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RESUMEN

La microtuberizacion in vitro se ha convertido en una alternativa para la produccion de
semilla certificada a fin de combatir el uso de tubérculos-semilla convencional y evitar
los problemas fitosanitarios que conlleva su uso. La presente investigacion se desarrolld
con la finalidad de evaluar ciertos factores que influyen en el establecimiento y
microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var
Superchola y Cecilia como: diferentes concentraciones de agar y el efecto de medios de
cultivo (MS y MSG). En la microtuberizaciéon in vitro se analizaron los siguientes
factores: efecto de fuente de nitratos, concentraciones de sacarosa, condiciones de
iluminacion, tipo de auxina, tipo de citoquinina y sus concentraciones. Se empled un
disefio completamente al azar en cada experimento. Se determiné que al afiadir 6 g.L™ de
agar se alcanz6 el mayor nimero de nudos y nimero de hojas para la variedad Cecilia,
por otra parte, se obtuvo la mayor longitud por planta en la variedad Superchola con
dicha concentracion. Los segmentos nodales se establecieron bien en el medio MS y
MSG en las Var. Superchola y Cecilia. En la fase de microtuberizacién in vitro el
Nitrato de amonio y Nitrato de Potasio no influyeron en la formacion de
microtubérculos. Las concentraciones de sacarosa de 70, 80 y 90 g.L incrementaron el
didmetro, masa fresca, masa seca y nimero de yemas de los microtubérculos, por otra
parte, en la variedad Superchola no se presentd la formacion de microtubérculos. Las
condiciones de iluminacion empleadas, no influy6 en la microtuberizacion en las Var.
Superchola y Cecilia. La presencia de auxinas (ANA, AlA y AIB) y sus concentraciones
no influyeron en la formacion de microtubérculos. EI 6-BAP (0,8 mg.L™) incremento el
namero de microtubérculos, diametro, masa seca, masa fresca, nimero de yemas y
longitud del microtubérculo para la variedad Cecilia, mientras que, al usar 0,6 mg.L™ de
6-BAP incrementd el valor en las variables ya mencionadas. Por otra parte, el TDZ (0,06
mg.L™?) incrementd el valor de las variables analizadas para la variedad Superchola por
otro lado, no se formaron microtubérculos en la variedad Cecilia. EI 2iP no influy6 en el
desarrollo de microtubérculos de papa Var, Superchola y Cecilia.

Palabras clave: Establecimiento, microtuberizacion, segmentos nodales, Solanum

tuberosum.
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ABSTRACT

In vitro microtuberization has become an alternative to produce certified seed to combat
the use of conventional seed-tubers and avoid the phytosanitary problems that their use
entails. The present investigation was developed with the purpose of evaluating certain
factors that influence the establishment and microtuberization in vitro of nodal segments
of Solanum tuberosum L. Var Superchola and Cecilia such as: different concentrations
of agar and the effect of culture media (MS and MSG). In vitro microtuberization, the
following factors were analyzed: effect of nitrate source, sucrose concentrations, lighting
conditions, type of auxin, type of cytokinin and their concentrations. A completely
randomized design was used in each experiment. It was determined that by adding 6 g.L"
! of agar the highest number of nodes and number of leaves was reached for the Cecilia
variety, on the other hand, the greatest length per plant was obtained in the Superchola
variety with said concentration. The nodal segments were well established in the MS
medium and MSG in the Var. Superchola and Cecilia. In the in vitro microtuberization
phase, Ammonium Nitrate and Potassium Nitrate did not influence the formation of
microtubers. The sucrose concentrations of 70, 80 and 90 g.L* increased the diameter,
fresh mass, dry mass and number of buds of the microtubers, on the other hand, in the
Superchola variety the formation of microtubers did not occur. The lighting conditions
used did not influence microtuberization in the Var. Superchola and Cecilia. The
presence of auxins (ANA, AlA and AIB) and their concentrations did not influence the
formation of microtubers. 6-BAP (0,8 mg.L™?) increased the number of microtubers,
diameter, dry mass, fresh mass, number of buds and microtuber length for the Cecilia
variety, while when using 0,6 mg. L of 6-BAP increased the value in the
aforementioned variables. On the other hand, the TDZ (0,06 mg.L™) increased the value
of the variables analyzed for the Superchola variety, on the other hand, there were no
microtubers in the Cecilia variety. The 2iP did not influence the development of potato

microtubers Var. Superchola and Cecilia.

Keywords: Establishment, microtuberization, nodal segments, Solanum tuberosum.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Introduccion

La papa es conocida como una planta herbacea perteneciente a la familia de las
solanaceas, cuyo género es Solanum. Desde la antigiiedad se le ha considerado como
uno de los alimentos mas importantes a nivel mundial, debido a su alto valor nutritivo
equilibrado, ha permitido asegurar la soberania alimentaria de varios paises,
posicionandolo entre los cuatro cultivos principales para la alimentacion, ademas de ser
una fuente econdmica primordial para el sustento de pequefios y grandes agricultores
(Araque Barrera et al, 2018). Su reproduccion puede ser asexual o sexual. Sin embargo,
a nivel comercial la forma mas empleada es asexualmente, haciendo uso de tubérculos -

semilla, cominmente consumida en los hogares (Mohapatra y Batra, 2017).

El cultivo de papa (Solanum tuberosum) al tener una gran demanda en la economia de
los paises, ha generado que varios agricultores se dediquen a la produccién de este
cultivo. En su mayoria su propagacion ha sido convencional, es decir, asexualmente
haciendo uso de los tubérculos que son obtenidos mediante sistemas “informales de
semilla”, adquiriendo asi un escaso estatus sanitario (Moreno y Oropeza, 2017), ademas
de verse limitado, debido a que la papa es una especie vegetativa muy propensa al
ataque de agentes patdgenos (bacterias, virus, plagas, hongos y viroides), inclusive es
necesario controlar las condiciones edafoclimaticas como las altas temperaturas,
humedad del suelo, salinidad, pH, disponibilidad de agua, entre otros, los cuales pueden
afectar drasticamente el rendimiento y la calidad comercial del cultivo (Lourdes et al,
2017).

En varios paises desarrollados estas limitaciones han sido manejadas con el uso

consecutivo de semilla certificada, generadas por personas especializadas,



contribuyendo a una menor incidencia de patdgenos en los cultivos (Ali et al, 2018). La
implementacion del cultivo in vitro de papa es una alternativa conveniente para la
obtencion de microtubérculos, debido a que permite la recoleccion de material vegetal
con elevado nivel de pureza varietal, cabe mencionar que su multiplicacion es rapida lo
cual reduce el tiempo de obtencion de la primera generacion de semilla; ademas, pueden

ser generados en cualquier periodo del afio (Aguilar Maradiaga et al, 2016).

La microtuberizacion in vitro de papa a partir de segmentos nodales juegan un papel
importante en la obtencion de semilla con certificado sanitario, aprovechando pequefios
fragmentos de material vegetal (Ali et al, 2018). Durante la microtuberizacion es
necesario proporcionar las condiciones adecuadas a los explantes para su 6ptimo
desarrollo, partiendo de la seleccion del material vegetal a usar, ya que a partir de este se
procedera con las diferentes actividades para la obtencién de microtubérculos, y por
consiguiente es necesario proveer un medio de cultivo adecuado que incluya los
componentes necesarios para el desarrollo de las plantas in vitro y de los

microtubérculos (Garcia et al, 2019).

Tomando en cuenta lo antes mencionado, en la presente investigacion se propuso
obtener microtubérculos de Solanum tuberosum L. Var Superchola y Cecilia a partir de
segmentos nodales de plantas in vitro de papa en condiciones controladas de laboratorio,
a través de la utilizacién de técnicas de micropropagacion y del manejo del ecosistema
in vitro, para lo cual se utilizo diferentes concentraciones de agar, medios de cultivo,
fuente de nitrato, fuente de carbono y fitohormonas, entre los parametros mas
importantes en este proceso se encuentra el protocolo de siembra de los segmentos
nodales, el adecuado desarrollo de los diferentes procedimientos a seguir enriquecera la

produccion de microtubérculos.



1.2.  Antecedentes investigativos

Lourdes et al. (2017) a través de su articulo titulado “Obtencion de microtubérculos y
minitubérculos como semilla prebasica en tres cultivares peruanos de papa”, sefialaron
que tanto el método in vitro como el ex vitro permiten obtener un nimero de semillas y
un peso de masa fresca adecuados para los micro y minitubérculos de papa en ciertos
cultivares, ademas, mencionaron que es necesario realizar otros estudios en los que se
evalue diferentes condiciones de cultivo para obtener resultados favorables en las

diferentes variedades existentes de papa.

Hossain et al. (2017) en su articulo titulado “Varietal evaluation of potato microtuber
and plantlet in seed tuber production” afirmaron que es mas viable el uso de
microtubérculos para la obtencién de minitubérculos a comparacién del uso de plantulas
in vitro, debido a las caracteristicas favorables que presenta la planta durante su
crecimiento y desarrollo, incluyendo un elevado porcentaje de supervivencia, no
obstante el uso de plantas provenientes de plantulas produce un mayor ndmero de

minitubérculos.

Dhital y Lim (2012) en su investigacion titulada “Microtuberization of potato (Solanum
tuberosum L.) as influenced by supplementary nutrients, plant growth regulators, and in
vitro culture conditions” mencionaron que las plantulas in vitro de papa produjeron un
mayor nimero de microtubérculos y un tamafio adecuado, bajo factores de un ambiente
controlado en laboratorio como: el medio nutritivo, porcentaje de sacarosa, nutrientes
adicionados al medio y reguladores de crecimiento, con las concentraciones adecuadas

para los cultivares existentes.

Ali et al. (2018) en su investigacion sobre el efecto de los reguladores de crecimiento y
la sacarosa, mencionaron que los reguladores de crecimiento y la sacarosa como fuente
de energia permiten acelerar la obtencion de microtubérculos de papa con caracteristicas

favorables como son mayor nimero de microtubérculos por planta y mayor peso fresco



por microtubérculo. Sin embargo, al ser usadas en concentraciones altas actdan
negativamente en el crecimiento y desarrollo tanto del explante como en la produccion

de microtubérculos.

Al-Shareefi et al. (2020) a través de su articulo titulado “Effect of light sources and
culture systems on microtubes production of potato (Solanum tuberosum L.) in vitro”
mencionaron que la concentracion de sacarosa y la iluminacion intervienen
positivamente en la tuberizacién in vitro de papa, por lo cual probaron diferentes
concentraciones de sacarosa y dias de exposicién a luz obteniendo resultados favorables
al usar 80 g.L* de sacarosa en el medio MS y 10 dias de luz continua antes de
introducirlos a oscuridad total, mientras que al usar 60 g.L* de sacarosa con 5 dias de

luz se redujo el nimero de microtubérculos por planta, su peso y didmetro.

Araque Barrera et al. (2018) mediante su articulo titulado “Propagacion y tuberizacion in
vitro de dos variedades de papa”, evaluaron el medio de sales MS suplementado con
reguladores de crecimiento ANA, AIB y NaOCI como desinfectante, mientras que en la
fase de microtuberizacion emplearon el medio MS+ Kinetina 0 BA, obteniendo un
namero masivo de microtubérculos a partir del medio MS acompafiado de la hormona

BA en una concentracion de 2,5 mg.L ™.

Momena et al. (2014) en su articulo titulado “In vitro microtuberization of potato
(Solanum tuberosum L.) cultivas through sucrose and growth regulator”, mencionaron
que los reguladores de crecimiento Kinetina y 6-BAP favorecieron la microtuberizacién
in vitro de papa, de este modo experimentaron con diferentes concentraciones de
Kinetina y 6-BAP, que fueron adicionados al medio MS con diferentes concentraciones
de sacarosa, demostraron que el tratamiento que incluia 8% de sacarosa, 4 mg.L™ de
Kinetina y 1 mg.L™ de 6-BAP aumentd considerablemente las caracteristicas fisicas de
los microtubérculos como el peso y diametro, del mismo modo el nimero de

microtubérculos fue mayor respecto a los otros tratamientos.



