, 100
mg/L. de acido ascorbico, 0.1 mg/L de AGs y pH ajustado a 5,8. Todo este proceso fue

realizado en una cabina de flujo laminar para garantizar una mayor asepsia.



32

Tratamiento Tween 20 (gotas) Concentracion (%) Tiempo (min)
Al 3 5,25 1
A2 3 3 5
A3 3 1 10

Tabla 3. Tratamientos de desinfeccion (D) in vitro de S. tuberosum Grupo Phureja variedad

“Puenda”

3.2.2. Fase de induccion de brotes

Los explantes viables obtenidos de la fase anterior se emplearon para esta fase. En este
sentido, el material seleccionado se establecid en el medio MS, en frascos plasticos,
suplementado con 30 g/L de sacarosa, 7 g/L de agar, 100 mg/L de acido ascérbico, 0.1 mg/L
de AG;, a diferentes concentraciones de BAP para la induccion de brotes (Tabla 4) y pH
ajustado a 5,8. Los explantes fueron incubados en una cdmara de crecimiento con fotoperiodo

(16/8) h de luz/oscuridad, temperatura de 20 +/- 2 °C y humedad relativa del 80 %.

Tratamiento AGs (mg/L) BAP (mg/L)
B1 0,1 1,0
B2 0,1 3,0
B3 0,1 5,0
Control 0,1 0,0

Tabla 4. Combinacion de reguladores hormonales en la induccion de brotes (B) in vitro de

S. tuberosum Grupo Phureja “Variedad Puenda”
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3.2.3. Fase de enraizamiento

Los brotes obtenidos de la fase de induccidn se escindieron en la cdmara de flujo laminar y
se colocaron en frascos plasticos con medio de cultivo MS, con 30 g/L de sacarosa, 7 g/L de
agar, 100 mg/LL de é&cido ascérbico, a diferentes concentraciones de ANA para el
enraizamiento (Tabla 5) y pH ajustado a 5,8. Los explantes fueron incubados en una camara
de crecimiento con fotoperiodo (16/8) h de luz/oscuridad, temperatura de 20 +/- 2 °C y

humedad relativa del 80 %.

Tratamiento ANA (mg/L)
C1l 0,1
C2 0,5
C3 1
Control 0,0

Tabla 5. Dosis del regulador de crecimientos en el enraizamiento (C) in vitro de S.

tuberosum Grupo Phureja “Variedad Puenda”

3.3. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos del tratamiento de desinfeccion se emplearon para calcular el porcentaje
de viabilidad y su significancia estadistica. Asi mismo, los datos de las mediciones del
numero y tamafio de brotes y raices fueron sometidos a la prueba de Normalidad de Shapiro-
Wilk donde se determiné el comportamiento de los datos para saber qué estadisticos emplear.
Posteriormente, se realizo la prueba de Kruskal-Wallis y se comprobd6 estadisticamente con
el post hoc de Dunn’s para multiples tratamientos. Cabe resaltar que los datos fueron tratados

con el programa GraphPad Prism 9.
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6. RESULTADOS

6.2. Pretratamiento hormonal

La aplicacion de soluciones de AGs a una concentracion de 10 mg/L y por un tiempo de
exposicion de 3 horas permitio el rompimiento de la dormancia y la brotacion tnica de los
tubérculos de la variedad “Puenda” (figura 5), con lo cual se pudo obtener la mayor cantidad

de brotes posibles de este tubérculo en 2 semanas para llevar a término este trabajo

investigativo.

Figura 5. Brotacion multiple de los tubérculos de la especie Solanum tuberosum Grupo

Phureja variedad “Puenda”. Barra=2 cm

6.3. Fases de propagacion

6.3.1. Fase de desinfeccion

Pasados los 20 dias de la siembra del material se realizo el conteo de los explantes que no
manifestaron algtn tipo de contaminacion por microorganismos o por oxidacion (Figura 6).
En este sentido, el tratamiento que exhibi6 una mayor viabilidad fue tratamiento A1 con un
porcentaje de viabilidad del 70 % mostrando diferencias estadisticamente significativas. En

este sentido, se comprobo estas diferencias del tratamiento A1 con los demas tratamientos.
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Sin embargo, los demas tratamientos fueron ineficaces en el control de la contaminacion

generando un porcentaje de viabilidad por debajo del 50 % (Tabla 5; figura 7).

