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Resumen

La papa (Solanum tuberosum) es un cultivo alimenticio basico y de gran importancia
econdmica a nivel mundial. Los cultivares nativos de papa en Ecuador se clasifican dentro de
la especies S. tuberosum sbs. andigena y S. phureja. Este estudio se enfoc6é en la
introduccion in vitro de los cultivares chaucha tomate y chaucha rosada, de la especie S.
phureja, originarios de la Sierra Sur del Ecuador, con fines de conservacién. Se identifico que
el tratamiento 27 es el mas apropiado para chaucha tomate con una predesinfecion con
propiconazole durante una inmersion de 3 hora utilizando un medio de 0.3 PPM + Coco.
Mientras que para chaucha rosada, el tratamiento 17 con una predesinfeccion con agua
durante 3 horas y un medio con 0.5 PPM, fue mas eficiente. Cabe decir quela introduccién in
vitro presenté desafios en tanto a su adaptacion, contaminacion y desarrollo de los cultivares.
Este trabajo contribuye a la conservacion y producciéon de semilla certificada, clave para
mitigar la degradacion causada por plagas y enfermedades que amenazan la preservacion y
productividad de estos cultivares.

Palabras clave: Cultivo in vitro, Plant Preservative Mixture (PPM), cultivares nativos.



Abstract

Potato (Solanum tuberosum) is a staple food crop of great economic importance worldwide.
Native potato cultivars in Ecuador are classified within the species S. tuberosum shs. andigena
and S. phureja. This study focused on the in vitro introduction of the cultivars chaucha tomate
and chaucha rosada, of the species S. phureja, native to the southern highlands of Ecuador,
for conservation purposes. It was identified that treatment 27 is the most appropriate for
tomato bean with a pre-infection with propiconazole during a 3 hour immersion using a
medium of 0.3 PPM + coconut. While for pink string bean, treatment 17 with a pre-disinfection
with water for 3 hours and 0.5 PPM medium was more efficient. It should be noted that in vitro
introduction presented challenges in terms of adaptation, contamination and -cultivar
development. This work contributes to the conservation and production of certified seed, key
to mitigate the degradation caused by pests and diseases that threaten the preservation and
productivity of these cultivars.

Keywords: In vitro cultivation, Plant Preservative Mixture (PPM), Native cultivars.



Introduccion

El Ecuador presenta una diversidad extraordinaria de cultivares de papa dentro de las
especies Solanum tuberosum subs. andigena y S. phureja (Estrada Ramos, 2000) con mas
de 550 variedades nativas y 17 especies silvestres, constituyendo una valiosa reserva
genética adaptada a una variedad de entornos y condiciones de estrés (Calliope et al., 2018;
Cuesta et al., 2022). Esta diversidad genética ofrece oportunidades significativas para su
mejoramiento genético por lo que es importante implementar estrategias para su
conservacion (Cuesta et al., 2022; Mejia-Mufioz et al., 2006; Mora et al., 2022).

A nivel de toda la sierra ecuatoriana, norte, centro y sur, existe cultivos de papa (Torres
et al., s.f.). Las diferencias agroecoldgicas entre estas zonas estan determinadas por la
interaccion entre clima, fisiografia y altitud, no por su latitud. Sin embargo, en la zona sur la
presencia de bajas precipitaciones afecta la produccion de papa, siendo su cultivo catalogado
como de menor importancia (Pumisacho & Sherwood, 2002).

A pesar de esta situacion local, la papa tiene gran importancia a nivel mundial, siendo
uno de los cultivos mas destacados tanto en la produccion agricola como en la seguridad
alimentaria. Segun la FAO, se cultiva en los continentes de Asia, Europa y América (Xhulaj &
Gixhari, 2018). De esta manera, representa uno de los cultivos basicos para la alimentacion
por lo que ha generado un interés constante en la aplicaciéon de diferentes técnicas de
biotecnologia vegetal, para mejorar su produccion, calidad y como una alternativa a los
métodos de produccion convencional de papa. La propagacién de la papa se puede dar de
forma sexual a través de semillas botanicas o "verdaderas", como de forma asexual mediante
tubérculos. Sin embargo, las técnicas de cultivo de tejidos se han convertido en medios
alternativos prometedores para la propagacion vegetativa de material libre de enfermedades
y para la conservacion a largo plazo y recuperacion de cultivares de papa (Fadaladeen et al.,
2022; Mohapatra & Batra, 2017).