Yagiz et al. (2020) en la investigacion realizada sobre el efecto de reguladores de
crecimiento en la microtuberizacion in vitro de papa, emplearon diferentes reguladores
de crecimiento (6-BAP, Kinetina, Zeatina, Thidiazuron, Clororuro de clorocolina y
acido succinico 2,2 -dimetilhidrazina), donde demostraron que el TDZ 0,1 mg.L™ genera
mejores rendimientos en la produccion de microtubérculos con respecto a su tamafio y

peso.

Liljana et al. (2012) mediante su articulo titulado “Micropropagation of Potato Solanum
tuberosum L.”, evaluaron diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores de
crecimiento (Auxinas y citoquininas) para promover la formacion de microtubérculos, se
demostr6 que el medio MS suplementado con 2 mg.L™* de 6-BAP + 1 mg.L™ de ANA,
aumentd el porcentaje de formacion de microtubérculos con un 13,33%, mientras que la
combinacién de medio MS con 4 mg.L* de Kinetina + 1 mg.L™ de AIA produjo un 10%
de microtubérculos. Sin embargo, estos autores sefialaron que la formacion de
microtubérculos tiene dependencia del genotipo a usar y la concentracion de sacarosa en

el medio de cultivo.

1.3. OBJETIVOS

Objetivo general

Obtener microtubérculos de Solanum tuberosum variedades Superchola y Cecilia en

condiciones in vitro.

Objetivos especificos

1. Determinar la influencia de medios de cultivo en la produccién de
microtubérculos.
2. Determinar la influencia de la concentracion de sacarosa en la produccion de

microtubérculos.



3. Evaluar el efecto de la iluminacion en la produccion de microtubérculos.
4, Determinar el efecto de fitohormonas vegetales en la produccion de

microtubérculos.

1.4.  Caracteristicas fundamentales o marco conceptual

1.4.1. Generalidades

La papa Solanum tuberosum L. forma parte de los cuatro cultivos mas consumidos a
nivel mundial, convirtiéndose en un alimento esencial en la dieta diaria de las personas,
debido a su importante aporte de energia por la fuente de carbohidratos que proporciona
tras su consumo, ademas de estar constituida de micronutrientes tales como Hierro (Fe)
y Zinc (Zn). Debido a la gran demanda que genera este cultivo su produccidn se ha visto
extendida por las zonas andinas (Pert, Colombia, Bolivia, Ecuador, otros) cultivandose

actualmente mas de 4000 variedades nativas, satisfaciendo las necesidades alimentarias

de la poblacién y siendo un rubro importante de ingresos (Ordinola y Devaux, 2021).

En Ecuador su produccion esta constituida en las zonas altas andinas, siendo la provincia
de Carchi una de las méas productivas de papa con 18.84 t/ha dividida entre pequefios
productores con el 55.45%, medianos productores 34.65% y grandes productores con
9.90%, esta ultima a pesar de pertenecer al porcentaje mas bajo de productores de papa
ha sido la que mayor rendimiento ha generado (34.09 t/ha), la cual se ha visto
beneficiada por el manejo de la agricultura semi tecnificada disminuyendo la incidencia

de plagas y enfermedades (Basantes et al, 2020).

Uno de los principales inconvenientes que se presenta en la produccién del cultivo de
papa es la dificultad que tienen los pequefios y medianos agricultores en adquirir semilla
certificada, haciendo uso de tubérculos semilla que se pueden obtener en diferentes

plazas, de anteriores cosechas o la misma papa que se consume, sin saber su procedencia



y calidad, lo cual se muestra como una limitante en el rendimiento del cultivo y por ende

los ingresos adquiridos no cubriran lo invertido (Racines Jaramillo et al, 2021).

1.4.2. Clasificacion Taxondmica de la papa

Segun Reddy et al. (2018) la clasificacion taxondmica de la papa S. tuberosum esta

catalogada de la siguiente manera.

Tabla 1l

Clasificacion taxonomica de la papa S. tuberosum.

TAXONOMIA
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceas
Género Solanum
Especie S. tuberosum

1.4.3. Descripcion botanica

Sahair et al. (2018) manifestaron que la papa es una planta herbacea, anual con
diferentes habitos de crecimiento por su diversidad de variedades, las cuales presentan

las siguientes caracteristicas botanicas:

Sistema radicular: la planta de papa posee una raiz pivotante fibrosa.
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Tallo: en las primeras etapas de la papa el tallo es erecto, segin van avanzando las

etapas se torna proliferante.

Hojas: presenta hojas alternas, compuestas e imparipinadas, con una forma lanceolada,
con 6 a 8 pares de foliolos, el peciolo tiene una longitud de entre 2,5 a 5 centimetros.

Tubérculos: son considerados como tallos carnosos comestibles, poseen yemas por

donde se dan nuevos brotes.

Inflorescencias: las flores son bisexuales donde se realizan dos polinizaciones la

cruzada por vectores externos y autopolinizacion.

Frutos: es una baya cuya forma puede variar entre redonda, alargada u ovalada, dentro

de ella posee una gran cantidad de semillas.

1.4.4. Condiciones edéficas y climaticas

Zuiiga et al. (2017) manifestaron las siguientes condiciones edafoclimaticas para el

cultivo de papa:

Suelo

El cultivo de papa tiene gran adaptabilidad a varios tipos de suelos, favorablemente a los
francos-arcillosos debido a que tienen buena aeracion, retencién de humedad ademas,
son ricos en humus, profundos y con buen drenaje para evitar la pudricion de los
tubérculos-semilla, el cultivo de papa es tolerante a diferente pH. Sin embargo, el ideal

se encuentra entre 5,5 a 6.



Temperatura

La papa es considerada una planta termo periddica, necesita de un clima templado-frio
con temperatura promedio entre 17-23°C, ademas necesita una variacion entre los dias y
las noches de 10 a 25 °C en la atmdsfera, la temperatura del suelo debe ser superior a 7
°C, los tubérculos pueden verse afectados al presentar temperaturas muy bajas
perjudicandolos en su tamafio y desarrollo, por otra parte, al presentar temperaturas muy

altas puede aumentar la incidencia de plagas y enfermedades.

Humedad

Una humedad adecuada en el cultivo de papa es importante para el desarrollo adecuado
de los tubérculos, al existir demasiada humedad al momento de la brotacion, floracion y

maduracion de los tubérculos resulta perjudicial para la planta.

lluminacién

La cantidad de luz adecuada para la papa varia segun la temperatura, los periodos
aproximados de iluminacion adecuado estan entre 8 a 12 horas e inclusive 16 horas de
luminosidad. Los fotoperiodos cortos favorecen la formacion de tubérculos. Por otra

parte, los fotoperiodos largos favorecen el crecimiento.

1.4.5. Ciclo vegetativo

De acuerdo con Vignola et al. (2017) el cultivo de papa posee las siguientes fases

fenoldgicas:

Emergencia o brotacién: se da a partir de la siembra de los tubérculos-semilla, esta
etapa depende del tipo de almacenamiento que se ha implementado con los tubérculos,

la variedad y la brotacion del tubérculo.



Crecimiento de brotes laterales: en esta fase se da el desarrollo de la parte aérea de la
planta (tallos, ramas y hojas), mientras que en la parte subterrdnea se presenta la

expansion de los estolones.

Iniciacion de la tuberizacion: a partir de la formacion de los estolones se empieza a

desarrollar los tubérculos los cuales son tallos modificados de almacenamiento.

Desarrollo del tubérculo: se da al inicio de la floracion, en esta fase se da el llenado de
los tubérculos por la gran cantidad de agua, carbohidratos y nutrientes presentes en las

plantas.

Maduracién: en esta Ultima fase la planta pierde su desarrollo, crecimiento y
fotosintesis, se empieza a tornar amarillenta hasta que mueren, por otra parte, la piel de
los tubérculos se espesa y suberifica, por tanto, se endurece permitiendo proteccion de

este para la cosecha.

1.4.6. Métodos de propagacion de la papa

Sexual

La propagacion sexual de la papa parte de las semillas que se encuentran dentro del fruto
denominado como baya, esta puede variar tanto en forma y color por las diferentes
variedades de S. tuberosum, por lo general cada baya posee entre 200-400 SSP (semilla
sexual de papa) (Castro et al, 2012). Las plantas propagadas por semillas poseen dos
cotiledones y una raiz principal o pivotante a diferencia de las plantas que se obtienen de
tubérculos las cuales se caracterizan por contar con un sistema radical fibroso (Graziano,
2011).
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Asexual

La propagacion de la papa tradicionalmente se realiza de manera vegetativa o asexual,
por tal motivo las plantas llegan a ser clones de la planta madre, por lo general para
propagar asexualmente los agricultores hacen uso de tubérculos-semilla arriesgandose al
ataque de diferentes microorganismos (Sauca y Santiago, 2009). En menor medida se
hace uso del método de propagacion de tejidos vegetales bajo condiciones controladas y
asépticas, para la produccion de plantas in vitro y microtubérculos, destinados para la
produccion de minitubérculos que pueden ser usados para conservacion del

germoplasma o para la obtencidn de tubérculos semilla certificados (Castro et al, 2012).

1.4.7. El cultivo in vitro de papa

Morais et al. (2018) afirmaron que el proceso in vitro de papa permite obtener
descendencia clonal idéntica a la planta donante, lo cual, consiste en colocar diferentes
fragmentos de una planta madre, ya sean estos segmentos nodales del tallo, brotes,
meristemas, entre otros, bajo condiciones asépticas en un medio nutritivo liquido o
semiso6lido, proporcionando un porcentaje adecuado de fuentes de carbono (sacarosa) y
reguladores de crecimiento y garantizando del control de factores ambientales fisicos y

quimicos.

1.4.8. Factores que influyen en la microtuberizacion in vitro de papa

1.4.9. Medio de cultivo

Murashige y Skoog (MS)

El medio basal de Murashige y Skoog 1962, ha sido usado ampliamente por una gran
variedad de especies vegetales tanto en dicotiledoneas como en monocotiledoneas,

empledndolo en el cultivo in vitro de tejidos vegetales, debido a que estan enriquecidos
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con sales basales (macronutrientes y micronutrientes), vitaminas, fuente de carbono
(sacarosa) y reguladores de crecimiento (auxinas, citoguininas o giberalinas),
proporcionando las condiciones adecuadas para el crecimiento y desarrollo de pequefios
fragmentos de material vegetal (Phillips y Garda, 2019).

Murashige y Skoog con vitaminas de Gamborg

El medio MSG estd descrito por Murashige y Skoog en el afio de 1962 y fue
complementado por Gamborg y otros en 1968. Su composicién esta formulada con
macro y micronutrientes sefialados por Murashige y Skoog, mientras que las vitaminas
fueron incluidas por Gamborg y otros. EI medio MSG ha sido empleado para el cultivo
de tejidos vegetales, debido a su capacidad de incrementar el metabolismo de plantas in
vitro, favoreciendo la actividad fotosintética de estas (Ledea et al, 2020).

Agente gelificante

En la actualidad existen distintos tipos de agentes gelificantes que permiten mantener al
medio de cultivo en estado semisolido o sélido, entre los cuales se puede mencionar a
los siguientes: guar, gelrite, phytagel, agar y cassia (Gordo et al, 2012). Entre estos el
agar esta constituido de un conjunto de polisacaridos que son extraidos de las paredes de
algas marinas, a partir de este se puede emplear el cultivo de microorganismos y de
tejidos vegetales, en este Ultimo el agar trabaja como sostén para diferentes porciones de

una planta (L6pez-Escamilla et al, 2016).

Fuente de Nitrégeno

El nitrégeno es un macronutriente que ha sido considerado de importancia sobre el
desarrollo de las plantas, al igual en el crecimiento y formacion de tubérculos en el

cultivo de papas. En distintos medios de cultivo se incorporaron en forma de nitratos

tales como el nitrato de amonio (NHsNO3) donde el Nitrogeno posee una concentracion
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entre 33% a 34% y por otra parte nitrato de potasio (KNO3) posee 13% de Nitrégeno
(Tacoronte et al, 2017).