Tween 20 %
Tratamiento Concentracion (%)  Tiempo (min)
(gotas) Viabilidad
Al 3 5,25 1 70%**
A2 3 3 5 30*
A3 3 1 10 10"

Nota: n= 80; los datos fueron analizados mediante el test de Kruskal-Wallis y se
compararon los tratamientos con la prueba post hoc Dunn’s para multiples comparaciones a
un nivel de significancia de p < 0,05. Los (*) manifiestan el nivel de significancia entre los

tratamientos en relacion con el porcentaje de viabilidad.

Tabla 6. Porcentaje de viabilidad de los brotes de S. tuberosum Grupo Phureja variedad

“Puenda” sometidos a varias concentraciones de hipoclorito de sodio (NaOCl) y a

diferentes tiempos de exposicion

Figura 6. Establecimiento in vitro de los brotes de S. tuberosum Grupo Phureja variedad

“Puenda”. Barra=2 cm
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Figura 7. Diferencias entre el porcentaje de viabilidad de los brotes de S. tuberosum Grupo
Phureja variedad “Puenda” sometidos a varias concentraciones de hipoclorito de sodio

(NaOCl) y a diferentes tiempos de exposicion

6.3.2. Fase de induccion de brotes

Luego de 3 semanas de establecidos los explantes en los medios de induccidn de brotes se
evidencid que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos ni
con el control (Figura 9). En efecto, la brotacion maxima en promedio fue de 1; mientras que
la longitud maxima, fue de mas o menos 2 cm (Tabla 7). Asi mismo, la variable longitud
tampoco exhibio diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos ni con el

control (Figura 10).
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AGs3 BAP Brotes Longitud
Tratamiento
(mg/L) (mg/L) #) (cm)
B1 0,1 1,0 0,83+0,30"™ 1,92+0,42™
B2 0,1 3,0 1,13+0,48"™ 1,93 +0,52"
B3 0,1 5,0 0,76 £0,37™ 1,89 +0,52"™
Control 0,1 0,0 0,80 + 0,45 2,17 +0,89

Nota: n= 80; los datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis y se
compararon los tratamientos con la prueba post hoc Dunn’s de multiples comparaciones a un
nivel de significancia de p < 0,05. Los (*) manifiestan el nivel de significancia entre los
tratamientos en relacion con el nimero de brotes y su longitud. Las letras (") indican que no

hubo diferencias significativas entre los tratamientos ni con el control.

Tabla 7. Numero y longitud de brotes de S. tuberosum Grupo Phureja variedad “Puenda” al

combinar dos reguladores de crecimiento

Figura 8. Formacion de brotes de S. tuberosum Grupo Phureja variedad “Puenda” a los 20

dias después de la siembra. Barra= 2 cm.
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Figura 9. Diferencias entre el nimero de brotes de S. fuberosum Grupo Phureja variedad

“Puenda” al combinar dos reguladores de crecimiento
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Figura 10. Diferencias entre la longitud de los brotes de S. tuberosum Grupo Phureja

variedad “Puenda” al combinar dos reguladores de crecimiento
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6.3.3. Fase de enraizamiento

Después de 3 semanas de la induccidon de brotes se determind que, mediante la prueba de
Kruskal-Wallis, en el nimero de raices, hubo diferencias estadisticamente significativas con
un p<0,05. Asi pues, para saber cudles grupos exhibieron estas diferencias se empled el post
hoc de Dunn’s para multiples tratamientos. En este sentido, el tratamiento C3 manifesto
diferencias significativas solo con el tratamiento C1 en el numero de raices, pero no con el
tratamiento C2 ni con el control. Mientras que los tratamientos C1 y C2 no mostraron
diferencias con el control (Figura 11). En este sentido, la maxima cantidad de raices en
promedio fue de 11,73 (C3) aunque fue el tratamiento que manifestd la menor longitud
promedio de las raices (0,80 cm); por el contrario, el tratamiento que exhibié mayor longitud

media fue C1 (4,68 cm) pero la cantidad de raices fue similar al control (Tabla 8).