Entre las diversas técnicas biotecnolégicas empleadas, el cultivo de tejidos vegetales
surge como una herramienta para la multiplicacién y conservacion de variedades de papa de

alto valor agronémico o genético (Gonza-Carnero et al.,, 2020; Pradana et al., 2021). La



micropropagacion clonal, en particular, se distingue por su capacidad para producir plantas
genéticamente idénticas, uniformes y libres de enfermedades (Moreno & Oropeza, 2017,
Vinterhalter et al., 2008). La propagacion clonal in vitro es un método efectivo que supera los
métodos tradicionales de reproduccion y fitomejoramiento, tanto por su velocidad como por
su eficiencia (Valderrama Romero et al., 2018).

Sin embargo, todas las especies propagadas vegetativamente pueden presentar
sintomas de enfermedades sistémicas durante su desarrollo, lo que, si no se trata
adecuadamente, puede resultar en la pérdida de las plantas (Mejia-Mufioz et al., 2006). Para
ello, se utilizan varias técnicas de desinfeccion de explantes, entre las mas utilizadas incluyen
un proceso de doble desinfeccion: con etanol e hipoclorito de sodio (Montesinos et al., 2023).
Asimismo, se ha empleado una mezcla de conservantes para plantas en los medios de
cultivo, como el Plant Preservative Mixture (PPM™) desarrollado por Plant Cell Technology,
gue es un biocida de amplio espectro eficaz para controlar la contaminacién microbiana
proveniente del aire, agua o de fuentes enddgenas en el cultivo de tejidos vegetales (Plant
Cell Technology, s.f.). En este contexto, implementar un pretratamiento de desinfeccion
emerge como medida eficiente para mitigar el riesgo de contaminacién y mejorar la vitalidad
del tejido (Pérez-Alvarez et al., 2016a). Es importante sefialar que los contaminantes mas
comunes en los sistemas de cultivo in vitro son los hongos, bacterias y levaduras, al igual
gue virus, viroides y microartropodos (Hernandez & E. Gonzalez, 2010).

El objetivo del presente trabajo es establecer un protocolo de introduccién al cultivo in
vitro de dos cultivares de papa nativa de la Sierra Sur del Ecuador. Para ello, se utilizaran

pretratamientos destinados a mejorar la sanidad de los explantos.



Capitulo uno
Metodologia
1.1 Areade estudio
El trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal y Ambiental de la
Universidad Técnica Particular de Loja durante los meses Febrero a Octubre del afio 2024.
Los tubérculos semilla fueron recolectados por personal Banco de Germoplasma de
la Universidad Técnica Particular de Loja (BG_UTPL) (Tabla 1). Posteriormente, los
tubérculos se almacenaron a temperatura ambiente hasta su brotacion y posterior
introduccion in vitro.

Tabla 1

Muestreo de Solanum phureja en la provincia de Cafiar

Codigo de Banco Especie Nombre comtin Sector
UTPL_BG_016_CISI S. phureja  Chaucha rosada Chorocopte
UTPL BG 017 _CN S.phureja Chaucha tomate Chorocopte

1.2  Material biolégico

Al existir una amplia diversidad de cultivares nativos de papa en la region Sur del
Ecuador, se seleccionaron dos cultivares de S. phureja (Figura 1) las cuales tienen
importancia comercial sobre todo en Cafar, Azuay y Loja.

Figura 1

Cultivares elegidos de Solanum phureja

A

w

Nota. A Chaucha tomate. B Chaucha rosada



1.3  Medio de cultivo

Se utiliz6 el medio de cultivo Murashige y Skoog — MS (1962) al 100% (43,3g/L) como
medio de cultivo standard. Este medio es utilizado por el Centro Internacional de la Papa
(CIP) (Vollmer et al., 2020) para la propagacion de explantos de papa. Al MS se le adicionaron
diferentes concentraciones:0; 0.3; 0.5; 1 ml/L del antibiético Plant Preservative Mixture (PPM),
un biocida de amplio espectro usado para el cultivo de tejidos vegetales. Adicionalmente se
hizo una prueba adicionando 0.3ml/L de PPM mas 200ml/L de agua de coco, obteniendo en
total cinco medios de cultivo (Tabla 2). Por cada litro de medio MS se us6 4g de phytagel.,
259 de sacarosa, 10ml de las siguientes vitaminas: Myoinositol, tiamina, acido nicotinico y
piridoxina; y también se us6 1ml de &cido giberélico en todos los medios, a excepcion de los
medios que estuvieron con el agua de coco. Todos los medios se mantuvieron a un pH 5.80
+ 0.02.
1.4 Métodos de desinfeccion