1.4.10. Fuente de carbono

Sacarosa

Ghorbani et al. (2017) mencionaron que entre los factores mas importantes a considerar
en la preparacion del medio de cultivo es la sacarosa, debido a que esta aporta energia
metabolica a las plantas que se encuentran dentro de un ambiente artificial. Las plantas
en condiciones in vitro cuando utilizan fuentes de carbono como azucares, desarrollan

un metabolismo mixotréfico (Bridgen et al, 2018).

1.4.11. Fitohormonas

Las fitohormonas son compuestos organicos que se puede producir en la parte interna de
las plantas (reguladores de crecimiento) o a través de compuestos quimicos (reguladores
sintéticos), trabajan en muy bajas concentraciones a nivel celular influyendo en los
procesos fisiologicos de las plantas. Se se conocen tres grandes grupos de reguladores de
crecimiento por su accion que tienen en las plantas: promotores (Auxinas, Citoquininas,
Giberelinas y Etileno), inhibidores (Acido abscisico) y Retardantes (aminoetoxi-vinil-
glicina) (Cossio, 2013)

Auxinas

Este regulador de crecimiento fue uno de los primeros en ser descubierto, puede
encontrarse en gran parte de los tejidos de las plantas en su mayoria en la parte que se
encuentra en crecimiento activo, entre las auxinas mas utilizadas estan: &cido
naftalenacético (ANA), acido indol 3 acético (AlA) y é&cido indol 3 butirico (AIB)
(Jordan y Casaretto, 2006).
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Citoquininas

Las citoquininas son reguladores de crecimiento que intervienen en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, se encuentra en varias especies vegetales como en las semillas
de maiz, aparte de encontrarse como hormona vegetal hay reguladores sintéticos que son
usados para el cultivo de tejidos vegetales o en campo entre las que se puede mencionar:
TDZ, 6-BAP y 2-iP (Jordan y Casaretto, 2006).

Giberelinas

Son hormonas vegetales que estdn constituidas por 19-20 carbonos, intervienen
principalmente en la division celular de los tejidos vegetales, interactuando en los
procesos fisioldgicos de las plantas como la germinacion de semillas, crecimiento de
tallo, floracion, desarrollo de los frutos y semillas, entre las giberelinas méas utilizadas

estd el AGs (&cido giberélico) (Bohorquez et al, 2011).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA
2.1. Ubicacion del proyecto de investigacion.
El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias (FCAPG), perteneciente a la Universidad Técnica de Ambato, ubicada en

el canton Cevallos, Provincia de Tungurahua.

2.2. Caracteristicas del lugar.

Para la microtuberizacion in vitro de Solanum tuberosum var. Superchola y Cecilia se
hara uso del laboratorio de biotecnologia, que se encuentra establecido en la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato, situado a 19.31 km, al
Sureste de Ambato, en el canto Cevallos, provincia de Tungurahua. Con una altitud de
2850 msnm, cuyas coordenadas geogréaficas son: 01° 24’27 de latitud Sury 78° 3500 de

longitud al Oeste.

2.3. Equipos y materiales.

2.3.1. Material experimental.

El material experimental estd constituido por plantas in vitro de papa S. tuberosum L.
Var. Superchola y Cecilia.

2.3.2. Equipos.

o Autoclave (MIDMARK).

. Balanza analitica (OHAUS - Pioneer™).
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o pH metro (BANTE 900).

o Destilador de agua (DIRECT — Q / MILLOPONE).

o Microondas (PANASONYC).

. Cabina de flujo laminar (PURIFIER™ - MAGELLAN).
o Refrigerador (INDURAMA).

o Micropipetas (THERMO SCIENTIFIC).

o Estufa.

o Calibrador (CUMMINGS TOOL)

2.3.3. Materiales.

o Plantas de papa in vitro variedad Superchola y Cecilia.

o Medio de cultivo MS (Phytotech).

o Medio de cultivo MS con vitaminas de Gamborg (Phytotech).
o Frascos de vidrio (250 ml).

o Agar (en polvo para cultivo de tejidos vegetales — Agar SIGMA 1Kkg.
o Sacarosa (Azucar blanca Valdez).

. Acido citrico (SIGMA).

o Hidroxido de sodio (LOBA CHEMIE).

. Nitrato de amonio (NHsNO3).

. Nitrato de potasio (KNOs).

. ANA (Acido 1- naftalenacético) (SIGMA).

. IBA (Acido indol -3- butirico) (SIGMA).

o AlA (Acido Indol Acético) (LOBA CHEMIE).

o 6-BAP (6-Benzilaminopurina) (Caisson labs).

o 2iP (N-isopentil adenine) (Caisson labs).

o TDZ (Thidiazuron) (Caisson labs).

o Tubos de ensayo (20 mm*150 mm) (25 mm*250 mm).

o Frascos de vidrio (250 ml).

16



Etiquetas adhesivas.

Pinzas metalicas (MEDITEC 18 cm).
Fundas plasticas.

Placas metalicas.

Mecheros de alcohol.

Matraz Erlenmeyer (1000 ml, 500 ml, 250 ml).
Estantes metalicos y de vidrio.

Papel aluminio (DIAMOND).

Bata quirdrgica.

Zapatones.

Mascarillas.

Alcohol 70% y 90% (WEIR).

Probetas (50 ml).

Esferos (BIG).

Detergente solido (DEJA).

Pipetas plasticas pequefias (1ml).
Hipoclorito de Sodio al 5% (ALL CLORO).
Puntas de micropipetas.

Gorros quirurgicos.

Jabon liquido (Recamier).

Cucharillas medidoras metalicas.

Vasos de precipitacion (500 ml, 50 ml).
Agua desionizada.

Bisturi (STAINLESS N°4).

Hojas de bisturi N°23.

Cuaderno cuadriculado espiral (NORMA).
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2.4. Factores de estudio.

2.4.1. Objetivo N° 1: Determinar la influencia de medios de cultivo en la produccion de

microtubérculos.

o Factor N° 1. Influencia de la concentracién de agar en el establecimiento in
vitro de segmentos nodales de papa.

o Factor N° 2. Influencia de dos medios de cultivo (MS y MS con vitaminas de
Gamborg) en el establecimiento in vitro de papa (Var. Superchola y Cecilia).

o Factor N° 3. Influencia del nitrato de amonio y nitrato de Potasio en la

formacion de microtubérculos de papa S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

2.4.2. Objetivo N° 2: Determinar la influencia de la concentracién de sacarosa en la

produccion de microtubérculos.

Factor N°1: Influencia de la concentracién de sacarosa en la produccion de

microtubérculos de papa S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

2.4.3. Objetivo N° 3. Evaluar el efecto de la iluminacion en la produccion de

microtubérculos.

Factor N°1: Influencia de las diferentes condiciones de iluminacion en la produccion de

microtubérculos de papa S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

2.4.4. Objetivo N° 4: Determinar el efecto de fitohormonas vegetales en la produccién

de microtubérculos.

Factor N°1: Influencia del tipo de auxina sobre la produccion de microtubérculos in

vitro de S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.
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Factor N°2: Influencia del tipo de citoquinina sobre la produccion de microtubérculos

in vitro de S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

2.5. Tratamientos.

2.5.1. Objetivo N° 1: Determinar la influencia de medios de cultivo en la produccion de

microtubérculos.

Factor N° 1. Influencia del Agar en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de

papa.
Tabla 2

Influencia de concentraciones de Agar para la etapa de establecimiento de segmentos

nodales de S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

CONCENTRACIONES DE AGAR

AGAR CONTROL

6g.L*
7g.L?
8g.L? MEDIO LiQUIDO
9¢g.L*

10g.L*

Factor N° 2. Influencia de dos medios de cultivo MS y MS con vitaminas de Gamborg

en el establecimiento in vitro de papa (Var. Superchola y Cecilia).

o Medio Murashige y Skoog (4,43 g.L™* de MS).
o Medio Murashige y Skoog con vitaminas de Gamborg (4,44 g.L de MSG).
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. Control sin medio de cultivo.

Factor N° 3. Influencia del Nitrato de amonio y Nitrato de Potasio en la formacion de

microtubérculos de papa S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

. Nitrato de amonio (2 g.L* NHsNO3).
. Nitrato de Potasio (1,75 g.L de KNO3).

° Control sin Nitrato.

2.5.2. Objetivo N° 2: Determinar la influencia de la concentracion de sacarosa en la

produccion de microtubérculos.

Factor N°1: Influencia de la concentracion de sacarosa en la produccion de
microtubérculos de papa S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

Tabla 3

Influencia de diferentes concentraciones de sacarosa en la formacién de

microtubérculos de papa S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

CONCENTRACIONES DE FUENTE DE CARBONO

Sacarosa CONTROL
60 g.L*
70g.L?
80 gL SIN FUENTE DE
J CARBONO
90 g.L*?
100 g.L?
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2.5.3. Objetivo N°3: Evaluar el efecto de la iluminacion en la produccion de

microtubérculos.

Factor N°1: Influencia de las diferentes condiciones de iluminacion en la produccion de

microtubérculos de papa S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

° Luz blanca fluorescente continua.
° Oscuridad total.
o 48 horas luz y 48 horas oscuridad.

2.5.4. Objetivo N° 4: Determinar el efecto de fitohormonas vegetales en la produccién

de microtubérculos.

Factor N°1: Influencia del tipo de auxina sobre la produccion de microtubérculos in

vitro de S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

Tabla 4

Influencia de concentraciones de auxinas para la formacion de microtubérculos de

papa S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

CONCENTRACIONES DE AUXINAS

ANA AlB AlA CONTROL
0,06 mg.L* 0,15mg.L* 0,06 mg.L*
0,05 mg.L* 0,20 mg.L™* 0,05 mg.L*
0,1 mg.L? 0,25 mg.L* 0,1 mg.L? SIN AUXINAS
0,12 mg.L* 0,30 mg.L* 0,12 mg.L*
0,14 mg.L? 0,35 mg.L* 0,14 mg.L*

Nota: ANA= acido naftalenacético; AIA= acido indolacético; AIB= &acido indolbutirico.



Factor N°2: Influencia del tipo de citoquinina sobre la produccion de microtubérculos

in vitro de S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.
Tabla 5

Influencia de concentraciones de citoquininas para la formacion de microtubérculos de

papa S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

CONCENTRACIONES DE CITOQUININAS

2iP TDZ BAP CONTROL
0,6 mg.L* 0,06 mg.L* 0,6 mg.L*
0,8 mg.L? 0,05 mg.L* 0,8mg.L?
SIN

-1 -1 -1
1,0 mg.L 0,1 mg.L 1,0 mg.L CITOQUININAS
1,2mg.L? 0,12 mg.L* 1,2mg.L?
1,4 mg.L? 0,14 mg.L? 1,4 mg.L?

Nota: 2iP = N-isopentil adenina; TDZ = thidiazuron; BAP = 6-benzilaminopurina.

2.6. Disefio experimental

Se utilizd para los ensayos del objetivo 1, 2 y 3 un disefio completamente aleatorizado
con 10 repeticiones para cada ensayo. En el caso del objetivo 4 se utiliz6 un disefio

completamente aleatorizado con 4 repeticiones para cada ensayo con 2 unidades

experimentales.

2.7. Hipotesis

Hy: Mediante el establecimiento de segmentos nodales de papa (Var. Superchola y
Cecilia) y el analisis de factores asociados al ecosistema in vitro no se podria inducir a la

microtuberizacion de papa.
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H;: Mediante el establecimiento de segmentos nodales de papa (Var. Superchola y
Cecilia) y el andlisis de factores asociados al ecosistema in vitro se podria inducir a la

microtuberizacién de papa.

2.8. Manejo del experimento

2.8.1. Objetivo 1. Determinar la influencia de medios de cultivo en la produccion de

microtubérculos.

