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RESUMEN

La presente investigacion se desarrolld con la finalidad de determinar cémo influyen
diferentes fitohormonas en la regeneracion in vitro de Solanum tuberosum L. Var. Superchola
via organogeénesis directa, entre los cuales se incluyeron concentracién y tipo de regulador de
crecimiento. En el establecimiento in vitro se analiz6 el tipo de auxinas y su concentracion. En la
fase de multiplicacién in vitro se analizé la concentracion y tipo de citoquininas. En la fase de
enraizamiento in vitro se determiné el efecto del tipo de auxina y sus concentraciones. En la
aclimatacion de las plantas se analizé el tipo de sustrato. Se emple6 un disefio completamente al
azar en cada experimento. Los segmentos nodales de papa Var. Superchola se establecieron sin
necesidad de adicionar auxinas (Control), sin embargo, las plantas presentaron un mayor
porcentaje de oxidacion. En la fase de multiplicacion in vitro de segmentos nodales las
concentraciones de 3 mg.L? de 2iP, 1 mg.L! de 6-BAP y 1,5 mg.L? de KINETINA
incrementaron el nimero de brotes, nimero y longitud de entrenudos, nimero de tallos y la
altura de la planta. En la fase de enraizamiento in vitro las concentraciones de 0,5 mg.L™ de AIA,
0,5 mg.Ltde ANA y 0,2 mg.L ™ de AIB incrementaron el porcentaje de enraizamiento, nimero y
longitud de las raices, grosor del tallo y nimero de hojas por planta. En la fase de aclimatacion
las plantas se adaptaron sin importar el tipo o dosificacion de sustrato. Con los resultados del
presente trabajo se logré obtener plantas aclimatadas de Solanum tuberosum L. de Variedad
Superchola capaces de desarrollarse bajo condiciones de invernadero.

Palabras clave: Aclimatacion, establecimiento, multiplicacion, segmentos nodales.



ABSTRACT

The present investigation was developed with the purpose of determining how different
phytohormones influence in vitro regeneration of Solanum tuberosum L. Var. Superchola via
direct organogenesis, among which were included concentration and type of growth regulator. In
the in vitro establishment, the type of auxins and their concentration were analyzed. In the in
vitro multiplication phase, the concentration and type of cytokinins were analyzed. In the in vitro
rooting phase, the effect of auxin type and concentrations were determined. In the
acclimatization of the plants, the type of substrate was analyzed. A completely randomized
design was used in each experiment. Nodal segments of potato Var. Superchola were established
without the addition of auxins (Control), however, the plants presented a higher percentage of
oxidation. In the in vitro multiplication phase of nodal segments, concentrations of 3 mg.L-1 of
2iP, 1 mg.L-1 of 6-BAP and 1.5 mg.L-1 of KINETIN increased the number of shoots, number
and length of internodes, number of stems and plant height. In the in vitro rooting phase,
concentrations of 0.5 mg.L-1 of AIA, 0.5 mg.L-1 of ANA and 0.2 mg.L-1 of AIB increased the
rooting percentage, number and length of roots, stem thickness and number of leaves per plant.
In the acclimatization phase, the plants adapted regardless of the type or dosage of substrate.
With the results of the present work it was possible to obtain acclimatized plants of Solanum

tuberosum L. of the Superchola variety capable of developing under greenhouse conditions.

Key words: Acclimatization, establishment, multiplication, nodal segments.

Translated with www.DeepL.com/Translator (free version)



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Introduccion

El cultivo de papa originario de América del Sur es altamente consumido en la dieta de
las personas por su aporte de proteinas, vitaminas, sales minerales y calorias (Rojas y Ortufio,
2007). Siendo el tubérculo de la papa ademas un nutriente bajo en grasas con contenido de
almidén y fibra (Priedniece et al., 2017). La papa (Solanum tuberosum L.) ocupa asi el cuarto
lugar a nivel mundial en la alimentacion humana después del trigo, arroz, maiz ya que es un

producto que se puede preparar en distintos platos de la dieta humana (Onamu et al., 2012).

La papa en el siglo XVI no era considerada como un alimento por los europeos debido a
que la papa era desconocida, considerada como un tubérculo silvestre de poco valor, no obstante,
por la demanda de nuevos alimentos y el crecimiento poblacional de forma exponencial en la
época se produce la llamada resurgencia de la papa, siendo esta afiadida a la dieta de los
europeos teniendo una buena aceptacion, por lo que en el siglo XX se posiciona como un

producto de consumo mundial e industrializado (Bonnett, 2019).

El cultivo de papa en un estudio realizado en Ecuador por el Instituto Nacional de
Estadisticas y Censos INEC en el 2012 tuvo una produccion anual de 285 mil toneladas métricas
con una superficie cosechada de 34,32 ha, con un rendimiento promedio de 8,30 Tm/ha (INEC,
2012). Sin embargo, para el 2019 el rendimiento nacional fue de 16,28 Tm/ha esto debido a que
los grandes productores han semi tecnificado la produccion de la papa llegando a producir hasta
34,09 Tm/ha (Basantes et al., 2020).

Las principales variedades de papa que demandan los productores a nivel nacional en
Ecuador son las variedades; Superchola, INIAP-Fripapa, INIAP-Cecilia y Unica por sus

demandas en el mercado nacional, siendo producidas en las provincias de Carchi, Cotopaxi,
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Tungurahua, Chimborazo y Cafiar en una altitud entre los 1.500 msnm y 3.700 msnm (Flores et
al., 2012). Pero las semillas utilizadas para la produccion de papa en su mayoria son semillas
producidas por los propios productores debido a que la semilla certificada solo abastece un 2%

de la demanda (Montesdeoca et al., 2012).

La semilla convencional al no tener una calidad sanitaria puede trasmitir algunos agentes

fitopatdgenos entre los cuales se destacan:

Rhizoctonia solani Kihn.

Sarna polvorienta causada por (Spongospora subterraena f.sp. subterrnea - Sss)
Lancha causada por (Phytophhora infestans Mont. de Bary)

Bacterias (Pectobacterium spp)

Insectos plaga:

Gusano blanco (Premnotrypes vorax Hustache)

Polillas (Tecia solanivora Povolny; Symmetrischema tangolias Gyen y Phthorimaea operculella
Zeller)
(Monar & Silva, 2018).

En el cultivo de papa para tener altos rendimientos de produccion genera un uso intensivo
de fertilizantes aumentando el costo de produccion y provocando problemas ambientales por la
contaminacion del suelo y el agua practica agronémica que se utiliza para la produccion de
semilla y tubérculos para el consumo humano (Alvarado et al., 2015).

Cultivo in vitro

El cultivo in vitro se define como el cultivo de 6rganos o tejidos vegetales que permiten
la propagacion clonal de manera répida, incrementando el nimero de individuos libres de
enfermedades y reduciendo su tiempo de propagacion (Indacochea et al., 2018), para su

desarrollo estos explantes deberan estar dentro de frascos de vidrio que contengan un medio
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nutritivo que brinde lo necesario para su desarrollo, ademas de brindar condiciones controladas

de temperatura y luz para su optimo desarrollo (Bagot, 2005).

El cultivo in vitro de plantas al desarrollarse en pequefios contenedores con un medio de
cultivo artificial que contenga; sacarosa, sales minerales, vitaminas y reguladores de crecimiento
en concentraciones mayores al medioambiente natural durante su crecimiento pueden favorecer o
limitar la presencia de bacterias (Capé et al., 2004). Ademas, que la biotecnologia vegetal ha
permitido desarrollar técnicas que permiten aumentar la tasa de multiplicacién obteniendo un

material vegetal libre de agentes patdgenos y homogéneo (Leiva 2006).

La clonacion de plantas mediante la organogenesis facilita la disponibilidad y
transportacién de plantas libres de enfermedades y uniformes durante todo el afio mismas que se
desarrollaran a nivel de invernadero luego de pasar por un periodo de aclimatacién. (Freire et
al., 2011). Ademas, que la biotecnologia vegetal integrada al mejoramiento genético considera
obtener en un menor tiempo nuevas variedades con resistencia o tolerancia a enfermedades como

tizon temprano en el cultivo de papa. (Veitia et al., 2008).

Finalidad del proyecto

El proyecto tiene como finalidad determinar la influencia de diferentes fitohormonas en
la regeneracion in vitro de S. tuberosum via organogenesis directa de cuerdo a sus fases de
establecimiento, multiplicacion, enraizamiento, aclimatacion ex vitro de segmentos nodales de
papa de la variedad Superchola utilizando el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962)
semisolido el cual permita a obtener plantas in vitro de papa como material de propagativo en el
laboratorio biotecnologia de la facultad de ciencias agropecuarias de la Universidad Técnica de
Ambato.