En experimentos previos se determind un alto grado de contaminacién enddgena en
los tubérculos por lo que se decidi6 realizar el un proceso de desinfeccion en dos pasos
detallados a continuacion previa a su introduccion in vitro.
1.4.1 Predesinfeccion

En el primero proceso de desinfeccidn se utilizaron brotes que incluian una pequefa
porcion del tubérculo, con el objetivo de minimizar el contacto directo de los brotes con el
medio ambiente. Se aplicaron dos tratamientos de desinfeccion con dos tiempos de inmersion
cada uno:

Yodo: se utiliz6 el producto comercial yodo total 12® (Yodo povidona 12%) Favetex
diluido a una concentracion del 2%. El yodo se aplic6 en dos tiempos de exposicion: 3y 12
horas.

Aval / Propiconazole: se utilizé el antifungico aval, formulado por Anhui Fengle
Agrochemical, CO., LTD vy distribuido por Agrosad. A concentracion del 1% se expuso a los

tubérculos por 3y 12 horas.



Control: Como tratamiento control se lavaron los tubérculos con agua destilada por
periodos de 3y 12 horas, sin aplicar ningun desinfectante.

A continuacion, se siguié un protocolo estandar de desinfeccion in vitro.

1.4.2 Desinfeccion de brotes e introduccion in vitro

Una vez completada la primera desinfeccion, se procedio a una segunda desinfeccion.
Los brotes fueron extraidos eliminando la porcién de tubérculo conectada a ellos y se
colocaron en tubos Falcon estériles de 50 ml. Seguidamente, se realiz6 un lavado inicial con
una solucién jabonosa utilizando Lavavajillas Ozz Neutro (3785 ml) de la marca Unilimpia,
bajo agitacién constante durante 30 minutos. Luego, se enjuagaron con agua destilada para
eliminar completamente los restos de jabdn. A continuacion, en una camara de flujo laminar
se sumergieron los brotes en etanol (C2H60) al 70% durante 1 minuto. Luego, se enjuagaron
en agua destilada estéril y se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al
1% durante 15 minutos. Finalmente, se enjuago por tres ocasiones y se procedio a la siembra
en el medio MS (Tabla 2).

De cada cultivar se utilizaron 10 brotes por tratamiento y se sembraron de forma
separada en tubos de ensayo de 16 x 150 mm. Los explantes sembrados se mantuvieron en
cuartos de cultivo climatizados. Estos cuartos se configuraron con un fotoperiodo de 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad, manteniendo una temperatura constante de 22 °C.

Tabla 2

Tratamientos para la introduccion in vitro de los cultivares chaucha tomate y chaucha rosada

Medio de cultivo MS con adicién de PPM

Desinfectante Horas de ml/L de PPM
Inmersion 0 0,3 0,5 1 0,3+ Coco

Yodo 3 T1 T7 T13 T19 T25
2% 12 T2 T8 T14 T20 T26
Propiconazole 3 T3 T9 T15 T21 T27
1% 12 T4 T10 T16 T22 T28
Control 3 5 T11 T17 T23 T29
12 T6 T12 T18 T24 T30

Nota. PPM: Plant Preservative Mixture; los nimeros indican los ml/L adicionados al medio MS de PPM.

Coco: 200ml/L. T: numero del tratamiento.



1.5 \Variables evaluadas

La contaminacion se evallto en un periodo de 30 dias, con revisiones efectuadas dos
veces por semana, donde se registrd la presencia de contaminacion bacteriana y fangica en los
explantes. El seguimiento de nimero de hojas se realiz6 durante 31 dias, con anotaciones cada
dos veces por semanas con el fin de registrar la presencia de hojas o el inicio de desarrollo en
los explantes. Asimismo, el nUmero de raices se evalud durante 30 dias mediante inspecciones
realizadas dos veces por semana.

Por otro lado, las plantas obtenidas a través de la introduccion in vitro fueron analizadas
utilizando el software ImageJ, siguiendo el método descrito por Schneider et al., (2012). Este
andlisis permiti6 realizar una prueba de comparacion multiple de medias mediante el método de
Duncan, con el objetivo de determinar el vigor y la capacidad de adaptacion de las plantas a los
diferentes medios de cultivo.