Por otro lado, en la variable longitud de raices también se presentd diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) mediante el uso de la prueba de Kruskal-Wallis. De
igual manera, se comprobd estas diferencias con el post hoc de Dunn’s para multiples
tratamientos. En este sentido, el tratamiento C1 exhibidé diferencias entre los demas
tratamientos pero no con el control. Finalmente, el tratamiento C3 fue el que mostrd
diferencias con el control dado que fue el tratamiento que desarrolld la longitud minima

promedio de las raices. (Figura 12).
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ANA Raices Longitud (cm)
Tratamiento
(mg/L) (#)
C1 0,1 10,23 + 1,45* 4,68 + 0,39***
C2 0,5 11,50 £ 1,57™ 1,19 £ 0,12
C3 1,0 11,73 £ 2,15 0,80 + 0,11***
Control 0,0 10,40 + 1,93 3,09+ 0,24

Nota: n= 60; los datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis y se
compararon los tratamientos con la prueba post hoc Dunn’s de multiples comparaciones a un
nivel de significancia de p < 0,05. Los (*) manifiestan el nivel de significancia entre los
tratamientos en relacion con el numero de raices y su longitud. Las letras (™) indican que no

hubo diferencias significativas entre los tratamientos ni con el control.

Tabla 8. Numero y longitud de raices de S. tuberosum Grupo Phureja variedad “Puenda” al

emplear un fitorregulador de crecimiento

Figura 11. Formacion de raices de S. tuberosum Grupo Phureja variedad “Puenda” a los 20

dias después de la siembra. Barra= 2 cm.
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Figura 12. Diferencias entre el nimero de raices de S. tuberosum Grupo Phureja variedad

“Puenda” al utilizar un fitorregulador de crecimiento
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Figura 13. Diferencias entre la longitud de las raices de S. tuberosum Grupo Phureja

variedad “Puenda” al utilizar un fitorregulador de crecimiento
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7. DISCUSION

5.5. Pretratamiento hormonal

Todos los tubérculos de la especie Solanum tuberosum Grupo Phureja variedad “Puenda”
manifestaron una brotacion multiple y rapida en este estudio como se observa en la figura 5.
Este se debid al efecto provocado por la aplicacion de la concentracion de 10 mg/L del
regulador de crecimiento AGs y al tiempo de exposicion (3h). ahora bien, de no haberse
implementado el AG3 es probable que los resultados hubiesen sido contrarios, esto es, la
aparicion de brotes unicos y un mayor tiempo para la formacion de los brotes. En este sentido,
Degebasa (2020) encontré diferencias estadisticamente significativas en los tiempos de
emergencia y numero de brotes de Solanum tuberosum al aplicar distintas soluciones de este
regulador de crecimiento. Obteniendo que la concentracion de 50 mg/L tuvo el mejor
resultado respecto al control. De igual manera, Ahimed K ef al. (2022) también encontraron
que la aplicacion de soluciones de AG3 (30 y 70 mg/L) redujo significativamente la latencia
de los brotes, pero no en el nimero de brotes. Por lo tanto, hay divergencias entre estos
estudios con el de este trabajo en relacion con la brotacion multiple empleando GA3. Asi
mismo, se debe tener en cuenta que cada variedad de papa responde de distintas maneras a
los reguladores de crecimiento debido a la variabilidad génica de las especies y, por ende, los
resultados no siempre serdn similares. De igual forma, las investigaciones mencionadas
dejaron los tubérculos por periodos de tiempo cortos (menores a 30 min). A diferencia de este
trabajo que se dejaron por un lapso de 3 horas. De lo anterior, surge la siguiente hipotesis: el
tiempo de exposicion prolongado al regulador de crecimiento influye en la formacién de
multiples brotes. Por consiguiente, es necesario probar diferentes tiempos de exposicion del

AGs; para determinar la influencia del tiempo en la formacion del nimero de brotes. En
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general, la aplicacion de soluciones de AGs es indispensable en la reduccion de la latencia de
los brotes, con lo cual se puede acelerar el proceso de brotacion y, por ende, obtener

resultados mas rapidos.