Para la produccion de microtubérculos a partir de segmentos nodales como explantes se

llevd a cabo el procedimiento detallado en la siguiente figura.
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Figura l

Diagrama de actividades realizado para la preparacién de medio de cultivo con
diferentes concentraciones de Agar para el establecimiento in vitro de segmentos

nodales de S. tuberosum var. Superchola y Cecilia.

INFLUENCIA DE CONCENTRACIONES DE AGENTE GELIFICANTE

Colocar agua destilada
(esterilizada) en
matraces Erlenmeyer.

Pesar el medio nutritivo
4,43 g.L "t de MS y disolver

en los matraces.

L"_‘“"‘

Pesar 30 g.L! de
sacarosa, colocar 'y

disolver en los matraces.

Estabilizar el pH del medio

de cultivo en 5,9.

L"‘“"

Pesar (6, 7, 8, 9, 10 g.L"
1 de agar y disolver en
los matraces.
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Disolver y calentar el
medio de cultivo en el

microondas por 10 min.

Colocar 20 ml de medio
en los frascos, cubrir con

papel aluminio y ajustar.

Autoclavar los  frascos

dispensados por un tiempo
de 40 min a 110°.

E‘,u'

Retirar  los  frascos
autoclavados y mantener

en la camara de flujo.
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Figura 2

Diagrama de actividades realizadas para el manejo del ensayo en la camara de flujo
laminar para el establecimiento in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum var.

Superchola y Cecilia.

MANEJO DE ENSAYO EN CAMARA DE FLUJO LAMINAR.

Esterilizar en la autoclave los materiales para la
siembra (pinzas, mango de bisturi, bata, cofia, agua
destilada, frascos, cuadros de papel aluminio y placa
metalica) durante un periodo de 40 minutos a 110° C. |

Desinfectar con alcohol al 70%: hojas de bisturi,
mecheros de alcohol, basurero, ligas, atomizadores
con alcohol, encendedor, frascos con medio de

cultivo e introducirlos en la camara de flujo laminar.

S

T

Encender la luz UV de la camara de flujo por un

tiempo de 20-30 minutos.

Encender los mecheros, colocar agua destilada en 2
frascos, en el sobrante llenar con alcohol al 70%,
donde se ubicaran las pinzas y bisturis, retirar el

. papel aluminio de los materiales y antes de usarlos

.

T
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-

Flamear las pinzas y el bisturi en el mechero,
enfriarlos en agua destilada y retirar la planta in vitro
del frasco, colarla en la placa metélica y con el bisturi
realizar cortes de segmentos nodales con 1 0 2 nudos.

Destapar el frasco que contiene el medio de cultivo,
se procede a flamear la boca del frasco, con las pinzas
tomar los explantes e introducirlos, procurando que

los segmentos nodales no tengan contacto con el

|

Procedemos a tomar con las pinzas el papel aluminio

y flamear, por ultimo, asegurar con una liga.

[

Al terminar la siembra los frascos se trasladan al area

de transferencia, la cual consta de una temperatura de

24°C y luz blanca fluorescente continua.

—
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Figura 3

Diagrama de actividades realizadas para el establecimiento in vitro de segmentos
nodales de S. tuberosum var. Cecilia y Superchola, preparacién de dos medios de

cultivo.

INFLUENCIA DE DOS MEDIOS DE CULTIVO.

Colocar agua destilada
(esterilizada) en ———

matraces Erlenmeyer. !

Pesar el medio nutritivo 4,43
(———— glLl'deMSy444gL?de
| MSG vy disolver.

v
Pesar 30 gL' de
sacarosa, colocar y ————
disolver en los matraces.

Estabilizar el pH del medio
———— decultivoen5,9.

Pesar 6 g.L! de agar y

disolver en los matraces.
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Disolver y calentar el
medio de cultivo en el

microondas por 10 min.

[
[
[
[
v
Colocar 20 ml de medio

en los frascos, cubrir con -

papel aluminio y ajustar.

I
I
I
I

v

Autoclavar los  frascos
dispensados por un tiempo
de 40 min a 110°.

Retirar  los  frascos
autoclavados y mantener

en la camara de flujo.
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Figura 4

Diagrama de actividades realizado para determinar el efecto dos tipos de Nitratos
(NHsNO3, KNO3) en la microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum

var. Cecilia 'y Superchola.

INFLUENCIA DEL TIPO DE NITRATO EN LA FORMACION DE
MICROTUBERCULOS.

Colocar agua destilada
estéril  en  matraces

Erlenmever de 500 ml.
[

v

Pesar el medio nutritivo
4,43 g.L de medio MS

I

| vydisolver.

I

I

I

v

Pesar y disolver 2~ Pesar y disolver
g.L? de Nitrato de 1,75 gLt de
amonio B Nitrato de Potasio
(NHzNO3). (KNOg).

Pesar 30 g.L! de
sacarosa, colocar vy
disolver en los matraces.
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Estabilizar el pH del
medio de cultivo en 5,9.

Pesar 6 g.L? de agar y
disolver en los matraces.

Disolver y calentar el
|————= , medio de cultivo en el
: microondas por 10 min.

Colocar 8 ml de medio
en los tubos, cubrir con

papel aluminio y ajustar.

Autoclavar los tubos de
ensayo por 40 minutos a
110° C.

Retirar los tubos de
ensayo y mantenerlos en

la camara de flujo
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2.8.2. Objetivo 2. Determinar la influencia de la concentracion de sacarosa en la

produccion de microtubérculos.

Figura 5

Diagrama de actividades realizado para determinar el efecto de diferentes
concentraciones de sacarosa en la microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de

S. tuberosum var. Ceciliay Superchola.

INFLUENCIA DE FUENTE DE CARBONO (SACAROSA)

Colocar agua  destilada
estéril en matraces

Erlenmever de 500 ml.

Pesar el medio nutritivo
4,43 g.Lt de medio MS 'y

disolver.

A:,.w‘

4
Pesar y disolver diferentes
concentraciones de sacarosa

(60, 70, 80, 90, 100 g. L2

Estabilizar el pH del :
medio de cultivo en 5,9.
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Pesar 6 g.L* de agar y
disolver calentandolo en el
microondas por 10 min.

Dispensar 20 ml de medio
por frasco, cubrir con

papel aluminio y ajustar.

Autoclavar  los  frascos
dispensados por un tiempo
de 40 min a 110°.

Retirar  los  frascos
autoclavados y mantener

en la camara de fluio.
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2.8.3. Objetivo 3. Evaluar el efecto de la iluminacion en la produccién de

microtubérculos.

Figura 6

Diagrama de actividades realizado para determinar el efecto de la iluminacion en la
microtuberizacién in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum var. Cecilia y

Superchola.

INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE ILUMINACION.

— ' Colocar agua destilada estéril en matraces Erlenmeyer
& de 250 ml.

Pesar el medio nutritivo 4,43 g.L de MS y disolver en

|

los matraces.

Estabilizar el pH del medio de cultivo en 5,9.
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_ o
Pesar 6 g.L' de agar y colocar en los matraces,
calentar en el microondas por 10 min.

[

Dispensar 8 ml de medio por tubo de ensayo, cubrir

con papel aluminio y ajustar con ligas.

[

Autoclavar los tubos de ensayo por 40 minutos a 110°

Retirar los tubos de ensayo y mantenerlos en la camara
de flujo laminar.

[

Preparar un area de luz blanca fluorescente continua,
oscuridad total y 48 horas luz y 48 horas oscuridad.

—— L4
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2.8.4. Objetivo 4. Determinar el efecto de fitohormonas vegetales en la produccion

de microtubérculos.
Figura7
Diagrama de actividades realizado para determinar los efectos de auxinas y

citoquininas en la microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum var.

Ceciliay Superchola.

IFLUENCIA DEL TIPO DE IFLUENCIA DEL TIPO DE
AUXINA. CITOQUININA.

=, Colocar agua
........................................... V

destilada estéril en
= matraces Erlenmeyer
Pesar el  medio “
nutritivo 4,43 g.L ! de 118
medio MS y disolver.
g >
Pesar y disolver diferentes Pesar y disolver diferentes
concentraciones de concentraciones de auxinas:
auxinas: ANA (0,06; 0,05; ANA (0,06; 0,05; 0,1; 0,12;
0,1; 0,12; 0,14 ppm), AIA 0,14 ppm), AlA (0,06; 0,05;
(0,06; 0,05; 0,1; 0,12; 0,14 0,1; 0,12; 0,14 ppm) y AIB
ppm) y AIB (0,15; 0,20; (0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35
0,25; 0,30; 0,35 ppm). ppm).
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Pesar 30 g.L?! de
sacarosa y disolver en
los matraces.

|

Estabilizar el pH del
medio de cultivo en
5,9.

|

Pesar y disolver 6
g.L? de agar.

r

Calentar el medio en el

microondas por 10
minutos.

r

Dispensar 20 ml de

medio en los frascos

tapar y ajustar.

-

r

Autoclavar los frascos \
dispensados por un tiempo de
40 min a 110°C y trasladar a la
camara de flujo.

: )=
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2.9. VARIABLES RESPUESTA

2.9.1. Variables respuesta en la fase de establecimiento in vitro de S. tuberosum Var.
Superchola y Cecilia

Numero de hojas.

Los datos de numero de hojas se tomaron mediante conteo a los 7, 14 y 21 dias del
establecimiento en los ensayos de influencia de concentracion de agar e influencia de
dos medios de cultivo en el establecimiento in vitro de papa (Var. Superchola y Cecilia).
Numero de nudos.

Se realizé por conteo a los 7, 14 y 21 en los ensayos de influencia de concentracion de
agar e influencia de dos medios de cultivo en el establecimiento in vitro de papa (Var.
Superchola y Cecilia).

Altura de la planta (cm).

Los datos de altura de la planta se tomaron por tres semanas (7, 14 y 21 dias) para el
establecimiento in vitro de papa, dando uso de una regla de 30 cm, ubicandolo desde la
base de la planta hasta la yema apical.

Porcentaje de contaminacion.

Los datos de porcentaje de contaminacion se tomaron por tres semanas a los 7, 14 y 21

dias.

Porcentaje de viabilidad.

Los datos se evaluaron a los 7, 14 y 21 dias.
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2.9.2. Variables respuesta en la fase de microtuberizacién in vitro de S. tuberosum

Var. Superchola y Cecilia

Diametro de microtubérculos (mm).

Para la medicion de esta variable se realizo a los 90 dias de siembra, se utiliz6 un
calibrador vernier, para obtener estos resultados se tomo en cuenta el diametro ecuatorial
del microtubérculo y fue expresada en milimetros.

Masa fresca (Q).

La masa fresca se obtuvo a los 90 dias contados desde el dia de la siembra, los

microtubérculos se pesaron con una balanza analitica y fue expresada en gramos (g).
Masa seca (g).

La medicién de esta variable se obtuvo a partir de la exposicion de los microtubérculos a
una estufa con una temperatura de 70°C por 48 horas, finalmente se pes6 en una balanza
analitica su valor final.

NUmero de microtubérculos por planta.

Se realiz6 a los 90 dias de la siembra de los segmentos nodales, para ello se hizo un

conteo por planta.
Dias a la formacion de microtubérculos (dias).
La recoleccion de esta variable se realizé por conteo a partir de que se cumplieran 30, 60

y 90 dias de la siembra.
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NuUmero de yemas.

Para determinar esta variable se realizo por observacion y conteo de cada uno de los

microtubérculos.

Longitud del microtubérculo (mm).

La medicién de esta variable se realizd a los 90 dias de siembra, se utilizé un calibrador

vernier que expresaba la medicion en mm.

2.10. Procesamiento de la informacion

Los datos registrados fueron analizados mediante el paquete estadistico SPSS version
26.0. Se analizaron los criterios de distribucion normal mediante la prueba de
Kolmogorov Smirnov y para determinar la homogeneidad de varianza se utiliz6 la
prueba de Levene. Para las variables cuyos datos no cumplieron los requerimientos de
normalidad y homogeneidad de varianza se utilizé la prueba de Kruskal Wallis
completado con una prueba de U Mann Whitney. Para un nivel de significacion de un 95
%.
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CAPITULO IlII

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinar la influencia de medios de cultivo en la produccion de

microtubérculos.