1.6 Tinciones para determinar contaminantes
Durante el proceso de introduccion del material vegetal a in vitro, se encontro
contaminacion por lo que se uso difentes tinciones para identificar los agentes contaminantes.
En el caso de bacterias, se aplicé la tincion de Gram, la cual consiste en el uso de
cristal violeta durante 1 minuto, seguido de yodo durante 1 minuto. Posteriormente, se
decolora con acetona durante 10 segundos. Este proceso contribuye a la diferenciacion de
las bacterias segun la retencion del colorante, donde lass bacterias gram positivas
permanecen moradas, mientras que las gram negativas se tifien de rosa.
Ademas, se utilizo tincion con floxina al 1% y 0.5%, asi como azul de metileno para la
identificacion de hongos, facilitando la evaluacién de la contaminacién en los explantos.
1.7 Andlisis de datos
Los resultados obtenidos en cada cultivar se analizaron por separado a través de un
ANOVA de dos vias de acuerdo con los pretratamientos de desinfeccion, tiempos de
inmersion y concentracion de PPM en el medio de cultivo. También se utiliz6 estadistica
descriptiva para evaluar el nimero de hojas primarias, raices adventicias, porcentajes de

contaminacién. Todo ello con el programa R.



Capitulo dos
Resultados
2.1 Contaminacion

Los resultados del ANOVA de dos vias revelan diferencias significativas (p<0.05) en
el control de la contaminacion para chaucha tomate y chaucha rosada (Tabla 3). En chaucha
tomate, el factor PPM desempefié un papel crucial en las tres categorias (bacteriana, fungica
y total), dado a su efectividad en el control de microorganismos. Asimismo, la interaccion entre
desinfectante, tiempo de inmersién y PPM fue relevante ya que la combinacion de estos tres
aspecto puede optimizar el control de la contaminacion.

En contraste, para chaucha rosada, el efecto del PPM tiene un impacto significativo
Gnicamente en la contaminacion fungica y total, siendo esta mas especifica en comparacién
con chaucha tomate. Ademas, la interaccion entre desinfectante, inmersion y inmersion, PPM
mostrd ser significativa exclusivamente en la contaminacion total.

Esto sugiere que el PPM es relevante en ambos cultivares de chaucha y su eficacia
varia segun la combinacién de factores y el tipo de contaminacion.

Tabla 3

Valor P del ANOVA para los cultivares de chaucha

Categorias Contaminacion Contaminacion Contaminacion

bacteriana fungica total

Chaucha tomate

Desinfectante 0.1570 0.5272 0.4255
Inmersion 0.4310 0.2828 0.1152
PPM 3.58e-06* 0.0001* 1.36e-08*
Desinfectante 0.1350 0.8875 0.3823
xInmersion

Desinfectante x PPM 4.02e-05* 0.0330* 0.1012
Dsinfectante X 0.5800 0.9176 0.7627
Inmersiéon x PPM

Desinfectante: 0.0160* 0.0124* 0.0324*

inmersion: PPM

Chaucha rosada
Desinfectante 0.1802 0.9478 0.3486
Inmersion 0.1902 0.0624 0.4515
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PPM 0.2205 0.0076* 2.694e-05*%
Desinfectante: 0.1802 0.1609 0.0063*
Inmersién

Desinfectante: PPM 0.4232 0.6314 0.0917
Inmersion: PPM 0.5829 0.1470 0.0118*
Desinfectante X 0.4232 0.7864 0.7238

inmersion xPPM

Nota. * son los valores en negrita son estadisticamente significativos

p<0.05

El cultivar de chaucha tomate (Figura 2) mostré niveles variables de control de

contaminacion en los medios MS con diferentes concentraciones de PPM. Los medios con

0.5y 0.3 PPM lograron disminuir los porcentajes de la contaminacién en algunos tratamientos

especificos. En el medio con 1 PPM, se observé contaminacion en los tratamientos 19 al 23,

con excepciéon del tratamiento 24 (control), que permanecié sin contaminacion. Estos

resultados resaltan que el control de la contaminacién fue menos efectivo en el medio de 0.3

PPM + coco, que presentd contaminacion en todos los tratamientos. Asimismo, el medio de

1 PPM mostr6 contaminacién generalizada, salvo en el tratamiento 24.
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Figura 2
Porcentaje de contaminacion fungica y bacteriana en la introduccion del cultivar
chaucha tomate
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60 25: Yodo- 3 h

26: Yodo - 12 h
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20 29: Control - 3h
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Desinfectante Control Propiconazole Yodo

Nota. Los graficos estan organizados segun los tratamientos: del 1 al 6
en un medio de cultivo 0 (Control), del 7 al 12 en un medio de 0.3 PPM,
del 13 al 18 en un medio de 0.5 PPM, del 19 al 24 en un medio de 1
PPM, y del 25 al 30 en un medio de cultivo 0.3 PPM + Coco. Las barras
representan el promedio de contaminacion (%) y el error estandar (SE),
con un tamafio de muestra de n = 10.