1.2. Antecedentes investigativos

Nhut et al. (2006) a través de su articulo titulado “A novel in vitro hydroponic culture
system for potato (Solanum tuberosum L.) microtuber production” mencionaron que el cultivo in
vitro tuvo beneficios como: altas tasas de multiplicacion en un corto tiempo; asepsia del cultivo
ya que las plantas al cultivarse en un medio in vitro se desarrollaran libres de hongos, bacterias,
virus e insectos plagas; almacenamiento en pequefios espacios a diferencia del sistema

convencional que requiere de un mayor espacio para su almacenamiento.

Yagiz et al. (2020) en su articulo titulado “Effects of growth regulators, media and
explant types on microtuberization of potato.” sefialaron la posibilidad de producir la primera
generacion de papa para la siembra a partir de la produccion de microtubérculos (MT) in vitro
con la adicion de hormonas del crecimiento partiendo de un material vegetativo de plantas in

vitro.

Alcantara et al. (2019) de acuerdo con su investigacion titulada “Principales reguladores
hormonales y sus interacciones en el crecimiento vegetal.” mencionaron que los reguladores de
crecimiento como auxinas influyeron en algunos procesos bioquimicos como divisién y
elongacion celular, diferenciacion celular, promocién division celular meristematica, aumento

contenido osmatico celular, aumento de produccion.

Singh (2015) mediante su investigacion titulada “Effect of antiviral chemicals on in vitro
regeneration response and production of PLRV-free plants of potato.” Determind que a partir de
segmentos nodales la respuesta de regeneracion in vitro alcanzé un 90,97 % de los que se
produjeron brotes que se convirtieron en plantas completas, los explantes utilizados para la
regeneracion contuvieron un solo nodulo el cual fue indicado para la propagacion in vitro de

papa en el medio MS adicionado con el acido naftalenacético (ANA).

El Dessoky et al. (2016) en su trabajo de investigacion titulado “In vitro Propagation of

Potato under Different Hormonal Combinations” mencion0 que los reguladores de crecimiento



como Kinetina, AGs influyeron la multiplicacion in vitro de brotes de S. tuberosum a partir de

segmento nodal en medio de cultivo MS.

1.3. Categorias fundamentales o0 marco conceptual

1.3.1  Métodos de propagacién de papa

La papa es una planta herbacea que llega alcanzar hasta 1 metro de altura con un ciclo
corto donde puede generar semilla sexual viable, sin embargo, esta presenta una la variabilidad
varietal no deseada para la propagacion por lo que su produccion a nivel nacional es mediante el

uso de tubérculos, es decir de forma vegetativa o asexual (Castro et al., 2012).

En la biotecnologia, la micropropagacion es un conjunto de técnicas que permiten la
clonacion masiva de plantulas in vitro en condiciones asépticas, con factores ambientales
controlados mediante el uso de medios de cultivo como MS vy la adicién de fitohormonas como:
auxinas y citoguininas que estimulan, regulan o inhiben procesos fisioldgicos en el desarrollo de

las plantas micropropagadas (Lopéz et al., 2019).

Para la micropropagacion de plantas in vitro es necesario obtener un material aséptico
libre de problemas sanitarios el cual se puede conseguir de instituciones que micropropaguen el
cultivo (Ojeda et al., 2014). Por otra parte, se pueden seleccionar plantas madre con buenas
caracteristicas que sirvan de plantas donantes mismas que se someterdn a un proceso de
desinfeccion con el propoésito de establecer un material in vitro libre de enfermedades para su
propagacion en un menor tiempo y mejores caracteristicas para la produccion (Garcia et al.,
2012).

1.3.2 Condiciones in vitro
El cultivo in vitro de S. tuberosum para su desarrollo en el laboratorio se de hacerlo

dentro de la cAmara de crecimiento misma que brindara a los segmentos nodales las condiciones

de humedad, luz, temperatura adecuados y un medio de cultivo adicionado con sacarosa y



fitohormonas para su crecimiento, teniendo para la papa una temperatura de 24 °C y un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad procedentes de tubos fluorescentes de color

blanco frio con un flujo de fotones de 100 pumol ms? (Pino, 2013).

Fitohormonas

Una fitohormona es un compuesto producido internamente por las plantas, el cual
interviene en desarrollo vegetal en bajas concentraciones, permitiendo controlar asi su desarrollo,
crecimiento y la actividad bioquimica de las plantas ya que los reguladores pueden controlar de
manera especifica el crecimiento vegetal, permitiendo optimizar las condiciones de crecimiento
en funcién de lograr mejores resultados de acuerdo a los tiempos de aplicacion de estos y sus
concentraciones mismos que son utilizados para la produccion in vitro por la biotecnologia
(Alcantara et al., 2019).

1.4. Generalidades

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del cultivo de papa Solanum tuberosum L.

TAXONOMIA

Reino: Plantae
Division: Magoliopyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceas
Papa Superchola (INIAP, s.f.). Género: Solanum
Especie: tuberosum




Existe un gran numero de especies del cultivo de papa, pero para su produccion a nivel
comercial solo se emplean dos subespecies; Solanum tuberosum subsp. andigenum y S.

tuberosum subsp. tuberosum (Castro et al., 2012).

1.4.1. Composicion nutricional de Solanum tuberosum

Tabla 2. Contenido nutricional de la papa (Solanum tuberosum L.)
CONTENIDO NUTRICIONAL POR 100 GRAMOS DE PAPA

Energia 96 Kcal a 123 Kcal
Almidon 16ga20g
Proteina 1.76 ga2.95¢
Lipidos 0.1ga05g
Fibra dietaria 18ga2lg
Potasio 150 mg a 1386 mg
Faésforo 42 mg a 120 mg
Magnesio 16 mg a 40 mg
Hierro 0.29 mg a 0.69 mg
Zinc 0,29 mg a 0.48 mg
Vitamina C 7,8 mga20.6 mg
Vitamina B6 0.299 mg
Acido clorogénico 19 mg a 399 mg
Glicaolcaloides 0.7 mg a 18.7 mg

Fuente: (Gabriela y Stef de Hann, 2019)

1.4.2. Caracteristicas botanicas de la papa

Hoja: Las hojas de la papa son compuestas, tienen de 7 a 9 foliolos su forma es
lanceolada, en el tallo se disponen de forma espiralada, son bifaciales, sus dos epidermis se
componen por células de paredes sinuosas, las hojas también presentan pelos o tricomas en su

superficie (Leverato, 2015).



Tallo: La papa presenta tres tipos de tallos el uno se encuentra aéreo sobre el cual se

disponen las hojas y dos subterraneos; los estolones y tubérculos (Leverato, 2015).

Raiz: La raiz de la papa puede penetrar el suelo hasta 0,8 m de profundidad, esta es de

tipo ramificado, su sistema radical es fibroso, presenta un rapido crecimiento (Leverato, 2015).

Caracteristicas morfoldgicas papa Superchola

La planta de la papa tiene un habito de crecimiento erecto, tallos pigmentados, sus hojas
son verdes con tres o cuatro pares de foliolos laterales y un foliolo terminal posen también de dos
0 tres inter-hojuelas entre los foliolos, una flor morada con color secundario blanco y su corola
estrellada, los tubérculos tienen una forma ovalada con ojos superficiales, predomina el color
rosado y alrededor de sus ojos el color blanco crema como color secundario, con la pulpa de
color amarillo intenso (INIAP, 2016).

Tabla 3. Caracteristicas agronémicas papa Superchola

CARACTERISTICAS AGRONOMICAS

Maduracion Tardia de 180 dias a 210 dias
Rendimiento 20t/ haa30t/ha
Altitud del cultivo 2800 msnm a 3400 msnm

Susceptible a lancha (Phytophthora infestans Mont.

de Bary)

Medianamente resistente a roya (Puccinia pittieriana

Enfermedades P. Hennings)
Tolerante al nematodo del quiste (Globodera pallida
Stone Behrens)

Contenido de materia seca 22 % a 24%

Periodo de dormancia 80 dias

Fuente: (INIAP, 2016)
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1.5. Medio de cultivo y fitohormonas

Murashige y Skoog (MS)

Murashige y Skoog es uno de los medios de cultivo méas utilizado para la regeneracién de
especies vegetales in vitro ya que se ha desarrollado en sus inicios para satisfacer las necesidades
de las especies vegetales como Nicotiana tabacum L. en 1962, en las especies lefiosas no tiene el
mismo efecto (Assis et al., 2012). EI medio MS ha sido utilizado para la mayoria de las especies
vegetales ya que redne los requerimientos necesarios acorde con lo mencionado por Rodriguez
et al. (2004).