3.1.1. Influencia de la concentracién de agar en el establecimiento in vitro de
segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var. Cecilia.

En la evaluacion correspondiente a los 7 dias de la influencia de la concentracion de agar
sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var.
Cecilia se observo que a excepcidn del control el resto de los tratamientos incrementaron
el nimero de nudos y numero de hojas por planta. Respecto a la altura de la planta
cuando se afadieron 6, 7, 8 y 9 g.L! de agar al medio MS se incrementd el valor de
dicha variable. Sin embargo, no existieron diferencias estadisticas significativas sobre el

porcentaje de contaminacion.

A los 14 dias al usar 6 y 9 g.L' de agar se observd un incremento del nimero de nudos
y nimero de hojas por planta. Asimismo, al afiadir 6, 7, 8 y 9 g.L ! de agar aumentd la
altura de las plantas. Sin embargo, no existio influencia del agar sobre el porcentaje de

contaminacion.

A los 21 dias al afiadir 6, 8y 9 g.L ! de agar se incremento el nimero de nudos y nimero
de hojas por planta. Respecto a la altura de la planta la adicion de 8 y 9 g.L! de agar
increment6 el valor para esta variable, en cuanto al porcentaje de contaminacion no

existio diferencias estadisticas significativas.

En los estudios realizados por Moreno et al. (2001) mencionaron que el agar trabaja

positivamente sobre el establecimiento in vitro de apices de Cymbopogon citratus (D.C)
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Stapf a una concentracion de 3 g.L'. Amlesom et al. (2021) al evaluar la influencia de
diferentes agentes gelificantes en la micropropagacion in vitro de papa var. Kufri
Chipsona-3, demostraron que el nimero maximo de hojas se obtuvo con el agar a una

concentracion de 7 g.L .

En el trabajo realizado por Madege et al. (2015) mencionaron que ciertos agentes
gelificantes provenientes de almidén mostraron resultados favorables en el
establecimiento in vitro de batata dulce var. Ukerewe. Sin embargo, es necesario realizar
algunas mejoras para que brinde un mejor crecimiento y desarrollo de los segmentos
nodales. De igual manera sefialaron que al emplear una concentracién de 0,8% (w/v) de
agar en el medio de cultivo se obtuvieron mejores resultados para las variedades altura

del explante y nimero de nudos por explante.
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Tabla 6

Influencia de diferentes concentraciones de agar sobre el niamero de nudos, nimero de hojas, altura de la planta y porcentaje
de contaminacidn en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum L. Var. Cecilia a los 7, 14 y 21 dias.

NUMERO DE NUMERO DE ALTURA PORCENTAJE DE
TRATAMIENTOS NUDOS HOJAS (cm) CONTAMINACION
< Rango_ < Rango_ < Rango_ X Rango_
promedio promedio promedio promedio
MS + 6 gL' deagar 2,3 62,40 a 4,3 66,70 a 2,4 64,00ab 0,0 48,50
MS+7glL™" deagar 2,0 54,20 a 3,6 55,35 a 2,4 68,78 a 0,3 65,00
& MS+8gl™ deagar 27 64,78 a 4,3 62,73 a 1,7 59,60ab 0,2 59,50
< MS+9gL' deagar 23  61.80a 39  6020a 19 5715ab 0,1 54,00
MS +10 gL' deagar 2,1 55,95 a 3,7 54,70 a 1,8 50,23 b 0,1 54,00
Sin agar 0,5 12,25 b 1,5 11,15b 0,8 11,00 ¢ 0,0 48,50
MS +6 gL't deagar 5,6 76,48 a 77 77,50 a 4,5 68,45 a 0,0 48,50
MS+7 gL deagar 4,2 56,08 b 6,2 58,43 b 3,8 62,58ab 0,3 65,00
@ MS+8glL" deagar 4,2 51,20 b 6,1 51,70b 39 52,40ab 0,2 59,50
E MS +9g.L" deagar 4,4 61,33 ab 6,3 60,88ab 4.4 63,25ab 0.1 54,00
- MS + 10 gL' deagar 3,9 48,00 b 5,9 48,95 b 4,05 47,08 b 0,1 54,00
Sin agar 2,4 24,35¢ 3,5 15,60 ¢ 14 23,00c 0,0 48,50
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MS + 6 g.L deagar 8,7 75,45 a 10,6 74,85 a 5,1 34,18 ¢ 0,0 48,50

MS+7 gL deagar 6,1 44,38 c 7.9 4398c 54 4398c 03 65,00

& MS+8glL™ deagar 72 58,80 abc 9,1 58,28 abc 4,9 73,43ab 0.2 59,50
g MS+9gL™" deagar 7,8 69,58 ab 9,6 70,13ab 54 80,40a 01 54,00
MS + 10 g.L* de agar 6,8 51,58 bc 8,8 53,03bc 4,9 6573b 01 54,00

Sin agar 3,6 10,95 d 4,9 10,00 d 3,03 15,10d 0,0 48,50

Nota: 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=20.
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Figura 8

Establecimiento in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var. Cecilia

con diferentes concentraciones de agar a los 14 y 21 dias.

Nota: A=6 gL B=7gL " C=8gL";D=9gL % E=10gL™"
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3.1.2. Influencia de la concentracion de agar en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de S. tuberosum L. Var. Superchola.

A los 7 dias a excepcion del uso de 10 g.L! de agar y el control sin agar, en el resto de
los tratamientos se incrementé nimero de nudos por planta, nimero de hojas y la altura
de las plantas de S. tuberosum L. Var. Superchola. Sin embargo, no existieron

diferencias estadisticas significativas en la variable de porcentaje de contaminacion.

En la evaluacion correspondiente a los 14 dias al afiadir 6, 7, 8y 9 g.L™ de agar al medio
MS se incrementd el nimero de nudos y nimero de hojas por planta. Respecto a la
altura de la planta con excepcién del control, el resto de los tratamientos presentaron un
incremento en dicha variable, mientras que no se observaron diferencias estadisticas

significativas respecto al porcentaje de contaminacion.

A los 21 dias se observo un incremento del nimero de nudos y nimero de hojas por
planta cuando se afiadieron 6, 7, 8 y 9 g.L de agar. Por otra parte, la mayor altura de la
planta se alcanz6 con 6 g.L™! de agar en el medio de cultivo MS. En cuanto al porcentaje

de contaminacion no existio diferencias estadisticas significativas.

Flores et al. (2017) en su ensayo observaron que, al usar diferentes combinaciones de
sustratos entre perlita, fibra de coco y tezontle en sustitucién de agentes gelificantes
estos actan con la misma eficiencia que el agar, por tal motivo mencionan que al
emplear agar como control a una concentracion de 7 g.L' no presentd diferencia
significativa en la variable nimero de hojas y nimero de raices por explante evaluados a

los 45, 90 y 135 dias en el cultivo in vitro de orquideas.
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Tabla 7

Influencia de diferentes concentraciones de agar sobre el nimero de nudos, nimero de hojas, altura de la planta y porcentaje

de contaminacion en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum L. Var. Superchola a los 7, 14 y 21

dias.

NUMERO DE NUMERO DE ALTURA PORCENTAJE DE

TRATAMIENTOS NUDOS HOJAS (cm) CONTAMINACION
Rango < Rango < Rango < Rango

promedio X promedio promedio X promedio

MS +6 gL' deagar 2,2 66,20ab 3,7 66,05 ab 2,3 70,13 a 0,3 65,00
MS+7gL™ deagar 19 60,05ab 31  5803ab 1,8  62,30ab 0,0 48,50
& MS+8glL™ deagar 23  6828a 41 7043a 14 5933ab 01 54,00
X MS+9gL" deagar 15 5095ab 27  5268ab 12 5128ab 01 54,00
MS+ 10 gL' deagar 14 48,00bc 2,3 47,43 b 1,2 50,40 b 0,1 54,00
Sin agar 0,3 23,55¢ 0,5 21,30 ¢ 0,2 23,65¢C 0,2 59,50
MS+6 gL' deagar 3,1 6490ab 4,3 61,15 ab 4,3 66,73 a 0,3 65,00
MS+7 gL' deagar 2,6 56,28ab 4,1 56,70 ab 2,9 58,25 a 0,0 48,50
8 MS+8glL" deagar 32 67,33a 52  6895a 31 6308a 0,1 54,00
§, MS+9gL™* deagar 25 54,33abc 3,9 56,08 abc 2,4 52,00 ab 0,1 54,00
MS+10g.L™* deagar 2,05 4683bc 3,2 47,15 bc 2,4 50,65 ab 0,1 54,00
Sin agar 1,2 31,20 ¢ 1,9 30,45¢c 0,7 29,10 b 0,2 59,50
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MS+6g.L* deagar 49 59,88ab 6,7 58,93 ab 6,5 60,35 a 0,3 65,00

MS +7 gL' deagar 4,6 56,75ab 6,5 57,10 ab 6,7 62,43 b 0,0 48,50

& MS+8glL™ deagar 57 70,30 a 8,1 74,03 a 8,1 73,10 bc 0,1 54,00
;, MS+9gL™ deagar 43  5685ab 57  5513abc 48  4923bc 01 54,00
MS +10 g.L”' deagar 3,6 46,73bc 5,1 45,70 bc 4,5 46,80 cd 0,1 54,00

Sin agar 2,5 29,50 ¢ 4,2 28,75¢C 1,8 26,70d 0,2 59,50

Nota: 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=20.
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Figura 9

Establecimiento in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var.

Superchola con diferentes concentraciones de agar a los 14 y 21 dias.

Nota: A=6 gL B=7gL " C=8gL"';D=9gL " E=10gL™
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3.1.3. Influencia de diferentes medios de cultivos MS y MS con vitaminas de
Gamborg en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum L.

Var. Cecilia.

En la evaluacién correspondiente a los 7, 14 y 21 dias de la influencia de diferentes
medios de cultivos sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de S.
tuberosum L. Var. Cecilia, se observd un incremento en el nimero de nudos y nimero
de hojas al usar el medio Murashige y Skoog (MS) y Murashige y Skoog con vitaminas
de Gamborg (MSG).

Dogan (2022) evaluaron la influencia de diferentes concentraciones del medio nutritivo
de Murashige y Skoog en el cultivo in vitro de Staurogyne repens (Nees) Kuntze
mencionaron que los distintos niveles de este medio afectan considerablemente en el
crecimiento y desarrollo de los explantes, donde el medio MS al 100% y 150%
incrementaron la longitud del brote y el namero de brotes por explante.

Larraburu (2014) en su investigacion analizaron la influencia de diferentes medios
nutritivos en la germinacion in vitro de semillas de Handroanthus impetiginosus (Mart.
Ex DC.), donde mencioné que tanto el medio MSG (Murashige y Skoog con vitaminas
de Gamborg) y el medio WPM (Woody PLant Medium) no tuvieron diferencias

significativas en la germinacion de semillas
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Tabla 8

Influencia de diferentes medios de cultivos suplementados con sacarosa y vitaminas de
Gamborg sobre el nimero de nudos y numero de hojas en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de S. tuberosum L. Var. Ceciliaa los 7, 14 y 21 dias.

NUMERO DE NUDOS NUMERO DE HOJAS

TRATAMIENTOS
X  Rango promedio X  Rango promedio

MS 2.1 31,30a 4,1 31,70 a

3 MS+G 18 2070 a 38 2030 a
N CMS 0,0 10,50 b 0,0 10,50 b
CMS+G 0,0 10,50 b 0,0 10,50 b

MS 4,7 30,10 a 6,8 30,35a

8 MS+G 4,7 30,90 a 6,7 30,65 a
5 CMS 0,0 10,50 b 0,0 10,50 b
CMS+G 0,0 10,50 b 0,0 10,50 b

MS 9,5 32,85a 11,9 33,154

8 MS+G 7.7 28,15 a 9,7 27.85a
= CMS 0,0 10,50 b 0,0 10,50 b
CMS+G 0,0 10,50 b 0,0 10,50 b

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=10.