Para el cultivar chaucha rosada, el control de la contaminacion fue limitado en la

mayoria de los tratamientos (Figura 3). Sin embargo, el tratamiento 25, sometido a yodo,
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destaco por ser el Unico que logro evitar la contaminacién por completo. Los medios con 0

PPM y 0.3 PPM presentaron los mayores desafios, ya que mostraron un control deficiente y

altos porcentajes de contaminacion en la mayoria de los tratamientos.

Figura 3

Porcentaje de contaminacién fungica y bacteriana en la introduccion del cultivar

chaucha rosada
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Nota. Los graficos estan organizados segun los tratamientos: del 1 al

6 en un medio de cultivo 0 (Control), del 7 al 12 en un medio de 0.3

PPM, del 13 al 18 en un medio de 0.5 PPM, del 19 al 24 en un medio
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de 1 PPM, y del 25 al 30 en un medio de cultivo 0.3 PPM + Coco. Las

barras representan el promedio de contaminacion (%) y el error

estandar (SE), con un tamafio de muestra de n = 10.
2.2 Descripcion de contaminantes

El analisis determin6 que los principales contaminantes en los cultivos
correspondieron a los géneros de hongos Aspergillus sp., Penicillium sp. y Fusarium sp., junto
con bacterias gram positivas y gram negativas (Tabla 4).
Tabla 4

Principales contaminantes en la introduccion in vitro

Tipo de
Tincién Fotografia
contaminacion

Aspergilus sp phloxine al 1%

Penicilium sp. Azul de metileno




Fusarium sp. Phoxine 0.5%

Bacterias Gram
Gram
negativas

Bacterias Gram
Gram
positivas

2.3 Presencia de Hojas

Entre los tratamientos con crecimiento, las hojas presentaban una tonalidad

blanquecinas o verdes (Figura 4).

14



15

Figura 4

Totalidades de vitroplantas de los cultivares de chaucha

Verdes Blanquecina

i

-
-~
B

e

Nota. A Vitroplantas de chaucha tomate con tonalidades verde, B Vitroplantas de
chaucha tomate con tanalidad blanquecina, C Vitroplantas de chaucha rosada con
tonalidade verde, D Vitroplantas de chaucha rosada con tonalidad blanquesina.

El cultivar de chaucha tomate present6 formacion de hojas a partir del 6 dias (Tabla
5). El mayor promedio de hojas se obtuvo en el medio con 1 PPM, independiente del
desinfectante utilizado. En este aspecto, el tratamiento 20, que emple6 yodo como
desinfectante con un tiempo de inmersion de 12 horas, presentd el mejor resultado,
alcanzando un promedio de 2 hojas hasta el ultimo dia de revision.

Asimismo, el ANOVA realizado para evaluar las diferencias en el numero de hojas por
tratamiento en el dia 31 entre los 16 tratamientos de plantulas que registaron hojas mostré

gue no existen diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p = 0.675).
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Tabla 5

Promedio de crecimiento de hojas para chaucha tomate

Dias
T Desinfectante Horas de Medios
Inmersién 2 6 9 13 16 20 23 28 31
1  Yodo 2% 3 0 PPM 0 0 0 0,1 0,1 02 03 03 03
7 Yodo 2% 3 01 01 02 0,2 0,5 05 05 05 05
8 Yodo 2% 12 0,3PPM 0 0 0 0 0,1 01 01 0,1 0,1
12 Control 12 0 0 0 0,2 0,4 04 04 04 04
13  Yodo 2% 3 0 0 0 0,2 0,4 07 10 13 14
17 Control 3 05PPM 0 0 0,2 05 0,5 05 05 06 0,6
18 Control 12 0 0 0 0,1 0,2 02 02 02 0,2
19 Yodo 2% 3 0 0 0 0 0,1 02 02 02 0,2
20 Yodo 2% 12 0 03 07 12 1,4 14 1,9 2 2
21 Propiconazole 1% 3 0 02 04 04 0,5 05 05 09 09
1 PPM
22 Propiconazole 1% 12 0 0 03 03 04 04 04 04 04
23 Control 3 0 02 05 06 0,7 09 11 12 1.2
24 Control 12 0 02 02 05 0,5 05 09 11 1,1
25 Yodo 2% 3 0 01 02 02 0,3 04 04 06 0,6
0,3 PPM
26 Yodo 2% 12 0 0 0 0 0 01 01 0,1 0,1
+ Coco
27 Propiconazole 1% 3 0 0 0,3 0,6 0,9 09 12 15 16