Descripcidn de las fitohormonas

Auxinas

Las auxinas intervienen en el proceso de division celular, elongacion, diferenciacion
celular a su vez pueden inducir la diferenciacion celular y originar érganos vegetales como la
raiz, tallo, hoja. También la formacion y elongacién de tallos, produccion de raices adventicias
en tejidos vegetales recién cortados. El acido 3-indolacético (AlA), acido indol-butirico (AlIB), el
acido 2,4-dicloro-fenoxiacetico (2,4-D) y el acido o-naftalenacético (ANA) (Alcantara et al.,

2019), estan dentro de las auxinas que mayor uso tienen en la biotecnologia vegetal.

Citoquininas

Las citoquininas en pequefias cantidades tienen la capacidad iniciar la proliferacion,
division celular induciendo la iniciacion de raices y su elongacion; senescencia de la hoja;
aumento de brotes y generacion de brotes. La fitohormona se deriva de la adenina pudiendo
encontrar la Zeatina derivado del endospermo inmaduro del maiz (Alcantara et al., 2019). Las
citoquininas 6-Bencilaminopurina (6-BAP), Thidiazuron (TDZ), Kinetina (KIN) y 2-1sopentil
adenina (2iP) también influyen en la produccién de brotes acorde con lo obtenido por Sukarnih
et al. (2021).

11



1.6. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.6.1. Hipdtesis

e HO.- Mediante el uso de la organogénesis directa no se pueden regenerar plantas de S.
tuberosum en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias.

e H1.- Mediante el uso de la organogénesis directa se pueden regenerar plantas de S.
tuberosum en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias.

1.6.2. Objetivos

Objetivo General:

Regenerar plantas de Solanum tuberosum L. Var. Superchola mediante organogénesis

directa en el laboratorio de biotecnologia de la facultad de ciencias agropecuarias.

Objetivos Especificos:

1. Evaluar el efecto de auxinas en el establecimiento in vitro de segmentos nodales.
Evaluar el efecto de citoquininas en la multiplicacion de brotes.

3. Determinar el efecto de diferentes auxinas y sus concentraciones sobre el enraizamiento in
vitro de las plantas multiplicadas.

4. Aclimatizar las plantas enraizadas.
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CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1. Ubicacion del experimento

El trabajo investigativo se desarrolld en el laboratorio de biotecnologia vegetal de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato en el campus

Querochaca ubicado en el cantdn Cevallos de la provincia de Tungurahua.

2.2. Caracteristicas del lugar

Para determinar la influencia de las fitohormonas en las fases de establecimiento,
multiplicacion, enraizamiento, multiplicacion de S. tuberosum Var. Superchola se realizo en el
laboratorio de biotecnologia vegetal en cual se encuentra ubicado en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato en el canton Cevallos. A una altitud sobre
el nivel del mar de 2865 msnm, con las coordenadas geograficas 01° 22' 0,2" de latitud Sur y 78°
36' 22" de longitud Oeste (sistema de posicionamiento global, GPS) (Jiménez et al., 2018).

2.3. Equipos y materiales

2.3.1. Material experimental

El material experimental que se us6 para el trabajo de investigacién consistio en
segmentos nodales de plantas in vitro de Solanum tuberosum Var. Superchola del laboratorio de
biotecnologia vegetal de la FCAGP-UTA las mismas que se mantuvieron en la zona se

transferencia en el medio de cultivo MS.
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2.3.2. Equipos

Autoclave. (modelo M11-03).

e pH-metro 900. BANTE instrument (modelo 20110407109).
e Balanza Analitica. ADAM (modelo PGW 153e).

e Cabina de flujo laminar. Thermo scientific. (modelo 1375).
e Destilador de agua (9000-D).

e Microondas Panasonic (NN-7602).

e Céamara de crecimiento (Trasferencia).

2.3.3. Materiales

Para determinar la influencia de las fitohormonas en la regeneracion in vitro de S.

tuberosum se utilizaron los siguientes materiales:

e Plantas de in vitro de S. tuberosum Var. Superchola en fase de establecimiento.

e Medio de cultivo MS (Phyto Tech).
e Auxinas:
Acido indol-3-acético (AlA).

Acido indol-3-butirico (AIB).
Acido 1-naftalenacético (ANA).

e Citoquininas:

6-benzilaminopurina (6-BAP).

Kinetina (KIN).
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Isopentiladenina (2-iP).

e Agar.

e Sacarosa.

e Tubos de ensayo de vidrio de 18 mm x 150 mm.
e Beaker (vasos de precipitacion) de 500 ml.
e Pipetas de 1 ml.

e Probetas de 100 ml

e Matraz Enlermeyer de 1000 ml.

e Hipoclorito de sodio al 5 % (p/v).

e Alcohol 70 % (v/v).

e Mechero Bunsen.

e Pinza de acero inoxidable de 25 cm.

e Placa metalica de 25 cm x 25cm

e Bisturi #23.

e Gradillas para tubos de 18 mm x 150mm.
e Ligas de caucho.

e Sustrato (Turba).

2.4. Factores de estudio

2.4.1. Objetivo 1. Evaluar el efecto de auxinas en el establecimiento in vitro de segmentos

nodales.

2.4.1.1. Factor 1. Efecto del tipo de auxina en el establecimiento in vitro de segmentos nodales.

2.4.2. Objetivo 2. Evaluar el efecto de citoquininas en la multiplicacién de brotes.

2.4.2.1. Factor 1. Efecto del tipo de citoguininas en la multiplicacién de brotes.
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2.4.3. Objetivo 3. Determinar el efecto de diferentes auxinas y sus concentraciones sobre el

enraizamiento in vitro de las plantas multiplicadas.

2.4.3.1. Factor 1. Efecto de diferentes auxinas y sus concentraciones sobre el enraizamiento in

vitro de las plantas multiplicadas.

2.4.4. Objetivo 4. Aclimatizar las plantas enraizadas.

2.4.4.1. Factor 1. Influencia del sustrato en la aclimatacién de plantas micropropagadas.

2.5. Disefio experimental

Para cada factor en estudio se utilizé un disefio completamente aleatorizado.

2.6. Manejo del experimento

1. Para el establecimiento de segmentos nodales de plantas in vitro de S. tuberosum en el medio
de cultivo MS suplementado con diferentes auxinas se siguio el proceso del Figura 1 donde se

describe el procedimiento que se realiz6 fuera y dentro de la cabina de flujo laminar.

2. Para la multiplicacion de brotes en el medio de cultivo MS suplementado con diferentes
citoquininas se siguio el proceso del Figura 2 donde se describe el procedimiento que se realiz6

fuera y dentro de la cabina de flujo laminar.

3. Para el enraizamiento de plantas multiplicadas en el medio de cultivo MS suplementado con
diferentes auxinas se siguio el proceso del Figura 3 donde se describe el procedimiento que se

realizo fuera y dentro de la cabina de flujo laminar.

4. Para la aclimatacion de plantas micropropagadas en diferentes sustratos se siguié el proceso

del Figura 4 donde se describe el procedimiento que se realiz6 para su aclimatacion ex vitro.
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2.6.1. Figura 1. Diagrama del proceso que se realiz6 para determinar la influencia de las auxinas

en el establecimiento de segmentos nodales de plantas in vitro de S. tuberosum en el medio de
cultivo MS.

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO MS
CON LA ADICION DE AUXINAS PARA EL
ESTABLECIMIENTO IN VITRO.

.

En un matraz Erlenmeyer de 250

ml colocar la mitad del agua
destilada del total de ml a preparar

por tratamiento.

.

Pesar el medio de cultivo MS a una

concentracion de 4.43 g/lL vy

disolver en el agua destilada.

.

Adicionar las diferentes auxinas
(AIA, ANA, AIB) en el medio de
cultivo MS de acuerdo con cada
tratamiento. Para el tratamiento de

control no se agregaré auxinas.
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Pesar 30 g/L de sacarosa y disolver
en el medio de cultivo MS y aforar
con la otra mitad de agua destilada
y medir y corregir el pH a 5.9 ya
que al autoclavar el medio de

cultivo este variaen 5,7 + 2.

v

Pesar 7g/L de Agar y disolver en el

medio de cultivo MS y calentar
hasta que la solucion se torne

transparente.

v

Dispensar 10 ml de la solucion en

los tubos de ensayo de vidrio y
colocar una tapa de aluminio para

luego ajustar con una liga.

v

Colocar los tubos de ensayo en gradillas y llevar a la autoclave para

esterilizar el medio para luego llevar a la cabina de flujo laminar.

v

Autoclavar una bata, cofia, pinza de

acero inoxidable, agua destilada,
frasco de vidrio, cuadritos de papel
de aluminio, placa metalica de 25

cm?.
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Desinfectar la cabina de flujo
laminar con alcohol al 70 % vy
colocar los materiales autolavados
junto a dos mecheros de alcohol y
encender la luz UV por 30 min
antes de ingresar las platas in vitro

para la siembra.