A partir de lo anterior, se puede afirmar que el retardo en la formacion de brotes se debe al
letargo o dormancia que posee el tubérculo. Este suceso es provocado por otro regulador de
crecimiento conocido como &cido abscisico (ABA) el cual, en esta etapa de latencia, se
encuentra en altas concentraciones dentro del tubérculo y ejerce un efecto inhibitorio sobre
el ciclo celular con la finalidad de evitar la brotacion apical cuando las condiciones
ambientales no son las idoneas (Haider et al., 2022). En otras palabras, el ABA reprime la
actividad de los complejos quinasas dependientes de ciclinas (CDKA) impidiendo la entrada
a la fase S del ciclo celular. Es por esto que, el acido giberélico (AGs3), al bloquear la accion
del ABA, tiene lugar la expresion de citoquininas enddgenas permitiendo la entrada de las
células a la division celular. Por lo tanto, la multiplicacién celular inducida por el AG;3 da

origen a los multiples brotes (Che ef al., 2022; Tuan et al., 2018).

5.6. Fase de propagacion

5.6.1. Fase de desinfeccion

Se comprobo estadisticamente que el tratamiento A1 (figura 7) exhibi6 la mayor desinfeccion
del material con un porcentaje del 70%; mientras que el 30 %, se debi6 a la contaminacién
por microorganismos. Este resultado correspondio a la alta concentracion (5,25 %) de NaOCl
y menor tiempo de exposicion. En este sentido, Mora et al. (2022) obtuvieron un porcentaje
de viabilidad superior al 30 % aplicando NaOCl al 5,25 % por 10 min en 16 genotipos de

papa nativa del Grupo Andigena. Por el contrario, Araque Barrera et al. (2018) obtuvieron
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un porcentaje de viabilidad del 100 % empleando NaOCI al 10 % por 20 min en las
variedades de papa Diacol Capiro y Parda Pastusa. Ahora bien, los resultados son divergentes
dado que se aplican diferentes concentraciones de NaOCI a diversos tiempos y, a su vez, las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las papas evaluadas son contrastantes. Por tal
motivo, cada variedad requiere de un protocolo de desinfeccion especifico para poder lograr
un alto porcentaje de establecimiento en condiciones de laboratorio. En suma, el uso de
NaOCl en procesos de desinfeccion resulta indispensable en la propagacion in vitro de las

variedades de Solanum tiberosum.

En este orden de ideas, el NaOCI es un desinfectante altamente oxidante y al estar en dosis
altas permite la eliminacion de los microorganismos indeseados incluyendo las estructuras
vegetativas como las esporas. Sin embargo, también genera dafos o lesiones en el tejido
provocando la oxidacion del mismo o la pérdida de la viabilidad celular (Cuba-Diaz et al.,
2022). Por consiguiente, es de vital importancia el correcto implemento de las dosis y los
tiempos de exposicion para lograr la desinfeccion del material y, a su vez, evitar la oxidacion
del tejido. En concordancia con lo anterior, existen otras sustancias de desinfeccion que
podrian ser utilizar en este trabajo como el hipoclorito de calcio (CaOCl), el alcohol al 70
%, la yodopovidona y el HgCl (Suarez Padron, 2020). En el caso del CaOCl;, Santos et al.
(2019) encontraron que no existen diferencias estadisticamente significativas con el NaOCl
en la desinfeccion de semillas. No obstante, la desinfeccion con NaOCI resulta mas factible
que con CaOCl; en relacidon con el costo-beneficio. Por el contrario, el alcohol al 70 % no
elimina las estructuras vegetativas como las esporas, la yodopovidona termina siendo
altamente oxidante para el tejido y el HgCl es una sustancia toxica no solo para el tejido, sino

que también para el medio ambiente (Suarez Padrén, 2020). Por ende, el mejor desinfectante
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para eliminar los microorganismos y sus estructuras vegetativas sin causar dafos severos al

tejido y al medio ambiente termina siendo el NaOCI.