Nota.. La tabla muestra el promedio del nimero de hojas (n=10) entre los dias 2 — 31 despues de la introduccion

in vitro. Se excluyeron los tratamientos con un promedio de hojas igual a 0.

De las vitroplantas evaluadas del cultivar chaucha tomate con respecto a la formacion
de hojas (Figura 5), el tratamiento 27 mostré un crecimiento promedio maximo de 48.07 mm,
siendo el mas prometedor para su us6 como protocolo in vitro para este cultivar. Aunque cabe
decir que el tratamiento 20 presenté un mayor numero de hojas al inicio, pero alcanzé solo
un tamafio maximo de solo 20.76 mm, presentando asi un crecimiento inconsistente. Cabe
decir que los tratamientos 7, 8, 12, 21, 22 y 25 registraron también un crecimiento 6ptimo en

general, siendo el tratamiento 8 el que presentd el menor crecimiento promedio 2.94 mm.
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Con respecto a los tratamientos 3, 17, 18, 19 y 26 estos presentaron hojas
blanquecinas, indicando una capacidad limitada de supervivencia a largo plazo y no son
recomendables para una introduccién in vitro. Finalmente, los tratamientos 1, 13y 23 tuvieron
un desarrollo heterogéneo, con la presencia de hojas tanto verdes como blanquecinas, lo que
refleja una respuesta variable a las condiciones de cultivo.

Figuras
Duncan comparativo de los tratamientos con respecto a su crecimiento para el

cultivar de chaucha tomate
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Nota. Los gréaficos estan organizados segun los tratamientos: del 1 al 6 en un

medio de cultivo 0 (Control), del 7 al 12 en un medio de 0.3 PPM, del 13 al 18 en

un medio de 0.5 PPM, del 19 al 24 en un medio de 1 PPM, y del 25 al 30 en un

medio de cultivo 0.3 PPM + Coco. Las barras representan el crecimiento en mm

de las plantulas sobrevivientes que presentaron tonalidades verdes a

blanquesinas.

En chaucha rosada se observé formacion de hojas a partir de los primeros dias

18

como lo son 2, 6 y 9 (Tabla 6), donde la formacion de hojas fue limitada en comparacion con

chaucha tomate. Destaco el medio de cultivo con 0.3 PPM + Coco, donde el tratamiento 27

alcanz6 el mayor promedio de hojas, con 0.9, seguido por el tratamiento 25, que registré un

promedio de 0.5 hojas.

El analisis ANOVA realizado para evaluar las diferencias en el nimero de hojas por

tratamiento en el dia 31 entre los 13 tratamientos no mostrd diferencias significativas (p >

0.05).

Tabla 6

Promedio de crecimiento de hojas para chaucha rosada

T Horas de Dias
Desinfectante Medios
Inmersion 6 9 13 16 20 23 28 31
1  Yodo2% 3 0 0O 01 02 02 0,2 03 0,3
0 PPM
5 Control 3 0O 01 02 02 0,2 02 03 0,3
9  Propiconazole 1% 3 0,3 PPM o 01 01 01 01 01 0,1 011
14 Yodo 2% 12 0 0 0 0 0O 01 02 0,2
17 Control 3 0,5 PPM o1 01 01 01 01 01 01 011
18 Control 12 0 0 0O 01 01 03 03 0,3
20 Yodo 2% 12 0 0 0 0 o 01 01 0,1
22 Propiconazole 1% 12 1 PPM 0 0 0 0 0o 01 0,1 0,
23 Control 3 0 0 o 01 01 02 0,3 0,3
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24 Control 12 0 0 0 o 01 01 03 03 0,3
25 Yodo 2% 3 01 01 01 01 04 04 05 05 05
0,3 PPM +
27 Propiconazole 1% 3 0,2 02 02 02 04 06 09 09 09
Coco
29 Control 3 01 01 02 02 02 02 0,3 03 0,3

Nota.. La tabla muestra el promedio del nUmero de hojas (n=10) entre los dias 2 — 31 despues de la introduccién
in vitro. Se excluyeron los tratamientos con un promedio de hojas igual a 0.