'

Lavarse las manos con agua y jabén
luego colocarse una la cofia y bata
para ingresar al aérea de

inoculacion.

.

En la cabina de flujo laminar
proceder a segmentar las platas in
vitro en segmentos nodales con una
yema y con la ayuda de una pinza
colocamos en los tubos de ensayo

de forma vertical.

v

Colocar una tapa nueva de papel de
aluminio y ajustar con la liga, por
ultimo, llevar a zona de trasferencia
donde se desarrollaran con una
temperatura de 24° C y 16 horas luz
procedentes de tubos fluorescentes
de color blanco frio con un flujo de
fotones de 100 pmol m?2s,

19
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2.6.2. Figura 2. Diagrama del proceso que se realizd para determinar la influencia de las

citoquininas en la multiplicacién de brotes en el medio de cultivo MS.

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO
MS CON LA ADICION DE CITOQUININAS
PARA LA MULTIPLICACION IN VITRO

v

En un matraz Erlenmeyer de 250

ml colocar la mitad del agua

destilada del total de ml a preparar

por tratamiento.

Pesar el medio de cultivo MS a una
concentracion de 443 g/lL vy

disolver en el agua destilada.

v

Adicionar las diferentes auxinas (6-
BAP, 2-iP, Kinetina) en el medio
de cultivo MS de acuerdo con cada
tratamiento. Para el tratamiento de

control no se agregaré citoquininas.
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Pesar 30 g/L de sacarosa y disolver
en el medio de cultivo MS y aforar
con la otra mitad de agua destilada
y medir y corregir el pH a 5.9 ya
que al autoclavar el medio de

cultivo este variaen 5,7 + 2.

.

Pesar 7g/L de Agar y disolver en el

medio de cultivo MS y calentar
hasta que la solucion se torne

transparente.

.

Dispensar 10 ml de la solucién en

los tubos de ensayo de vidrio y
colocar una tapa de aluminio para

luego ajustar con una liga.

v

Colocar los tubos de ensayo en gradillas y llevar a la autoclave para

esterilizar el medio para luego llevar a la cabina de flujo laminar.

v

Autoclavar una bata, cofia, pinza de

acero inoxidable, agua destilada,
frasco de vidrio, cuadritos de papel
de aluminio, placa metalica de 25

cm?.
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Desinfectar la cabina de flujo
laminar con alcohol al 70 % vy
colocar los materiales autolavados
junto a dos mecheros de alcohol y
encender la luz UV por 30 min
antes de ingresar las platas in vitro

para la siembra.

v

Lavarse las manos con agua y jabén
luego colocarse una la cofia y bata
para ingresar al aérea de

inoculacion.

.

En la cabina de flujo laminar
proceder a segmentar las platas in
vitro en segmentos nodales con una
yema y con la ayuda de una pinza
colocamos en los tubos de ensayo

de forma vertical.

'

Colocar una tapa nueva de papel de
aluminio y ajustar con la liga, por
altimo, llevar a zona de trasferencia
donde se desarrollaran con una
temperatura de 24° C y 16 horas luz
procedentes de tubos fluorescentes
de color blanco frio con un flujo de

fotones de 100 pmol m2s™,
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2.6.3. Figura 3. Diagrama del proceso que se realizé para determinar la influencia de auxinas en

el enraizamiento de segmentos nodales de plantas in vitro de S. tuberosum en el medio de cultivo
MS.

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO
MS CON LA ADICION DE AUXINAS
PARA EL ENRAIZAMIENTO IN VITRO.

.

En un matraz Erlenmeyer de 250

ml colocar la mitad del agua
destilada del total de ml a preparar

por tratamiento.

Pesar el medio de cultivo MS a una
concentracion de 4.43 g/lL vy
disolver en el agua destilada.

.

Adicionar las diferentes auxinas
(AIA, ANA, AIB) en el medio de
cultivo MS de acuerdo con cada
tratamiento. Para el tratamiento de

control no se agregara auxinas.
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Pesar 30 g/L de sacarosa y disolver
en el medio de cultivo MS y aforar
con la otra mitad de agua destilada
y medir y corregir el pH a 5.9 ya

que al autoclavar el medio de

cultivo este variaen 5,7 + 2.

.

Pesar 7g/L de Agar y disolver en el

medio de cultivo MS y calentar
hasta que la solucion se torne

transparente.

v

Dispensar 10 ml de la solucion en

los tubos de ensayo de vidrio y
colocar una tapa de aluminio para

luego ajustar con una liga.

v

Colocar los tubos de ensayo en gradillas y llevar a la autoclave para

esterilizar el medio para luego llevar a la cabina de flujo laminar.

.

Autoclavar una bata, cofia, pinza de

acero inoxidable, agua destilada,
frasco de vidrio, cuadritos de papel
de aluminio, placa metalica de 25

cm?.
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Desinfectar la cabina de flujo
laminar con alcohol al 70 % vy
colocar los materiales autolavados
junto a dos mecheros de alcohol y
encender la luz UV por 30 min

antes de ingresar las platas in vitro

para la siembra.

.

Lavarse las manos con agua y jabon

luego colocarse una la cofia y bata
para ingresar al aérea de

inoculacion.

.

En la cabina de flujo laminar

proceder a segmentar las platas in
vitro en segmentos nodales con una
yema y con la ayuda de una pinza

colocamos en los tubos de ensayo

de forma vertical.

.

Colocar una tapa nueva de papel de

aluminio y ajustar con la liga, por
ultimo, llevar a zona de trasferencia
donde se desarrollaran con una
temperatura de 24° C y 16 horas luz
procedentes de tubos fluorescentes

de color blanco frio con un flujo de

fotones de 100 pmol m2s™,

Elaborado por: Pedro Aleaga
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2.6.4. Figura 4. Diagrama del proceso que se realizé para determinar la influencia del sustrato en

la aclimatacion de plantas micropropagadas.

PREPARACION DE SUSTRATO PARA
ACLIMATACION DE PLANTAS EX VITRO

.

En una bandeja tamizar con un

tamiz de 2 mm la arena y la tierra
negra para luego mezclar de
acuerdo con el mejor tratamiento

del experimento tres.

v

Para el primer tratamiento colocar turba al 100 % en vasos de 12 onzas para el

segundo mezclar 2 porciones de turba y 1 de arena (2:1) para el tercer
tratamiento mezclar 2 porciones de turba y 1 de tierra negra (2:1) para el
control mezclar 1 porcion de arena y 1 de tierra negra (1:1) aprisionamos y

volvemos a completar el faltante.

Cortar segmentos de plantas in vitro
del mejor  tratamiento  de
enraizamiento y colocar en agua

destilada.
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Con la ayuda de una pinza colocar
un segmento en cada uno de los
vasos con su respectivo sustrato

previamente humedecido.

v

Finalmente colocar un vaso
trasparente plastico como cubierta y
dejar los tratamientos en el area de
aclimatacion del laboratorio de
biotecnologia vegetal FCAGP-
UTA.
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2.7. Tratamientos

2.7.1. Objetivo 1. Evaluar el efecto de auxinas en el establecimiento in vitro de segmentos
nodales.

Factor 1. Efecto del tipo de auxina en el establecimiento in vitro de segmentos nodales.

T1.- AIA (0,25 mg.L ™). acorde con lo mencionado por (Lopéz et al., 2019).
T2.- ANA (0,025 mg.L ). acorde con lo sugerido por (Gomez et al., 2017).
T3.- AIB (0,05 mg.L1). acorde con lo obtenido por (Gomez et al., 2017).

Control sin auxinas.

Tabla 4. Concentracion de auxinas Acido indol-3-acético (AlA), Acido indol-3-butirico
(AIB), Acido 1-naftalenacético (ANA) y control.

CONCENTRACION DE AUXINAS

Acido indol-3-acético (AIA).

0,25 mg.L*
Acido 1-naftalenacético (ANA). 0,025 mg.L*
Acido indol-3-butirico (AIB). 0,05 mg.L?
CONTROL SIN AUXINAS

Elaborado por: Pedro Aleaga

Tabla 5. Concentracion del medio de cultivo MS, Agar, Sacarosa y pH para el

establecimiento in vitro.