Por otro lado, se debe tener en cuenta que la contaminacion por microorganismos es dificil
de controlar en su totalidad dado que el material recolectado provino de lugares con poca o
nula asepsia y muchos patdgenos encuentran las formas para sobrevivir a los tratamientos de
desinfeccion. Es por ello, que el 30 % de la contaminacioén obtenido en el trabajo se haya
dado por tal razén. Asi pues, se podria pensar que las investigaciones mencionadas con
anterioridad, en la fase de desinfeccion, aplicaban concentraciones altas de NaOCI por
tiempos largos para eliminar la totalidad de los patogenos albergados en los brotes. No
obstante, se debe tener en cuenta que la resistencia del material a la desinfeccion depende del

genotipo, estado fisioldgico y morfologia del explante (Genene et al., 2018).

5.6.2. Fase de induccion de brotes

En esta fase de propagacion los explantes empleados no exhibieron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos ni con el control en la formacion de
brotes y longitud de estos como se visualiza en la figura 9 y 10. Este resultado es congruente
con el de Araque et al. (2018), Lopez-Medina et al. (2019), Lopez-Medina et al. (2020) y
Lazaro et al. (2021) dado que en sus trabajos no encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos con el control empleando reguladores de crecimiento en
las variables de longitud y nimero de brotes. Finalmente, concluyen que las variedades de la
especie S. tuberosum pueden propagarse in vitro sin la necesidad de fitorreguladores. Por el
contrario, Singh et al. (2017) obtuvieron la mayor formacién de brotes de los genotipos Kufti
Bahar y Kuftri Surya de S. tuberosum empleando BAP (1,5 mg/L) y Sulfato de Adenina

(AdSO4: 25 mg/L). Asi mismo, Kazemiani et al. (2018) encontraron que el maximo nimero
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de brotes obtenidos de S. tuberosum se consiguid aplicando vitaminas (nicotinamida,
piridoxina y tiamina) combinadas con BAP (4 mg/L). Por su parte, KUMLAY et al. (2021)
descubrieron diferencias estadisticas significativas combinando mas de dos reguladores de
crecimiento en las variedades “Caspar”, “Granola” y “Pasinler-92” de S. tuberosum, en donde
el mayor numero y longitud de los brotes, en todas las variedades, lo obtuvo la combinacién
de AG3 (0,1 mg/L), ANA (0,1 mg/L) y JA (0,5 mg/L). A partir de lo anterior, se puede afirmar
que las variedades de S. tuberosum pueden o no depender del uso de fitorreguladores para
optimizar los procesos de brotacion multiple y elongacion. En efecto, esta dependencia se
subordina a factores como el genotipo, la morfologia, el estado fisioldgico, la calidad y tipo
del explante de la variedad de papa. Por ende, las respuestas de las variedades de S. tuberosum
son distintas al ser sometidas a concentraciones de reguladores hormonales (Hajare ef al.,
2021). En suma, la variedad “Puenda” del Grupo Phureja de la especie S. tuberosum termina
siendo viable su propagacion in vitro debido al costo-beneficio dado que no requiere de la
aplicacion de reguladores de crecimiento para estimular la induccion de brotes. Asi mismo,
esta variedad se puede multiplicar masivamente para estudios de modificacion génica y para

la conservacion del acervo genético.