Nota: MS= Murashige y Skoog; MSG= Murashige y Skoog con vitaminas de Gamborg.
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Figura 10

Establecimiento in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var. Cecilia

con dos diferentes medios de cultivo a los 14 y 21 dias.

Nota: A= Murashige y Skoog; B= Murashige y Skoog con vitaminas de Gamborg.
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3.1.4. Influencia de diferentes medios de cultivos MS y MS con vitaminas de
Gamborg en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum L.
Var. Superchola.

En la evaluacion a los 7, 14 y 21 dias de la influencia de diferentes medios de cultivos en
el establecimiento in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum L. Var. Superchola, se
determind que el mayor nimero de nudos por planta y nimero de hojas por planta se

obtuvo al usar el medio MS y MS con vitaminas de Gamborg.
Tabla 9

Influencia de diferentes medios de cultivos suplementados con sacarosa y vitaminas de
Gamborg sobre el nimero de nudos y numero de hojas en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de S. tuberosum L. Var. Superchola a los 7, 14 y 21 dias.

NUMERO DE NUDOS NUMERO DE HOJAS
TRATAMIENTOS

X Rangopromedio X  Rango promedio

MS 14 2840a 33 28,35
2 MS+G 18 32,60 a 3,9 32,65 a
S CMS 0,0 10,50 b 0,0 10,50 b
CMS+G 0,0 10,50 b 0,0 10,50 b

MS 28 29,40a 47 29,50

8 MS+G 3.1 31,60a 5,0 31,50
S CcMs 00 10,50 b 0,0 10,50 b
CMS+G 0,0 10,50 b 0,0 10,50 b

MS 39 30,55 5,8 30,70

2 MS+G 38 30,45 a 5,7 30,30 a
= Sin MS 0,0 10,50 b 0,0 10,50 b
Sin MS+G 0,0 10,50 b 0,0 10,50 b

Nota: 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=10.
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Figura 11

Establecimiento in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var.

Superchola con dos diferentes medios de cultivo a los 14 y 21 dias.

Nota: A= Murashige y Skoog; B= Murashige y Skoog con vitaminas de Gamborg.
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3.1.5. Influencia del nitrato de amonio y nitrato de potasio en la formacién de

microtubérculos de papa S. tuberosum L. Var. Superchola y Cecilia.

En la evaluacion a los 90 dias de la influencia del nitrato de amonio 1,75 g.L ! y nitrato
de Potasio 2,00 g.L! en el medio de Murashige y Skoog suplementado con 30 g.L* de
sacarosa para la formacion de microtubérculos de papa S. tuberosum L. Var. Superchola
y Cecilia, se determin0 que las modificaciones realizadas al medio MS no actuaron

favorablemente en la obtencion de microtubérculos.

En los estudios realizados por Tacoronte et al. (2017) mencionaron que al modificar las
concentraciones de los nitratos y de sacarosa en el medio basal MS actla favorablemente
en la propagacion in vitro de segmentos nodales de papa obteniendo buenos resultados
en las variables nimero de hojas por explante, longitud del explante y el nimero de
nudos donde emplearon 1,980 g.L* de nitrato de amonio, 2,280 g.L? de nitrato de
potasio y 20 g.L? de sacarosa. De igual manera, mencionaron que al incorporar medio
basal MS liquido, sacarosa a una concentracion de 80 g.Ly 0,010 g.L de BA en las

plantas in vitro resultantes, permitieron la formacion de microtubérculos.

Coria Gil et al. (2004) en su investigacion establecieron una modificacion para la
induccién de microtubérculos en el cultivo in vitro de esquejes en S. tuberosum L.
utilizando medio de cultivo MS suplementado con 1/10 de la concentracién original de
la fuente de nitrato, 80 g.L de sacarosa y sin concentraciones de GA3. Ademas,
mencionaron que la formacion de microtubérculos también se puede dar al emplear
bajas concentraciones de sacarosa con niveles controlados de la fuente de nitrato y sin

presencia de GA3.

En el trabajo realizado por Sabba et al. (2007) sefialaron que la sacarosa se encuentra en
grandes concentraciones en la planta de papa y que esta estrechamente relacionada con
la formacion de tubérculos de papa, por la transformacion de los carbohidratos en

almidones para el relleno de los tubérculos.
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3.2. Determinar la influencia de la concentracion de sacarosa en la produccion de

microtubérculos.

3.2.1. Influencia de la concentracion de sacarosa sobre los dias requeridos para la
formacién de microtubérculos de papa S. tuberosum. L Var. Cecilia.

En la evaluacion correspondiente a los 30 dias a excepcion del control en el resto de los
tratamientos aumentaron los dias a la formacion de microtubérculos. Por otra parte, a los
60 y 90 dias se observé que a excepcion del uso de 60 g.L™ y del control sin sacarosa, en
el resto de los tratamientos aumentaron los dias requeridos para la formacién de

microtubérculos.

Segun Alli et al. (2018) en su ensayo observaron que al incorporar al medio basal MS el
doble de concentracion de sacarosa sin reguladores de crecimiento y usando segmentos
nodales como material vegetal de estudio puede ser beneficioso para la
microtuberizacion de S. tuberosum, ya que al evaluar estas condiciones obtuvieron un
porcentaje de formacion de microtubérculos de 94%, el peso promedio de
microtubérculos fue de 1,02 (g), numero de microtubérculos promedio 3,69 y los dias
requeridos para la formacion de microtubérculos se vieron reducidos considerablemente
a 33 dias.
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Tabla 10

Influencia de diferentes concentraciones de sacarosa sobre los dias requeridos para la
formacion de microtubérculos, en la microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de

S. tuberosum L. Var. Cecilia a los 30, 60 y 90 dias.

DIAS REQUERIDOS PARA LA FORMACION DE
MICROTUBERCULOS

TRATAMIENTOS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
X Rango N Rango < Rango
promedio promedio promedio

MS + 60 g.L1de
sacarosa

MS + 70 g.Ltde
sacarosa

MS + 80 g.L ' de
sacarosa

MS + 90 g.Ltde
sacarosa

MS + 100 g.L 1 de
sacarosa

00 2350ab 0,0 15,00 b 27,0 1950b
90 3250a 420 36,00 a 90,0 40,50a
150 3850a 42,0 36,00 a 81,0 3750a
120 3550a 480 39,00 a 81,0 3750a
6,0 2950a 54,0 42,00 a 81,0 3750a

MS sin sacarosa 0,0 2350b 0,0 15,00 b 0,0 10,50b

Nota: 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=10.
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Figura 12

Microtuberizacidn in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var. Cecilia

con diferentes concentraciones de sacarosa a los 60 y 90 dias.

Nota: A=60 g.L'; B=70 g.L'; C=80 gL '; D=90 g.L'; E= 100 g.L".
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3.2.2. Influencia de la concentracion de sacarosa en la produccion de

microtubérculos de papa S. tuberosum. L Var. Cecilia.

En la evaluacion a los 90 dias de la influencia de las concentraciones de sacarosa sobre
la formacién de microtubérculos de S. tuberosum L. Var. Cecilia se observo que al usar
70, 90 y 100 g.L-! de sacarosa increment6 el nimero de microtubérculos por planta. Por
otra parte, exceptuando la adicion de 60 g.L-! y el control sin sacarosa, en el resto de los
tratamientos aument6 el didmetro de microtubérculos, masa fresca, masa seca y nimero
de yemas por microtubérculo. Asimismo, al evaluar la longitud del microtubérculo al

afadir 70, 80 y 90 g.L-* de sacarosa incrementé el valor de dicha variable.

Carmona et al. (2019) en su investigacion determinaron que la sacarosa y la consistencia
del medio de cultivo son factores importantes para considerar en la formacién de
microtubérculos, obteniendo mejores resultados en el medio MS liquido con 90 g.L-! de
sacarosa donde evaluaron las variables porcentaje de formacion de microtubérculos,
numero de microtubérculos por explante, masa fresca y el porcentaje de brotaciones de
microtubérculo de Dioscorea rotundata Por. cv. Botdn, asegurando que la presencia de

hormonas de crecimiento no es necesaria en la composicion de medios de cultivo.

En el trabajo realizado por Aguilar Maradiaga et al. (2016) mencionaron que la adicién
de concentraciones de entre 80 a 120 g.L-! de sacarosa al medio MS para la
microtuberizacion de S. tuberosum cv. Burren no mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos para las variables: peso de microtubérculos (g), didmetro (cm) y
longitud del microtubérculo (cm).
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Tabla 11

Influencia de diferentes concentraciones de sacarosa sobre el nimero de microtubérculos por planta, diametro de microtubérculos,
masa fresca, masa seca, numero de yemas del microtubérculo y longitud del microtubérculo, en la microtuberizacion in vitro de

segmentos nodales de S. tuberosum L. Var. Cecilia a los 90 dias.

NUMERO D»E DIAMETRO MASA FRESCA MASA SECA NUMERO DE LONGITUD
MICROTUBER
TRATAMIEN CULOS (mm) (@) () YEMAS (mm)
TOS
< Rango < Rango < Rango - Rango < Rango - Rango
promedio promedio promedio promedio promedio promedio

MS + 60 g.L1de

sacarosa 03 1665c 11 1715b 002  168b 001  1635b 13 2010bc 16  1835¢c

MS + 70 g.Ltde

sacarosa 14 3820ab 57 4295a 01 39,30a 0,03 3850a 4,6 42,60 a 6,6 41,30 ab

MS + 80 g.Ltde

sacarosa L1 3255b 53  3935a 02  4360a 004 42254 38 3715a 71  4315a

MS + 90 g.Ltde

sacarosa 16  3985ab 5,9 39,75 a 0,2 3940a 0,05 40,85a 4,0 39,65 a 6,09 3885ab

MS + 100 g.L!
de sacarosa 19 45252 4,01 33,30 a 01 3340a 0,02 34,55 a 3,3 33,00ab 4,2 30,85b

MSsin sacarosa 0,0 10,50 ¢ 0,0 10,50 b 0,0 1050b 0,0 10,50b 0,0 10,50 c 0,0 10,50 c

Nota: 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=10.
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Figura 13

Microtuberizacidn in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var. Cecilia

con diferentes concentraciones de sacarosa a los 90 dias.

Nota: A=60 g.L';B=70g.L";C=80gL"; D=90 gL, E= 100 g.L".
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3.2.3. Influencia de la concentracion de sacarosa en la produccion de

microtubérculos de papa S. tuberosum. L Var. Superchola.

En la evaluacion a los 90 dias de la influencia de diferentes concentraciones de sacarosa
en el medio MS, se determind que no influyeron sobre la formacion de microtubérculos

de S. tuberosum var. Superchola.

Altindal y Karadogan. (2010) aseguraron que para inducir a la microtuberizacion in vitro
de esquejes nodales es importante conocer al cultivo con el que se va a trabajar debido a
que no todas las especies vegetales actGan de la misma manera a los distintos
carbohidratos y a sus diferentes concentraciones, esto lo demostraron en su investigacion
donde utilizaron dos cultivares de papa Agria y Justine, ademas emplearon dos fuentes
de carbono (sacarosa y maltosa) con distintas concentraciones, obteniendo mejores
resultados para el cultivar Agria al usar 60 g.L-! de sacarosa y para el cultivar Justine 40
g.L-! de maltosa, por otra parte cuando emplearon una concentracion de 20 g.L-! de
sacarosa y maltosa en los dos cultivares no se observaron la formacion de
microtubérculos, mientras que al usar concentraciones muy altas de maltosa actuaron

negativamente en el tamafio de los microtubérculos.

3.3. Evaluacidn del efecto de la iluminacion en la produccion de microtubérculos.

3.3.1. Influencia de las diferentes condiciones de iluminacion en la produccion de

microtubérculos de papa S. tuberosum. L Var. Superchola y Cecilia.