CONCENTRACION

Medio de cultivo MS. 4,43 gLt
Agar. 7g.L?
Sacarosa. 30¢9.L*
pH 5,7%2

Elaborado por: Pedro Aleaga

28



2.7.2. Objetivo 2. Evaluar el efecto de citoquininas en la multiplicacion de brotes.

Factor 2.- Efecto del tipo de citoquininas en la multiplicacion de brotes.

T1.- 6-BAP (3,0 mg.L™). acorde con lo mencionado por (Criollo et al., 2016).
T2.- 2-iP (1 mg.L™Y). acorde con lo referido por (Adhikari et al., 2016).
T3.- Kinetina (1,5 mg.L™). acorde con lo obtenido por (Castafieda et al., 2009).

Control sin citoquininas.

Tabla 6. Concentracion de citoquininas 6-benzilaminopurina (6-BAP), Kinetina (KIN),

Isopentiladenina (2-iP).

CONCENTRACION DE AUXINAS

6-benzilaminopurina (6-BAP). (3 mg.L™D).

Isopentiladenina (2-iP). (1 mg.L?).

Kinetina (KIN). (1,5mg.LY).
CONTROL SIN CITOQUININAS

Elaborado por: Pedro Aleaga

Tabla 7. Concentracién del medio de cultivo MS, Agar, Sacarosa y pH para la

multiplicacion in vitro.

CONCENTRACION

Medio de cultivo MS. 443 ¢g.L?
Agar. 79.L71
Sacarosa. 30g.L?
pH 5,7 +2

Elaborado por: Pedro Aleaga
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2.7.3. Objetivo 3. Determinar el efecto de diferentes auxinas y sus concentraciones sobre el

enraizamiento in vitro de las plantas multiplicadas.

Factor 3.- Efecto de diferentes auxinas y sus concentraciones sobre el enraizamiento in vitro

de las plantas multiplicadas.

T1.- AIA (0,5 mg.L™). acorde con lo sugerido por (Criollo et al., 2016).
T2.- ANA (0,5 mg.L™). acorde con lo referido por (Barrera et al., 2017).
T3.- AIB (0,2 mg.L ™). acorde con lo mencionado por (Cardenas et al., 2016).

Control sin auxinas.

Tabla 8. Concentracion de auxinas Acido indol-3-acético (AIA), Acido indol-3-butirico
(AIB), Acido 1-naftalenacético (ANA).
CONCENTRACION DE AUXINAS

Acido indol-3-acético (AlA). (0,5 mg.L™).
Acido 1-naftalenacético (ANA). (0,5 mg.L™).
Acido indol-3-butirico (AIB). (0,2 mg.L™).
CONTROL SIN AUXINAS

Elaborado por: Pedro Aleaga

Tabla 9. Concentracion del medio de cultivo MS, Agar, Sacarosa y pH para el

establecimiento in vitro.

CONCENTRACION

Medio de cultivo MS. 4,43 ¢g.L1
Agar. 7g.L?
Sacarosa. 30¢9.L*
pH 57+2

Elaborado por: Pedro Aleaga
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2.7.4. Objetivo 4. Aclimatizar las plantas enraizadas.

Factor 4.- Influencia del sustrato en la aclimatacion de plantas micropropagadas.

T1.- Plantas con turba (Hawuita) con vaso colocado en la parte superior, acorde con lo obtenido
por (Rigato et al., 2001).

T2.- Plantas con turba (Hawuita) + tierra negra en proporciones de (2:1) con vaso colocado en la

parte superior. acorde con lo referido por (Rigato et al., 2001).

T3.- Plantas con turba (Hawuita) + arena en proporciones de (2:1) con vaso colocado en la parte

superior. acorde con lo mencionado por (Rigato et al., 2001).

Control: Plantas con tierra negra + arena en proporciones de (2:1) con vaso colocado en la parte

superior.

Tabla 10. Proporcion de sustrato turba (Hawuita), tierra negra, arena.

PROPORCIONES DE SUSTRATO

Turba (Hawuita) 100%
Turba (Hawuita) + tierra negra (2:1)
Turba (Hawuita) + arena (2:1)
CONTROL: tierra negra + arena (2:1)

Elaborado por: Pedro Aleaga

2.8. Variables respuesta

2.8.1. Objetivo 1. Evaluar el efecto de auxinas en el establecimiento in vitro de segmentos

nodales.

e Porcentaje de establecimiento in vitro en 14 dias.

e Porcentaje de contaminacion in vitro en 14 dias.
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e Porcentaje de oxidacion in vitro.

e Porcentaje de plantas con sintomas de hiperhidricidad.

2.8.2. Objetivo 2. Evaluar el efecto de citoquininas en la multiplicacion de brotes.

e NUmero de brotes por tubo de ensayo de vidrio.

e Altura de la planta (cm).

e NUmero de entrenudos por planta.

e Longitud promedio de los entrenudos (cm).

e Numero final de segmentos nodales con una yema axilar.

e NuUmero de tallos principales.

2.8.3. Objetivo 3. Determinar el efecto de diferentes auxinas y sus concentraciones sobre el

enraizamiento in vitro de las plantas multiplicadas.

e Porcentaje de plantas con raices.

e Longitud de las raices (cm).

e NUmero de raices por planta.

e Grosor del tallo en centimetros (cm).
e NUmero de hojas por planta enraizada

e Color de la raiz.

2.8.4. Objetivo 4. Aclimatizar las plantas enraizadas.
e Porcentaje de supervivencia.
e Altura de la planta (cm).

e Numero de hojas por planta.

e Porcentaje de plantas viables.
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2.9. Procesamiento de la informacion

Los datos de las evaluaciones de cada experimento fueron registrados en cuaderno y en
Excel. Estos fueron analizados mediante el paquete estadistico SPSS version 26.0. Para ello se
evaluaron los criterios de distribucion normal mediante la prueba de Kolmogorov Smirnov y
para determinar la homogeneidad de varianza se utilizé la prueba de Levene. Para las variables
cuyos datos no cumplieron los requerimientos de normalidad u homogeneidad de varianza se
utilizo la prueba de Kruskal Wallis completada con la prueba U Mann Whitney. Para un nivel de

significacion de un 95 %.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Evaluar el efecto de auxinas en el establecimiento in vitro de segmentos nodales.

3.1.1. Efecto del tipo de auxina en el establecimiento in vitro de segmentos nodales.

Al evaluar el efecto del tipo de auxinas en la fase de establecimiento se pudo observar
que entre los tratamientos existieron diferencias estadisticas en el porcentaje de establecimiento
in vitro, porcentaje de contaminacion in vitro a partir de segmentos nodales de Solanum
tuberosum L. de la variedad Superchola en el medio de cultivo MS los 14 dias y 28 dias. Sin
embargo, no se obtuvieron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos para el
porcentaje de oxidacion del explante y presencia de plantas con hiperhidricidad a los 14 dias y 28
dias (Tabla 11) y (Tabla 12).

Al analizar el factor de establecimiento in vitro en el porcentaje de establecimiento con la
influencia de las auxinas a los 14 y 28 dias se pudo observar que los tratamientos de AIB con
0,05 mg.Lty control llegaron al 100 % de plantulas establecidas mientras que con ANA y AIA
llegaron a un 80 % y 90 % respectivamente. Y para el porcentaje de contaminacion todos
presentaron 0 % de contaminacion a excepcion del control que tuvo un 26% de contaminacién in

vitro en el medio de cultivo MS (Tabla 11).

Al analizar el factor de establecimiento in vitro con la influencia de las auxinas AIA con
una concentracion de 0,25 mg.L?, ANA con 0,025 mg.L , AIB con 0,05 mg.L™? y control sin
auxinas a los 14 y 28 dias no se observé oxidacién ni hiperhidricidad en las plantulas de papa.

Ademas, que las plantas se desarrollaron por completo a los 28 dias (Tabla 12).
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Segun Lopéz et al. (2019) en su investigacion para el establecimiento de Solanum
tuberosum con el efecto sinérgico del acido giberélico y el cido indolacético mencionaron que a
la concentracion de 0,5 mg.L* AG3 y 0.1 mg.L™ AIA tuvo un mejor efecto sinérgico en la
propagacion in vitro de papa, asimismo con la concentracion de 0,25 mg.L? de AIA se

alcanzaron resultados similares.