Es importante resaltar que el tratamiento 25 mostré un crecimiento constante de hojas
verdes, alcanzando un promedio de 0,9 hojas y un tamafio maximo de explante de 1.87 mm.
Sin embargo, el tratamiento 17 aunque presento un promedio de 0,1 hojas fue el mas 6ptimo
ya que las vitroplantas alcanzaron un crecimiento maximo de 6.25 mm, lo cual se corrobora
con el andlisis realizado de Duncan (Figura 6). Los tratamientos 27 y 29, presentaron un
desarrollo heterogéneo, con la presencia de hojas tanto verdes como blanquecinas, lo cual
indica una respuesta variable a las condiciones de cultivo.

En cambio, los tratamientos 1, 6, 9, 14, 18, 20, 22, 23 y 24 mostraron resultados menos
favorables en términos de supervivencia, por lo que no se recomiendan para la introduccion

in vitro ya que sus las hojas presentaron una tonalidad blanquecina.
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Duncan comparativo de los tratamientos con respecto a su crecimiento para el
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Nota. Los gréaficos estan organizados segun los tratamientos: del 1 al 6 en un

medio de cultivo 0 (Control), del 7 al 12 en un medio de 0.3 PPM, del 13 al 18 en

un medio de 0.5 PPM, del 19 al 24 en un medio de 1 PPM, y del 25 al 30 en un

medio de cultivo 0.3 PPM + Coco. Las barras representan el crecimiento en mm

de

blanquesinas.

las plantulas sobrevivientes que presentaron tonalidades verdes a
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2.4 Presencia de Raices

En ninguno de los tratamientos se observo la formacion de raices, excepto en el
tratamiento 27 de chaucha tomate, que generé raices. En este tratamiento, se registraron un
total de 4 raices hasta la Ultima fecha de evaluacion. Por otro lado, chaucha rosada no se

detectd la presencia de raices en ningun tratamiento.



22

Capitulo tres
Discusiones
3.1 Introduccion in vitro de Solanum tuberosum

La experimentacion in vitro de los cultivares de chaucha tomate y chaucha rosada
mostré diferencias notables en su reaccion a los tratamientos aplicados, lo que resalta la
importancia de adaptar protocolos particulares de acuerdo a la variedad. Este descubrimiento
concuerda con lo que Lopez & Enrique, (2018) reportaron al evaluar el comportamiento de
plantas de patata in vitro durante la etapa de multiplicacion utilizando esquejes apicales,
medios y basales, donde obtuvo que los esquejes apicales presentan una mayor capacidad
de crecimiento inicial debido a su dominancia apical y concentracion de fitohormonas
naturales.

Por otro lado, el estudio de Dalleh et al., (2023) acerca de la propagacion in vitro y
microtuberizacién de la variedad Spunta resalta la importancia de controlar y modificar las
concentraciones de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo a usar ya que en
nuestro caso no solo el tipo de desinfectante, sino también la suplementacién apropiada del
medio, es crucial para mejorar los procedimientos de introduccion in vitro.

Asimismo, los resultados de Nagy et al., (2023) acerca de las variedades de papa de
pulpa morada brindo informacion acerca de variedades con pigmentos especificos las cuales
presentar una reaccion distinta en cuanto a crecimiento y desarrollo, debido a su composicion
genética y su interaccion con el entorno. Ademas, en este trabajo de Nagy et al., (2023) se
hace énfasis en la importancia de ajustar protocolos para cada especie de papa, basandose
en su reaccion al entorno y en las condiciones de cultivo in vitro. Ya que como lo demuestra
este trabajo al suplementar el medio de cultivo con coco, mostro resultados prometedores al
mejorar la calidad del desarrollo foliar, probablemente debido a los compuestos bioactivos y
nutrientes adicionales que aporta.

3.2 Contaminacion en cultivos in vitro
Los resultados confirman que la contaminacién tanto por bacterias como por hongos

representa un desafio para el éxito de la introduccion in vitro. Tal como lo sefiala George &
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Tripepi (2001), que la contaminacion microbiana es la razon mas importante de la pérdida de
explantes en el cultivo de tejidos vegetales. De igual manera, Kushnarenko et al., (2022).
mencionan que la principal razon de pérdida es la incapacidad de los explantes para
responder a condiciones in vitro (44,6%), contaminacion con hongos (16,9%) y bacterias
(3,8%).