En concordancia con lo anterior, Raspor et al. (2020) encontraron grandes cantidades de
citoquininas (CK) isoprenoidicas enddgenas en brotes de tubérculos de S. fuberosum
cultivados in vitro, en donde las CK mas abundantes fueron la isopenteniladenina (iP) y la
zeatina en forma cis (cZ). A partir de lo anterior, se deduce que la induccién de brotes, en la
mayoria de las variedades de papa nativa, no requiere de fuentes externas de fitorreguladores;
sino que, por el contrario, las concentraciones internas son suficientes para estimular este

proceso. Asi pues, estas CK promueven en las células del explante la division, expansion u
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proliferacion celular, neoformacion de 6rganos y el desarrollo de los cloroplastos. Todos estos
mecanismos son controlados por las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), implicadas
en la regulacion del ciclo celular, las cuales son activades por la presencia de las CK
endogenas como exogenas (Saidi & Hajibarat, 2021). En sintesis, las citoquinas inducen la
expresion de la proteina quinasa cdc2, esta a su vez promueve la division y la
desdiferenciacion celular lo cual provoca que las células se tornen totipotentes para luego
diferenciarse en el tejido especifico. Por lo tanto, las CK ya sean enddgenas como exdgenas

generar la formacion de brotes (Bidabadi & Jain, 2020).

5.6.3. Fase de enraizamiento

En esta fase se evidencié que hubo diferencias estadisticamente significativas en la longitud
de la raiz entre el tratamiento C1 (4,68 cm) con el resto de los tratamientos C2 (1,19 cm) y
C3 (0,80 cm), pero no con el control (3,09 cm). Esto indica que las dosis 0,5 mg/L o
superiores causan una disminucion de la longitud de las raices pero no un aumento notorio
en la cantidad de las mismas. Por el contrario, concentraciones bajas (0,1 mg/L) o nulas (0
mg/L) provocan una mayor elongacion de las raices pero una disminucion en la cantidad y
el grosor de éstas (Figura 10). Por lo tanto, el empleo de fitorreguladores de enraizamiento
afecta la morfologia de este 6rgano, es decir, provoca cambios en el grosor, tamafio y longitud

de las raices.

En este orden de ideas, las variables longitud y nimero de las raices de esta investigacion
son convergentes con los resultados obtenidos por Araque et al. (2018) quienes obtuvieron
el mayor numero de raices 7.08 y la menor longitud 5,46 cm en la variedad de papa Diacol
Capiro empleando la maxima concentracion de auxinas (AIB: 0,1 mg/L); sin embargo, en el

mismo estudio obtuvieron el minimo nimero de raices 2,40 y de longitud 1,06 cm en la
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variedad Parda Pastusa. Por el contrario, Lopez-Medina (2019) et al. no encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y el control empleando
reguladores de crecimiento en el nimero y longitud de las raices en la variedad de papa
“Maria Reiche” y terminaron afirmando que esta variedad no requiere el uso de
fitorreguladores para su propagacion. Asi pues, todos estos resultados indican que las
variedades a pesar de ser de la misma especie responden de forma diferente a la accion de
los fitorreguladores de crecimiento. Por lo tanto, cada variedad requiere de un protocolo

diferente de propagacion.

En concordancia con lo anterior, esta respuesta al enraizamiento se puede atribuir a las
condiciones fisiologicas de los brotes dado que estos explantes contienen una mayor
concentracion de reguladores hormonales especialmente auxinas y fotoasimilados (Raspor et
al.,2020). Por consiguiente, los meristemos apicales de estos brotes al tener estas dos

sustancias exhiben una alta capacidad de enraizamiento.

Por otro lado, Lazaro et al. (2021) afirman que el mayor niimero y longitud de las raices se
relaciona con un mayor éxito de aclimatacion ex vitro debido a una mayor absorcion de los
nutrientes por parte del sistema radicular. No obstante, en este estudio el tratamiento con la
dosis mas alta de ANA (1 mg/L) obtuvo la mayor cantidad de raices pero la menor longitud;
mientras que, la concentracion minima (0,1 mg/L), generd raices de mayor tamafio pero en
menor cantidad. Esto indicaria que los explantes sometidos a concentraciones bajas o nulas
de auxinas compensan la disminucion del numero de raices con el aumento en la longitud de
éstas. Del mismo modo, los explantes estimulados con altas concentraciones de
fitorreguladores de enraizamiento como ANA, generan mas raices de mayor grosor pero con