Por otra parte, Gomez et al. (2017) refirieron que las bajas concentraciones de auxinas
promueven la generacion de brotes por lo que 0,025 mg.L™ de ANA produjeron un 40 % de
explantes con respuesta organogénica produciendo un promedio de 3,1 brotes por explante
sembrado en el medio de cultivo MS adicionado con sacarosa, agar y fitohormonas. Las
concentraciones de 0,02 mg.L* de AIB produjeron brotes y la formacion de raices. Abdelnour
et al. (2011) afirmaron que la auxina AIB promueve el desarrollo de raices aun cuando se utilice

en bajas concentraciones para producir plantulas de papa.

Tabla 11. Influencia de las diferentes auxinas sobre el porcentaje de establecimiento in vitro,
porcentaje de contaminacion in vitro de plantas de Solanum tuberosum L. Var. Superchola en
fase de establecimiento a los 14 y 28 dias de evaluadas.

Establecimiento in vitro (%o) Contaminacion in vitro (%)
TRATAMIENTOS 14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
x RP X RP X RP X RP
TEAIAQ2 g3 goog 93 3050 000 3050 000 3050
mg.L™)
T2 g’:AL_(l())’O% 80 2300c 80 3050 000 2650 000 2650
TSABOO 150 3800p 100 3050 000 3250 000 3250
mg.L™)
CONTROL 100 5300a 100 3050 2667 3250 2667 32,50

Nota: X— media aritmética
RP— Rangos promedios

Elaborado por: Pedro Aleaga

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la
prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con
n=15.
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Tabla 12. Influencia de las diferentes auxinas sobre el porcentaje de oxidacién, porcentaje
de plantas con sintomas de hiperhidricidad de plantas de Solanum tuberosum L. Var.

Superchola en fase de establecimiento a los 14 y 28 dias.

Plantas con sintomas de
hiperhidricidad (%)

TRATAMIENTOS 14 dias 28 dias 14 dias 28 dias

Oxidacion (%)

X RP X RP X RP X RP
TEAIRQZ 5 a850b 0 2900b 0 3050 0 3050
mg.L™)
mg.L™)
TSAIBOOS 5 58500 0 20006 0 305 0 3050
mg.L™)
CONTROL 0 35a 0 3500a 0 305 0 3050

Nota: X— media aritmética
RP— Rangos promedios

Elaborado por: Pedro Aleaga

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la
prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con
n=15.

14 dias 28 dias

Elaborado por: Pedro Aleaga

Figura 5. Brotes establecidos in vitro de Solanum tuberosum L. Var. Superchola propagados via
organogénesis directa en el medio de cultivo de MS (Murashige y Skoog) con la influencia las
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diferentes auxinas; [Acido indol-3-acético (AIA) (A), Acido 1-naftalenacético (ANA) (B), Acido
indol-3-butirico (AIB) (C) y control sin auxinas (D)] a los 14 dias y 28 dias.

3.2. Evaluar el efecto de citoquininas en la multiplicacion de brotes

3.2.1. Efecto del tipo de citoquininas en la multiplicacion de brotes

Al evaluar el efecto de las citoquininas en la fase de multiplicacion, se pudo observar que
entre los tratamientos existieron diferencias estadisticas significativas para el nimero de brotes
por planta, altura de la planta (cm), nimero de entrenudos, longitud de entrenudos y numero de
tallos por planta a partir de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. de la variedad
Superchola en el medio de cultivo MS a los 14 dias y 28 dias (Tabla 13), (Tabla 14) y (Tabla
15).

Al analizar el factor de multiplicacién in vitro para el nimero de brotes por tubo de
ensayo con la influencia de las citoquininas a los 14 y 28 dias se pudo observar que el
tratamiento 2iP con 3 mg.L™ produjo un mayor niimero de brotes obteniendo un promedio de 3,3
brotes, respecto al control que obtuvo un promedio de 0,93 brotes. Por otra parte, la altura
promedio por planta a los 28 dias el control alcanz6 el mayor promedio con 5,51 cm por planta
seguido por la citoquinina 2iP con 3 mg.L? alcanz6 3,31 cm de altura, al usar 6-BAP con 1
mg.L™? la altura fue de 3,25 cm mientras que con kinetina con 1,5 mg.L™ llegd a una altura de
2,96 cm en el medio de cultivo MS (Tabla 13).

Al analizar el factor de multiplicacién in vitro con la influencia de las citoquininas a los
28 dias se obtuvo un promedio de 3,6 entrenudos por planta con la concentracion 3 mg.L* de
2iP, asi como 2,9 entrenudos por planta con 1 mg.L™ de 6-BAP, 3 entrenudos por planta con 1,5
mg.L de kinetina y finalmente el control con 4,3 entrenudos por planta. De igual manera la
longitud promedio entre entrenudos a los 28 dias varid en cada tratamiento ya que con 2iP a la
concentracion de 3 mg.L ™t alcanzé una longitud promedio de 0,83 cm al usar 6-BAP con 1 mg.L"
! la longitud promedio fue de 1,5 cm mientras que con 1,5 mg.L™? de kinetina se obtuvo una
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longitud promedio de 1,05 cm mientras el control llego a una longitud promedio de 1,3 cm en el
medio de cultivo MS (Tabla 14).

Al analizar el factor de multiplicacion in vitro el nimero de tallos por planta con la
influencia de las citoquininas a los 28 dias obtuvo 2iP con la concentracion de 3 mg.L™ el mayor
promedio de numeros de tallos con 2,6 tallos por planta, seguido por 6-BAP con la concentracion
de 1 mg.L ! alcanzando 2,2 tallos por planta, kinetina con la concentracion de 1,5 mg.L™ obtuvo
1, 47 tallos por planta y el control obtuvo el promedio menor de nimeros de tallos con 0,93

tallos por planta en el medio de cultivo MS (Tabla 15).

Criollo et al. (2016) afirmaron que al utilizar 3 mg.L™ de 6-BAP se indujo una mayor
formacion de brotes ya que llegd a producir 11,4 brotes a diferencia del uso de 1,5 mg.L™ que
produjo 9,7 brotes por lo cual concluyeron que el 6-BAP es una citoquinina que produce la

multiplicacion de brotes in vitro de S. tuberosum en el medio de cultivo MS.

Adhikari et al. (2016) refirieron que en el medio de cultivo MS con la adicion de 1
mg.L? de 2ip y 2 mg.L de AIA mostraron un mayor porcentaje de regeneracion de brotes con
un 29 % a diferencia de dosis de 0,25 mg.L*de ZR y 2 mg.L* de AIA que alcanzaron un menor

porcentaje de regeneracion con un 12 %.

Segun Castafieda et al. (2009) refirieron que la citoquinina kinetina en dosis elevadas de
1 mg.Lta 10 mg.Lt indujo la formacion de brotes adventicios ademas de inhibir la formacion de
raices, retardod el envejecimiento de las plantas in vitro teniendo una mayor produccion de brotes
con una dosis de 1.5 mg.L* de KIN. Pudiéndose observar en la investigacion que no se produjo
la formacidn de raices en ninguno de ensayos que utilizaron citoquininas a diferencia del control
que si form¢ raices por lo que se concluyé que las citoquininas utilizadas inhibieron la formacion

de raices.
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Tabla 13. Influencia de diferentes citoquininas sobre nimero de brotes por planta, altura de las

plantas de Solanum tuberosum L. Var. Superchola en fase de multiplicacion a los 14 y 28 dias de

evaluadas.

Numero de brotes por planta (#) Altura de la planta (cm)
TRATAMIENTOS 14 dias 28 dias 14 dias 28 dias

X RP X RP X RP X RP

T1-2iP(3mgL?) 1,80 4170a 3,20 4580a 247 33,13 331 2823b

T2-6-BAP (1
mg.LY) ( 1,60 3590ab 220 31,60b 1,98 2463 325 27,00b

KINETINA (1.
mg.LY) (15 1,27 27,03bc 233 3327b 2,03 2663 296 2343Db
CONTROL 093 1737c 093 1133c¢ 2,75 37,60 551 4333a

Nota: X— media aritmética
RP— Rangos promedios

Elaborado por: Pedro Aleaga

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la
prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con
n=15.

Tabla 14. Influencia de diferentes citoquininas sobre numero de entrenudos por planta, longitud
de entrenudos de plantas de Solanum tuberosum L. Var. Superchola en fase de multiplicacion a

los 14 y 28 dias de evaluadas.