En la evaluacion a los 90 dias de la influencia de luz blanca fluorescente continua,
oscuridad total continua y 48 h luz natural + 48 h oscuridad sobre la microtuberizacién
in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum var. Superchola y Cecilia, se determiné
que las condiciones de iluminacion empleadas no influyeron en la formacion de

microtubérculos.
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En el trabajo realizado por Ali et al. (2018) sefialaron que los explantes de S. tuberosum
expuestos a condiciones de oscuridad total mostraron los mejores resultados para las
variables numero de microtubérculos, peso promedio de microtubérculos y dias
requeridos para la formacion de microtubérculos, también del microtubérculo en
comparacion con los segmentos nodales mantenidos en condiciones de luz total, también
cabe mencionar que las condiciones de iluminacion actuaron en la variable de color del
microtubérculo donde la luz total produjo microtubérculos de color verde y la oscuridad

total microtubérculos marrones.

Por otra parte Al-Hussaini et al. (2015) realizaron pruebas en esquejes nodales de S.
tuberosum en dos variedades donde probaron dos concentraciones de sacarosa y distintas
disposiciones de iluminacién antes de ser expuestas en oscuridad total hasta la
recoleccion de los microtubérculos (90 dias), teniendo mejores resultados al usar 80 g.L
! de sacarosa con 10 dias de luz en la variedad Reverra, mientras que para la variedad
Arvona observaron que trabaja mejor con 60 g.L de sacarosa con 10 dias de luz en las
variables porcentaje de tuberizacion, numero de microtubérculos, diametro de
microtubérculos y peso freso. Mientras que, Chen et al. (2018) sefialaron que al usar
diferente combinacion de luz LED puede actuar en beneficio de la formaciéon de
microtubérculos, obteniendo mejores resultados al emplear luz roja y azul en porcentajes

de 75% y 25% respectivamente mejorando el rendimiento y nimero de microtubérculos.

3.4. Determinacion del efecto de fitohormonas vegetales en la produccién de

microtubérculos.

3.4.1. Influencia del tipo de auxina sobre la produccion de microtubérculos in vitro

de S. tuberosum. L Var. Superchola y Cecilia.

En la evaluacion a los 90 dias del uso de diferentes tipos de auxinas (ANA, AlA y AIB)
en el cultivo in vitro de segmentos nodales para la formacion de microtubérculos en el
cultivo S. tubersoum var. Superchola y Cecilia para la forma, se determiné que no

actuaron en la formacion de microtubérculos.

63



Segun Zhang et al. (2005) en su ensayo observaron que la combinacion de distintos
reguladores de crecimiento puede ser beneficioso en la produccién de microtubérculos
de S. tubersoum, obteniendo mejores resultados en el tratamiento tres (T3) AIA con
concentraciones entre 2,5 a 10 mg.Lt y 5 mg.L? de 6-BAP y en el tratamiento cuatro
(T4) AIA con concentraciones entre 2,5 a 10 mg.L™; 0,5 de GAs y 5 mg.L ! de 6-BAP al
evaluar el peso fresco y didmetro de los microtubérculos, ademas los resultados
mostraron que al trabajar solo con AlA sin otros reguladores de crecimiento no provoco

la formacion de microtubérculos.

Chen et al. (2007) en su investigacion analizaron la combinacién de dos reguladores de
crecimiento en diferentes concentraciones para formacion de microtubérculos en
Dioscorea nipponica Makino, obteniendo mejores resultados al usar 1,0 mg.L™* de 6-
BAP y 2,0 mg.L! de ANA en las variables porcentaje de brotes por microtubérculo y
masa fresca. Asi mismo los resultados mostraron que a medida que las concentraciones
de ANA aumenta se puede generar microtubérculos y mientras las concentraciones son

bajas la probabilidad de generar microtubérculos sigue bajando.

3.4.2. Influencia del tipo de citoquinina sobre la produccion de microtubérculos in

vitro de S. tuberosum. L Var. Cecilia.

3.4.2.1. Influencia del 6-bencilaminopurina (6-BAP) sobre los dias requeridos para

la formacion de microtubérculos de papa S. tuberosum. L Var. Cecilia.

En la evaluacion correspondiente a los 30 dias de la influencia de la concentracion de 6-
BAP sobre los dias requeridos para la formacion de microtubérculos, se determiné que
no existieron diferidas estadisticas significativas entre los diferentes tratamientos. Por
otra parte, a los 60 dias se observd que al afiadir 0,6 y 0,8 mg.L™* de 6-BAP al medio se
incrementaron el nimero de dias requeridos para la formacion de microtubérculos. Por
ultimo, a los 90 dias al utilizar 0,6; 0,8 y 1,0 mg.L™ de 6-BAP se increment6 los dias

requeridos para la formacion de microtubérculos.
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En el trabajo realizado por Aslam y Igbal. (2010) mencionaron los resultados obtenidos
depende mucho de los genotipos que se usaron como material vegetal de estudio,
partiendo de esto determinaron que al usar 5,0 mg.L™? de 6-BAP y 80 g.L* de sacarosa
en el medio MS se pudo reducir los dias requeridos para la formacion de
microtubérculos a 10 dias en el cv. Diamant, por el contrario, al usar las mismas
concentraciones para el cv. Red Norland los dias de induccion de microtubérculos

aumento a 29.
Tabla 12
Influencia del 6-bencilaminopurina (6-BAP) sobre los dias requeridos para la

formacion de microtubérculos, en la microtuberizacién in vitro de segmentos nodales de

S. tuberosum L. Var. Cecilia a los 30, 60 y 90 dias.

DIAS REQUERIDOS PARA LA FORMACION DE
MICROTUBERCULOS

TRATAMIENTOS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
V2 Rango V2 Rango > Rango
promedio promedio promedio
MS + 0.6 mg.L*
6-BAP 0,0 2450 45,0 36,50 a 67,5 33,50 a
MS + 0.8 mg.L*
6-BAP 0,0 2450 45,0 36,50 a 78,7 36,50 a
MS +1.0mg.L?
6-BAP 0,0 2450 0,0 18,50 b 56,2 30,50 a
MS +1.2mg.L?
6-BAP 0,0 24,550 0,0 18,50 b 0,0 15,50 b
MS + 1.4 mg.L?
6-BAP 00 24,50 0,0 18,50 b 0,0 15,50 b
Sin 6-BAP 0,0 24,550 0,0 18,50 b 0,0 15,50 b

Nota: 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=8.
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Figura 14

Microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum Var. Cecilia

con diferentes concentraciones de 6-BAP a los 60 y 90 dias.

] ol B i
Nota: A=0,6 mg.L*; B=0,8 mg.L*; C=1,0 mg.L™".
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3.4.2.2. Influencia del 6-bencilaminopurina (6-BAP) sobre la microtuberizacién in

vitro de segmentos nodales de S. tuberosum. L Var. Cecilia.

En la evaluacion a los 90 dias de la influencia de la concentracion de 6-BAP sobre la
microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de S, tuberosum L. Var. Cecilia, se
determin6 que al aplicar 0,6; 0,8 y 1,0 mg.L™* de 6-BAP se incrementé el nimero de
microtubérculos por planta y el nimero de yemas por microtubérculo. Por otra parte, al
usar 0,8 mg.L? de 6-BAP aumentd el diametro, masa fresca y masa seca de los
microtubérculos. Asimismo, al evaluar la longitud del microtubérculo al afiadir 0,6 y 0,8

mg.L* de 6-BAP se incremento el valor de dicha variable.

Garcia et al. (2019) en su investigacion emplearon dos tipos citoquininas y su
combinacion para la produccion microtubérculos en dos cultivares de papa (Atlantico y
Alfa) y determinaron que al trabajar con dos citoquininas en este caso 6-BAP y Kinetina
en un mismo medio las variables nimero de microtubérculos, peso fresco y diametro de
microtubérculos se ven afectados. Por el contrario, al usarlas independientemente
trabajan mejor lo cual lo demostraron al usar 6,5 mg.L™" de 6-BAP incrementd los

valores de las variables tratadas.
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Tabla 13

Influencia del 6-bencilaminopurina (6-BAP) sobre el nimero de microtubérculos por planta, didmetro de microtubérculos, masa

fresca, masa seca, numero de yemas del microtubérculo y longitud del microtubérculo en la microtuberizacion in vitro de

segmentos nodales de S. tuberosum L. Var. Cecilia a los 90 dias.

I\LI\II%IEEEIQ'SEI?EER DIAMETRO MASA FRESCA MASA SECA NUMERO DE LONGITUD
TRATAMIEN CULOS (mm) @ (@) YEMAS (mm)
TOS
< Rango = Rango > Rango > Rango = Rango - Rango
promedio promedio promedio promedio promedio promedio
MS + 0.6 mg.L*
6-BAPg 0.7 3350a 2.6 31,00 b 0,03 31,75b 0,004 31,31b 1,8 32,00 a 3,7 33,13 a
MS + 0.8 mg.L*
6—BAPg 0g 3650a 48 4094a 0.1 4044a 001 4044a 28 3919a 55 3944a
MS + 1.0 mg.L?
6-BAPg 06 3050a 22 2856b 0,02 28,31b 0,003 28,75b 1,5 29,31la 23 2794b
MS + 1.2 mg.L*
6-BAPg 0o 1550b 00 1550¢ 0,0 15,50 ¢ 0,0 15,50 ¢ 0,0 15,50 b 0,0 1550¢c
MS + 1.4 mg.L?
6-BAPg 0o 1550b 00 1550c 00 1550c 0,0 1550c¢ 0,0 1550b 0,0 1550¢
Sin 6-BAP 0o 1550b 00 1550¢ 0,0 15,50 ¢ 0,0 1550 ¢ 0,0 15,50 b 0,0 1550¢c

Nota: 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=8.
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Figura 15

Microtuberizacidn in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var. Cecilia

con diferentes concentraciones de 6-BAP a los 90 dias.

Nota: A=0,6 mg.L™"; B=0,8 mg.L™"; C=1,0 mg.L™.

69



3.4.3. Influencia del tipo de citoquinina sobre la produccion de microtubérculos in

vitro de S. tuberosum. L Var. Superchola.

3.4.3.1. Influencia del 6-bencilaminopurina (6-BAP) sobre los dias requeridos para
la formacion de microtubérculos de papa S. tuberosum. L Var. Superchola.

En la evaluacion correspondiente a los 30 dias de la influencia de la concentracién de 6-
BAP sobre los dias requeridos para la formacién de microtubérculos, se determin6 que
no existieron diferidas estadisticas significativas entre los diferentes tratamientos. Por
otra parte, a los 60 y 90 dias se observé que al afiadir 0,6 mg.L? y 0,8 mg.L™? de 6-BAP
al medio se incrementé el nimero de dias requeridos para la formacion de

microtubérculos.

Kumlay et al. (2014) observaron que la combinacion de reguladores de crecimiento
puedenser o no beneficio en la formacion de microtubérculos, ademas sefialaron que la
forma de actuar de los reguladores va a depender del genotipo con la que se trabajo,
donde la combinacion entre 2 mg.L? de 6-BAP+10 mg.L? de AIB, expuestos a
oscuridad total necesitdé menos dias para la formacién de microtubérculos en el cv.

Pasinler con 32,2 dias
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Tabla 14

Influencia del 6-bencilaminopurina (6-BAP) sobre los dias requeridos para la
formacion de microtubérculos, en la microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de

S. tuberosum L. Var. Superchola a los 30, 60 y 90 dias.

DIAS REQUERIDOS PARA LA FORMACION DE
MICROTUBERCULOS

TRATAMIENTOS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
X Rango vd Rango V2 Rango
promedio promedio promedio

MS + 0.6 mg.L?
6-BAP 0,0 2450 450  3750a 78,7 39,00 a

MS + 0.8 mg.L?
6-BAP 0,0 24,50 30,0 31,50 ab 67,5 36,00 a

MS + 1.0 mg.L?
6-BAP 0,0 24,50 0,0 19,50 b 0,0 18,00 b

MS +1.2mg.L?
6-BAP 0,0 2450 0,0 19,50 b 0,0 18,00 b

MS + 1.4 mg.L?
6-BAP 0,0 24,50 0,0 19,50 b 0,0 18,00 b
Sin 6-BAP 0,0 24,50 0,0 19,50 b 0,0 18,00 b

Nota: 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=8.
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Figura 16

Microtuberizaciéon in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var.