menor longitud para suplir su tamafio reducido. Estos resultados son similares a los Elmongy
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et al. (2018) y Nazir et al. (2022) los cuales encontraron que altas concentraciones de ANA
(mayor a 1 mg/L) previenen el alargamiento de la raiz y, en cambio, aumentan la formacion
de raices adventicias y concluyen que las dosis altas de ANA inhiben el alargamiento de las
raices. La explicacion a este fenomeno a nivel fisiologico es poco clara, segin Fendrych et
al. (2018) y Li et al. (2021); empero, expresan que las altas concentraciones de auxinas
inhiben el crecimiento radicular debido a la activacion especifica del correceptor TIR1/AFB-
Auxin-Aux/IAA que bloquea los procesos transcripcionales encargados de la elongacion de
las raices. En general, al no haber diferencias estadisticamente significativas entre el control
con los diferentes tratamientos esto sugiere que la variedad “Puenda” de S. tuberosum Grupo

Phureja no requiere de fitorreguladores como las auxinas para el enraizamiento.
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8. CONCLUSIONES

El establecimiento en condiciones de laboratorio de la variedad “Puenda” de S. tuberosum
Grupo Phureja se logra con tratamientos de desinfeccion que incluyen NaOCl a una
concentracion de 5,25 % y un lapso de tiempo de 1 min para obtener un porcentaje de

viabilidad del 70%.

El empleo de citoquininas exogenas (BAP) combinados con AG3 no influyen en la inducciéon
de brotes de la variedad “Puenda” de S. tuberosum Grupo Phureja debido a que no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con el control en el nimero

y tamafo de los brotes.

La aplicacion de auxinas (ANA) no inciden en la formacion de raices de la variedad “Puenda”
de S. tuberosum Grupo Phureja dado que solo hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos pero no con el control en el tamafio y cantidad de las
raices. No obstante, el uso de concentraciones de ANA superiores a 0,1 mg/L tiende a

disminuir la longitud de las raices.

La variedad “Puenda” de S. tuberosum Grupo Phureja no quiere de reguladores de
crecimiento para su propagacion; sino que, por el contrario, solo es necesario la aplicacion
de sales basales MS al 100% de su concentracion, acido ascorbico (100 mg/L) y sacarosa (30

g/L) para su propagacion.

En términos de costo-beneficio termina siendo adecuada la variedad “Puenda” para
propagarla masivamente en condiciones axénicas para proyectos investigativos y sociales. Al
mismo tiempo, resulta necesario su propagacion para la conservacion de su acervo genético

debido a que es un material nativo.
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9. RECOMENDACIONES

Es importante tener en cuenta que este estudio se llevo a cabo empleando material externo y
no en condiciones de invernadero debido a que, en el tiempo que se llevo el trabajo
investigativo, la universidad no contaba con este recurso. En este sentido, trabajar con un
material que no estd en un invernadero contribuye a un aumento de la contaminacién
microbiolégica y a una disminucion en el establecimiento in vitro. Por lo tanto, es
indispensable obtener el material de un invernadero para reducir la contaminacion

microbioldgica y, esta manera, aumentar el porcentaje de viabilidad de los explantes.

Asimismo, es necesario utilizar otros tipos de reguladores de crecimiento y a diferentes dosis
tanto en la induccion de brotes como en el enraizamiento para comprobar si se obtiene
resultados diferentes o, por el contrario, resultados semejantes. Cabe resaltar que las

variedades de papa tienden a tener una respuesta distinta a cada fitorregulador de crecimiento.

De igual manera, es indispensable realizar estudios sobre esta papa nativa evaluando el efecto
que tiene otras sustancias como la cantidad de sacarosa en el medio tanto en la formacién de
brotes como en el enraizamiento de las plantulas. Esto con el fin de comprobar si existe otra
variable que influye en la propagacion in vitro de esta variedad. Finalmente, se deben hacer
estudios ex vitro para comprobar la efectividad que tiene la propagacion in vitro en esta

variedad de papa.
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