NUmero de entrenudos por

planta (#) Longitud de entrenudos (cm)

TRATAMIENTOS 14 dias 28 dias 14 dias 28 dias

X RP X RP X RP X RP

T1-2iP(3mgL? 233 3410 36 3293b 083 27,73b 083 1957c

T2- 6-BAP (1
rr?g L) ( 1,87 26,07 29 2213b 1,03 42,10a 150 45,83d
KINETIN_'? (L5 1,87 2517 30 2363b 045 1003c 105 1740a
mg.L™)
CONTROL 240 36,67 43 4330a 1,00 42,13a 1,30 39,20b

Nota: X— media aritmética
RP— Rangos promedios

Elaborado por: Pedro Aleaga
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Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la
prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con
n=15.

Tabla 15. Influencia de diferentes citoquininas sobre ndmero de tallos por planta de

Solanum tuberosum L. Var. Superchola en fase de multiplicacion a los 14 y 28 dias.

Numero de tallos (#)

TRATAMIENTOS 14 dias 28 dias
X RP X RP
T1-2iP (3mg.L ™ 1,80 41,80 a 2,60 45,60 a
T2- 6-BAP (1 mg.L?) 1,53 34,97 ab 2,20 38,80 a
KINETINA (1.5 mg.L™) 1,27 27,37 bc 1,47 24,40b
CONTROL 0,93 17,87 ¢ 0,93 13,20 c

Nota: X— media aritmética
RP— Rangos promedios

Elaborado por: Pedro Aleaga

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la
prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con

n=15.
¢ B ) TH -
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14 dias 28 dias

Elaborado por: Pedro Aleaga

Figura 6. Brotes multiplicados in vitro de Solanum tuberosum L. Var. Superchola propagados

via organogénesis directa en el medio de cultivo de MS (Murashige y Skoog) con la influencia
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las diferentes citoquininas; [6-benzilaminopurina (6-BAP) (A), lsopentiladenina (2-iP) (B),
Kinetina (KIN) (C) y control sin citoquininas (D)] a los 14 dias y 28 dias.

3.3. Determinar el efecto de diferentes auxinas y sus concentraciones sobre el

enraizamiento in vitro de las plantas multiplicadas.

3.3.1. Efecto de diferentes auxinas y sus concentraciones sobre el enraizamiento in vitro de

las plantas multiplicadas.

Al evaluar el efecto del tipo de auxinas en el enraizamiento se observé que los
tratamientos ente si tuvieron diferencias estadisticas significativas en el porcentaje de
enraizamiento, longitud de raices (cm), grosor del tallo (mm), ndmero de hojas por planta,
numero de raices por planta a partir de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. de la
variedad Superchola en el medio de cultivo MS a los 14 y 28 dias (Tabla 16) (Tabla 17) y
(Tabla 18).

Respecto al porcentaje de enraizamiento con la influencia de las auxinas a los 14 dias se
pudo observar que ANA con 0,5 mg.Ltindujo un 93% de enraizamiento promedio mientras que
los tratamientos con AIA con 0,5 mg.L? AIB con 0,2 mg.L? y control no indujeron el
enraizamiento de las plantas de papa. Sin embargo, a los 28 dias los tratamientos indujeron un
100 % de enraizamiento promedio para ANA, AlA, AIB a excepcion del control que no indujo el
enraizamiento de las plantas. También se obtuvo que la longitud de las raices vario de acuerdo
con cada tratamiento, para AIA con 0,5 mg.L™ se alcanzd una longitud promedio de 0,79 cm,
para ANA con 0,5 mg.L™ se alcanzé una longitud promedio de 1,07 cm, AIB con 0,2 mg.L™ se

alcanzé una longitud promedio de 3,5 cm (Tabla 16).

Al analizar el factor de enraizamiento in vitro en el grosor del tallo con la influencia de
las auxinas a los 28 dias se pudo observar que todos los tratamientos se mantuvieron en un
promedio 1 mm de grosor del tallo para las auxinas; AlA con la concentracion 0,5 mg.L?, ANA
con la concentracion 0,5 mg.L™, AIB con la concentracion 0,2 mg.Ly control. EI promedio de

nimero de hojas por planta para AIA con la concentracion 0,5 mg.L™ alcanz6 un promedio de
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5,9 hojas, ANA con la concentracion de 0,5 mg.L™ obtuvo un promedio de 0,93 hojas, AIB con
la concentracion 0,2 mg.L™ obtuvo un promedio de 6,47 hojas mientras que el control produjo
2,07 hojas en el medio de cultivo MS (Tabla 17).

Al analizar el factor de enraizamiento in vitro en la relacion con el nimero de raices y la
influencia de las auxinas a los 28 dias se pudo observar que con AIA en la concentracion de 0,5
mg.L™ indujo un promedio de 6 raices por planta a su vez con ANA a la concentracion de 0,5
mg.Ltalcanz6 un promedio de 5,8 raices mientras que con AIB a la concentracion de 0,2 mg.L™
se obtuvo un promedio de 5,2 raices. Finalmente, en el control no se indujo la formacion de

raices en el medio de cultivo MS (Tabla 18).

Criollo et al. (2016) afirmaron que las fitohormonas como las auxinas influyeron en el
enraizamiento in vitro obteniendo un mayor porcentaje de enraizamiento, la auxina AlA con la
concentracion de 0.5 mg.L* obtuvo el mayor porcentaje de plantas completas con el 36,9 % de
plantas completas de Solanum betaceum a los 30 dias mismas que se desarrollaron en el medio
de cultivo MS.

Fior et al. (2018) afirmaron que la aplicacién de la auxina ANA indujo la formacién de
raices independientemente de sus concentraciones ya que de acuerdo con el andlisis de varianza
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo, el mayor

porcentaje de enraizamiento se logrd con 0,6 mg.L™ de ANA.

Segun Cérdenas et al. (2016) determinaron que la auxina AIB con la concentracion de
0,2 mg.L! en los tratamientos gener6 una mayor longitud de microtallos, nimero de yemas,
porcentaje de enraizamiento siendo esta auxina una buena alternativa para la micropropagacion

in vitro de Solanum dolichosepalum a partir de segmentos nodales.

42



Tabla 16. Influencia de diferentes auxinas sobre el porcentaje de enraizamiento in vitro, longitud

de raices por planta de Solanum tuberosum L. Var. Superchola a los 14 y 28 dias.

Enraizamiento (%0) Longitud de raices (cm)
TRATAMIENTOS 14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
X RP X RP X RP X RP

AIA(05mgL?) 0 2350b 1 3850a O 2350a 079  3267a
ANA (05mgLl) 93 5150a 1 3650a O 2350b 1,07  27,83d
AIB(02mgL?) 0 2350b 1 3850a 3 5150a 3,50  52,00b

CONTROL 0 23,50b O 8,50 b 0 23,50 b 0,00 9,50 ¢

Nota: X— media aritmética
RP— Rangos promedios

Elaborado por: Pedro Aleaga

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la
prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con
n=15.

Tabla 17. Influencia de diferentes auxinas sobre grosor del tallo, nimero de hojas por planta de

Solanum tuberosum L. Var. Superchola en fase de enraizamiento a los 14 y 28 dias.

Grosor del tallo (mm) Numero de hojas por planta
TRATAMIENTOS 14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
X RP X RP X RP X RP

AIA(05mgL?) 1 3800a 1 3300 287 3500b 593 4233a
ANA (05mgLY 0  800b 1 2500 000  850c 093 11,93¢c
AIB(O2mgL?) 1 3800a 1 3300 443 4863a 647 4687a

CONTROL 1 38,00a 1 31,00 2,33 29,87 Db 2,07 20,87 b

Nota: X— media aritmética
RP— Rangos promedios

Elaborado por: Pedro Aleaga

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la
prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con
n=15.
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Tabla 18. Influencia de diferentes auxinas sobre el nimero de raices por planta de
Solanum tuberosum L. Var. Superchola en fase de enraizamiento a los 14 y 28 dias.

Numero de raices por planta

TRATAMIENTOS 14 dias 28 dias
X RP X RP
AIA (0,5 mg.L?) 36 38,90 a 6,0 40,47 a
ANA (0,5 mg.L?) 33 37,90a 5,8 39,23a
AIB (0.2 mg.L?Y) 3,5 3570 a 5,2 32,80a
CONTROL 0,0 9,50 b 0,0 9,50 b

Nota: X— media aritmética
RP— Rangos promedios

Elaborado por: Pedro Aleaga

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segin la
prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con
n=15.

14 dias 28 dias

Elaborado por: Pedro Aleaga

Figura 7. Enraizamiento in vitro de Solanum tuberosum L. Var. Superchola propagados via
organogénesis directa en el medio de cultivo de MS (Murashige y Skoog) con la influencia las
diferentes auxinas; [Acido indol-3-acético (AIA) (A), Acido 1-naftalenacético (ANA) (B), Acido
indol-3-butirico (AIB) (C) y control sin auxinas (D)] a los 14 dias y 28 dias.
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3.4. Aclimatizar las plantas enraizadas.