Superchola con diferentes concentraciones de 6-BAP a los 60 y 90 dias.

Nota: A= 0,6 mg.L.'; B= 0,8 mg.L".
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3.4.3.2. Influencia del 6-bencilaminopurina (6-BAP) sobre la microtuberizacion in

vitro de segmentos nodales de S. tuberosum. L Var. Superchola.

En la evaluacién a los 90 dias de la influencia de la concentracién de 6-BAP sobre la
microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum. L Var. Superchola, se
determind que al afiadir 0,6 y 0,8 mg.L? de 6-BAP se incrementd el nimero de
microtubérculos por planta, didmetro de microtubérculos, masa fresca, masa seca,

namero de yemas del microtubérculo y longitud del microtubérculo.

Koleva et al. (2012) manifestaron que la sacarosa actua directamente en la formacion de
microtubérculos ya que al aumentar el porcentaje de sacarosa aumentara la presencia de
microtubérculos, para ello evaluaron en el medio MS diferentes concentraciones de
sacarosa y hormonas de crecimiento, donde obtuvieron mejores resultados al emplear
2,0 mg. Lt de 6-BAP y 1,0 mg. L™ de ANA en las variables nimero de microtubérculos
por explante y porcentaje de formacion de microtubérculos. Por otra parte Imani et al.
(2010) en sus estudios utilizaron diferentes concentraciones de sacarosa y 6-BAP, donde
alcanzaron buenos resultados al usar 60 g.L* de sacarosa y 15 g.L* de 6-BAP en las
variables tamafio promedio del microtubérculo y al usar 12 g.L* de 6-BAP con la misma
concentracion de sacarosa el tamafio promedio del microtubérculo fue mayor con 0,49

cm.
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Tabla 15

Influencia del 6-bencilaminopurina (6-BAP) sobre el nimero de microtubérculos por planta, didmetro de microtubérculos, masa

fresca, masa seca, numero de yemas del microtubérculo y longitud del microtubérculo en la microtuberizacion in vitro de

segmentos nodales de S. tuberosum L. Var. Superchola a los 90 dias.

NUMERO DE

MICROTUBER DIA(I\;I}E)FRO MASA(I;)RESCA MAS%)SECA NU\I;/IEENITA(?SDE LOI\(lr(srln'l;UD
TRATAMIEN CULOS
TOS
< Rango S Rango Ve Rango 4 Rango < Rango < Rango
promedio promedio promedio promedio promedio promedio

MS + 0.6 mg.L*
6-BAPg 08 39,00a 35 3925a 0,05 3863a 001 38,8la 3,0 40,00 a 4,7 40,50 a

MS +0.8 mg.L*
6-BAPg 07 3600a 25 3575a 0,05 36,38a 0,01 36,19 a 2,1 35,00 a 402 3650a

MS + 1.0 mg.L*
6-BAPg 00 1800b 00 18,00b 0,0 18,00b 0,0 18,00 b 0,0 18,00 b 0,0 17,50 b

MS + 1.2 mg.L?
6-BAPg 00 1800b 00 18,00b 0,0 18,00b 0,0 18,00 b 0,0 18,00 b 0,0 17,50 b

MS + 1.4 mg.L?
6—BAPg 00 1800b 00 18,00b 0,0 18,00b 0,0 18,00 b 0,0 18,00 b 0,0 17,50 b
Sin 6-BAP 00 1800b 00 1800b 0,0 18,00b 0,0 18,00 b 0,0 18,00 b 0,0 17,50 b

Nota: 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=8.
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Figura 17

Microtuberizaciéon in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum Var.

Superchola con diferentes concentraciones de 6-BAP a los 90 dias.

Nota: A= 0,6 mg.L.'; B= 0,8 mg.L".

3.4.3.3. Influencia del Thidiazuron (TDZ) sobre los dias requeridos para la

formacion de microtubérculos de papa S. tuberosum Var. Superchola.

En la evaluacion correspondiente a los 30 dias de la influencia de la concentracion de
TDZ sobre los dias requeridos para la formacion de microtubérculos, se determind que
no existieron diferidas estadisticas significativas entre los diferentes tratamientos. Por
otra parte, a los 60 y 90 dias se observo que al afiadir 0,06; 0,05 mg.L™* de TDZ al medio

se incrementaron el nimero de dias requeridos para la formacion de microtubérculos.
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Soliman et al. (2022) en su investigacién emplearon diferentes concentraciones de TDZ
(8 y 5 mg.LY) con distintas concentraciones de sacarosa (30, 60 y 80 g.L?Y) vy
determinaron que la adicion de 8 mg.L™ de TDZ+60 g.L™ de sacarosa en condiciones de
iluminacion disminuyeron los dias requeridos para la formacion de microtubérculos a 46
en el cv. Almera por otra parte, al usar 8 mg.L* de TDZ+80 g.L ™ de sacarosa en
condiciones de oscuridad los dias para la formacion de microtubérculos fue de 29 en el

cv. Diamant.
Tabla 16

Influencia del Thidiazuron (TDZ) sobre los dias requeridos para la formacion de
microtubérculos, en la microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum
L. Var. Superchola a los 30, 60 y 90 dias.

DIAS REQUERIDOS PARA LA FORMACION DE
MICROTUBERCULOS

TRATAMIENTOS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
— Rango = Rango < Rango
promedio promedio promedio

MS+O06MILY 0 2700 450 39752 675 3863a
MS + C#%Sng-L'l 00 2400 300 3L25ab 675  36,38a
MS + %ng-'—'l 00 2400 00 19,00b 00  1800b
MS + %EZng-L'l 00 2400 00 19,00b 00  1800b
MS + %4ng-L'1 00 2400 00 19,00b 00  1800b
Sin TDZ 00 2400 00 19,00b 00 1800b

Nota: 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=8.
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Figura 18

Microtuberizaciéon in vitro de segmentos nodales de Solanum tuberosum L. Var.

Superchola con diferentes concentraciones de TDZ a los 60 y 90 dias.

Nota: A= 0,05 mg.L™"; B=0,06 mg.L™".
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3.4.3.4. Influencia del Thidiazuron (TDZ) sobre la microtuberizacién in vitro de

segmentos nodales de S. tuberosum. L Var. Superchola.

En la evaluacion correspondiente a los 90 dias de la influencia de la concentracion de
TDZ sobre la microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum. L Var.
Superchola, se determind que al usar 0,6 mg.L y 0.8 mg.L™* de TDZ se incrementd el
namero de microtubérculos por planta, diametro de microtubérculos, masa fresca, masa

seca, numero de yemas del microtubérculo y longitud del microtubérculo.

Yagiz et al. (2020) en su investigacion evaluaron diferentes reguladores de crecimiento
con distintas concentraciones, donde determinaron que el Thidiazuron sin la
combinacidon de otro regulador actGa positivamente como inductor para la formacién de
microtubérculos, obteniendo que el tratamiento con 0,1 mg.L™* de TDZ al medio MS con
una concentracién de sacarosa al 8% incrementd el nimero de microtubérculos por

planta del cv. Hermes.

Por otra parte, en los estudios realizados por Soliman et al. (2022) mencionaron que al
combinar ciertos reguladores de crecimiento (6-BAP y TDZ) favorecieron la formacion
de microtubérculos, sefialando que al combinar 6 mg.L™ de 6-BAP+ 1 mg.L™ de TDZ se
incremento el peso fresco, diametro y nimero de microtubérculos para el cultivo in vitro

de S. tuberosum cv. Spunta.
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Tabla 17

Influencia del Thidiazuron (TDZ) sobre el nimero de microtubérculos por planta, diametro de microtubérculos, masa fresca, masa

seca, namero de yemas del microtubérculo y longitud del microtubérculo en la microtuberizacién in vitro de segmentos nodales de

S. tuberosum var. Superchola a los 90 dias.

NUMERO DE

MICROTUBER DIA(I::IE];RO MASA(F)RESCA MAS,? )SECA NU\I;/IEENITESDE LOI(\ln(frln'l)'UD
TRATAMIEN CULOS g g
TOS
X Rango < Rango < Rango a Rango S Rango S Rango
promedio promedio promedio promedio promedio promedio
MS + 0.06
mg.L1TDZ 07 3650a 28 3700a 0,05 3750a 0,007 37,63a 2,8 37,19a 5,04 36,75 a
MS+0.05 47 25 0,03 0,004
mg.L1TDZ , 36,50 a , 36,00 a ) 35,50 a ) 35,38a 2,5 3581a 4,3 36,25 a
MS + 0.1 mg.L*
TDZ g 00 1850b 0,0 1850b 0,0 1850b 0,0 18,50 b 0,0 18,50 b 0,0 18,50 b
MS +0.12
mgLiTDz 00 1850b 00 1850b 0.0 1850b 0,0 1850b 00 1850b 00  1850b
MS +0.14
mg.L 1 TDZ 00 1850b 0,0 1850b 0,0 1850b 0,0 18,50 b 0,0 18,50 b 0,0 18,50 b
Sin TDZ 00 1850b 0,0 1850b 0,0 1850b 0,0 18,50 b 0,0 18,50 b 0,0 18,50 b

Nota: 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=8.
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Figura 19

Microtuberizacién in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum Var. Superchola con

diferentes concentraciones de TDZ a los 90 dias.

Nota: A= 0,05 mg.L™"; B=0,06 mg.L™".
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4.1.

CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Al utilizar el medio de cultivo MS y MSG no se observaron diferencias en el
establecimiento in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum var. Superchola y
Cecilia.

Al afiadir 6 g.L™* de agar no influy6 en el nimero de nudos, nimero de hojas y
porcentaje de contaminacion en el establecimiento in vitro de segmentos nodales
de S. tuberosum var. Cecilia. Por otra parte, en la variedad Superchola se observo
que al utilizar 6 g.L™* de agar hubo diferencia significativa en las variables
namero de nudos y nimero de hojas.

Al usar nitrato de amonio y nitrato de potasio en el medio MS no se formaron
microtubérculos a partir de segmentos nodales S. tuberosum var. Superchola y
Cecilia.

Al afiadir 70 g.L™ de sacarosa se incrementd el diametro del microtubérculo y el
nimero de yemas, mientras que al afiadir 80 g.L™ aumentd la masa fresca, masa
seca y longitud del microtubérculo en la variedad Cecilia. Sin embargo, en la
variedad Superchola no se observo la presencia de microtubérculos en las
diferentes concentraciones de sacarosa utilizadas.

Las condiciones de iluminacién evaluadas no influyeron en la formacién de
microtubérculos en ninguna de las variedades evaluadas.

El tipo de auxina y sus concentraciones no influyeron en la formacion de
microtubérculos en ninguna de las variedades evaluadas.

Alusar 0,6 mg.L'y 0,8 mg.L ™! de 6-BAP en la formacion de microtubérculos de
papa var Superchola y Cecilia respectivamente se incrementd el nimero de
microtubérculos, diametro, masa fresca, masa seca, nimero de yemas y longitud

de los microtubérculos.
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8. EIl TDZ con algunas concentraciones indujeron la formacion de microtubérculos
en la variedad Superchola, mientras que, en la variedad Cecilia no hubo
presencia de estos. Del mismo modo al implementar 2iP al medio MS no se

formaron microtubérculos para las dos variedades ensayadas.
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42 RECOMENDACIONES

1. Determinar si la combinacién de auxinas y citoquininas en el medio MS influyen
en la microtuberizacion in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum (Var.
Cecilia y Superchola).

2. Utilizar bajas concentraciones de TDZ para inducir a la formacion de
microtubérculos de S. tuberosum (Var. Superchola).

3. Aumentar la concentracion de sacarosa a 70 g.L ™ u 80 g.L™ para los ensayos de
influencia de la fuente de nitrato, influencia de fitohormonas e influencia de la
iluminacion en la formacion de microtubérculos S. tuberosum (Var. Cecilia y

Superchola).
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