3.4.1. Influencia del sustrato en la aclimatacién de plantas micropropagadas.

Al evaluar el efecto del tipo de sustrato en la fase de aclimatacion se pudo observar que
los tratamientos no tuvieron diferencias estadisticas entre si, para el porcentaje de supervivencia,
altura de la planta, nimero de hojas por planta, porcentaje de plantas viables en la aclimatacién
ex vitro de Solanum tuberosum L. variedad Superchola a los 14 y 28 dias (Tabla 19) y (Tabla
20).

Al analizar el factor de aclimatacion ex vitro en el porcentaje de supervivencia con la
influencia de diferentes sustratos a los 28 dias, se obtuvo el mayor porcentaje de supervivencia
con el sustrato de Turba al 100 % alcanzando el 100% de supervivencia de las plantas, para el
sustrato de Turba méas Arena en la relacion de 2:1 se llegd al 90 % de supervivencia de las
plantas. De igual manera que el sustrato de Turba méas Tierra negra en la relacion de 2:1 se
alcanz6 el 90% de supervivencia de las plantas siendo el sustrato de control el mas bajo con un
80% para la supervivencia de plantas. Sin embargo, el promedio de las plantas mas altas a los 28
dias se obtuvo con el sustrato de Turba més Arena en la relacion de 2:1 que llego a un promedio
de 5 cm de alto, sequido por el sustrato de Turba al 100 % con promedio 3,4 cm de alto, el
sustrato de Turba mas Tierra negra en la relacion de 2:1 lleg6 a un promedio de 3,3 cm de alto y

finalmente el control logré una altura promedio de 3 cm (Tabla 19).

Al analizar el factor de aclimatacion ex vitro en el numero de hojas por planta con la
influencia de diferentes sustratos a los 28 dias, con el sustrato de Turba al 100 % se obtuvo un
promedio de 3,9 hojas por planta, el sustrato de Turba mas Arena en la relacién de 2:1 se obtuvo
un promedio de 4,3 hojas por planta, mientras que con Turba mas Tierra negra en la relacion de
2:1 se alcanzé un promedio de 3,7 hojas por planta. Por ultimo, el control llegd a un promedio de
3,2 hojas por planta. También se obtuvo con el sustrato de Turba al 100 % un promedio del
100% de plantas que crecieron, el sustrato de Turba mas Arena en la relacion de 2:1 se llego al

90 % de plantas que crecieron, el sustrato de Turba mas Tierra negra en la relacion de 2:1
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también alcanzo el 90% de plantas que crecieron y el sustrato de control llego al 80% plantas de

plantas que crecieron (Tabla 20).

Segun Rigato et al. (2001) afirmaron que se obtuvieron plantas de papa listas para el

trasplante a nivel de invernadero después de 20 dias de haber sembrado los esquejes in vitro de

papa. En el sustrato basado en turba ademas se alcanzé el porcentaje de enraizamiento del 100 %

también las plantas desarrollaron tallos robustos, hojas méas anchas y vigorosas sin la necesisdad

de afiadir reguladores de crecimiento.

Tabla 19. Influencia de diferentes mezclas de sustratos sobre el porcentaje de

supervivencia, altura de plantas micropropagadas de Solanum tuberosum L. Var. Superchola

en fase de aclimatacion a los 14 y 28 dias.

Supervivencia (%)

Altura de la planta (cm)

TRATAMIENTOS 14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
X RP X RP X RP X RP
T1- Turba (100%) 100 23,00 100 22,50 1,2 16,80 3.4 19,75
T2- Turba mas
90 21,00 90 20,50 1,6 19,80 5,0 25,50
Arena (2:1)
T3- Turba més
) 80 19,00 90 20,50 1,5 19,35 3,3 19,30
Tierra negra (2:1)
CONTROL 80 19,00 80 1850 3,0 26,05 3,0 17,45

Nota: X— media aritmética
RP— Rangos promedios

Elaborado por: Pedro Aleaga

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la
prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con

n=15.
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Tabla 20. Influencia de diferentes mezclas de sustratos sobre el nimero de hojas por planta,
porcentaje de plantas que crecieron de vitroplantas de Solanum tuberosum L. Var.

Plantas que crecieron (%)

Superchola en fase de aclimatacion a los 14 y 28 dias.
Numero de hojas por plantas
TRATAMIENTOS 14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
X RP X RP X RP X RP
T1- Turba (100%) 2,1 19,30 3,9 21,25 70 18,00 80 19,50
T2- Turba mas
3,5 25,95 4,3 24,75 90 22,00 90 21,50
Arena (2:1)
T3- Turba més
2,0 18,00 3,7 19,45 90 22,00 90 21,50
20,00 80 19,50

16,55 80

Tierra negra (2:1)
3,2

CONTROL
Nota: X— media aritmética
RP— Rangos promedios

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la
prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con

2,0 18,75

Elaborado por: Pedro Aleaga

n=15.

28 dias
Elaborado por: Pedro Aleaga

14 dias
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Figura 8. Plantas aclimatadas de Solanum tuberosum L. Var. Superchola propagados via
organogeénesis directa en el medio de cultivo de MS (Murashige y Skoog) con la influencia de
diferentes sustratos; [turba (100 %) (A), turba + tierra negra en proporciones de (2:1) (B), turba +
arena en proporciones de (2:1) (C), Control tierra negra + arena en proporciones de (2:1) (D) a

los 14 dias y 28 dias.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

La adicion de AIA, ANA y AIB no influyé sobre el establecimiento in vitro ni en el
porcentaje de contaminacion.

La adicion de 2 isopentenil adenina (2iP) incrementd el nimero de brotes por planta y la
altura.

El uso de AIA, ANA 'y AIBA no influyo sobre el niUmero de entrenudos por planta.

La longitud de los entrenudos a los 14 dias se incrementé con la adicion de 1 mg.L™ de 6-
BAP mientras que a los 28 dias se favorecié con el uso de 1,5 mg.L™ de kinetina.

. Con la suplementacion de 3 mg.L™? 2 isopentenil adenina (2iP) y 1 mg.L™" de 6-BAP se
incremento el nimero de tallos.

. Al utilizar 0,5 mg.L! de ANA se increment6 el porcentaje de enraizamiento mientras que la
longitud de las raices se estimulé con la adicion de 0.5 mg.L™ de AIA.

El uso de 0,5 mg.L* de AIA aument6 el grosor del tallo y el nimero de hojas por planta en la
fase de enraizamiento.

. Con la adicion de 0,5 mg.L de AIA, 0,5 mg.L ™ de ANA y 0,2 mg.L ™ de AIB se incrementd
el nimero de raices por planta.

Las mezclas de sustratos utilizadas no influyeron sobre el porcentaje de supervivencia, la
altura de las plantas, el nimero de hojas por planta ni el porcentaje de plantas que crecieron

en la fase de aclimatizacion.
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4.2 RECOMENDACIONES

1. Determinar la influencia de la citoquinina kinetina en la concentracion de 1,5 mg.L™ para la
obtencion de microtubérculos de S. tuberosum.

2. Utilizar el medio de cultivo MS con sacarosa en la concentracion de 30 g.L™" y agar 7 g.L*
para el establecimiento in vitro independientemente sin adicién de auxinas ni citoquininas
para el establecimiento in vitro.

3. Determinar el efecto de luces LED sobre la respuesta morfo-fisiologica de plantas de S.

tuberosum establecidas in vitro.
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ANEXOS

Figura 9. Diagrama del proceso que se realizé para la desinfeccion de los tubos de ensayo de

vidrio.

DESINFECCION DE LOS TUBOS DE
ENSAYO DE VIDRIO

.

Colocar los tubos en una olla para

lavar los con jabon, para retirar

cualquier impresa de los mismos.

'

Colocar la olla en la estufa y

calentar hasta que el agua hierva y

apagar para que se enfrié.

:

Enjuagar los tubos con agua corrida

uno por uno, lego dejar estilar

.

Finalmente desinfectar con
hipoclorito de sodio (NaClO) por 5
min luego dejar estilar y colocamos

en gradillas de 5 x 6 agujeros.

Elaborado por: Pedro Aleaga
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Figura 10. Microtubérculos de S. tuberosum L. Var. Superchola propagados via organogénesis
directa en el medio de cultivo de MS (Murashige y Skoog) con la influencia de la citoquinina;

Kinetina (C) después de dos meses.
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