En relacion con la contaminacién fangica, Fiers et al.,(2010) afirman que el género
Fusarium esté presente en la superficie de los tubérculos de papa y en la rizosfera de las
plantas, siendo responsable de la pudricién seca cuando logra infectar al tubérculo a través
de heridas. De manera similar, Pérez-Alvarez etal., (2016b) identificaron tanto a
Fusarium y Penicillium como los principales hongos contaminantes en el cultivo in vitro de
apices de papa.

Por otro lado, aunque algunas bacterias patégenas pueden afectar negativamente a
las plantas de papa, como lo mencionan CODEPA, (2023) en referencia a Ralstonia
solanacearum (causante de la marchitez bacteriana), Erwinia carotovora y Pectobacterium
spp. (responsables de la pudricién blanda), es importante destacar el rol beneficioso de las
bacterias enddfitas promotoras del crecimiento vegetal. Segun Longoria-Espinoza et al.,
(2024), estas bacterias, presentes de forma natural dentro de las plantas, pueden mejorar
significativamente la salud y el rendimiento de los cultivos.

3.3 Desinfectantes

Los desinfectantes empleados en este estudio no demostraron ser determinantes en
la reduccion de la contaminacion, sino que la concentracion de PPM jugé un papel mas
relevante. Aunque se esperaba que los desinfectantes, debido a su actividad biolégica,
contribuyeran tanto al crecimiento de los explantes como a la prevencion de la contaminacion,
los resultados no fueron consistentes en todos los casos.

El yodo, por ejemplo, es conocido por su efectividad como desinfectante frente a una
amplia gama de microorganismos patégenos, incluyendo bacterias, virus, hongos, levaduras,
esporas y amebas (Favetex, s. f.). De acuerdo a Yates et al., (2004) un agente a base de

yodo mostré eficacia en el control del crecimiento de varios hongos fitopatdégenos, entre ellos
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Fusarium verticillioides. Ademas, Trinidad et al., (2014) mencionan que el tratamiento con
yodato incrementé los niveles de nutrientes esenciales como fosforo (0,26%), hierro (50 ppm),
magnesio (1402 ppm) y potasio (46,8 ppm), lo que influyé positivamente en la absorcion de
nutrientes.

En cuanto al fungicida Aval, cuyo principal compuesto es el propiconazole, su modo
de accién se basa en la inhibicion de la desmetilacién, lo que interfiere con la biosintesis de
ergosterol, un componente clave en la membrana celular de los hongos (Chen, s. f.). De
acuerdo a Murmu et al., (2017) en estudios de cultivos in vitro, el propiconazole demostré ser
el tratamiento més efectivo (57,88%) en el manejo del tizon temprano de la papa, ademas de
inhibir completamente (100%) el crecimiento radial del hongo en condiciones in vitro,
comparado con otros fungicidas a la misma concentraciéon (200 ppm).

3.4 Uso de PPM en cultivos in vitro

Las concentraciones de PPM jugaron un papel crucial en la introduccioén in vitro de las
dos cultivares de papa estudiadas. Sin embargo, esta sustancia también impacto
negativamente el desarrollo de raices en los explantes. Siendo el PPM un conservante y
biocida este reduce la contaminacién por bacterias y hongos, y se destaca por su estabilidad
incluso cuando es sometido a altas temperaturas. Dado a las indicaciones de Plan cell
tecnology la concentracién recomendada para reducir o eliminar la contaminacién en los
medios de cultivo varia entre 0,5 y 1,0 mL-L-1 de acuerdo a la especie que se estudie
(TCKleanLab, s. f.).

Siendo asi que el efecto del PPM sobre los procesos metabdlicos y transporte de las
plantas interfiere la capacidad de formacién de raices adventicias en ciertos explantes como
enn el caso para los cultivares de papa. Esto concueda con lo mencionado por George &
Tripepi, (2001) que en su estudio el uso de PPM resulté en una disminucion significativa de
la capacidad regenerativa de los explantes de crisantemo donde el PPM actuo efectivamente
en la disminucién de la contaminacion, pero limito el crecimiento y desarrollo de las raices en

los explante.
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3.5 Crecimiento in vitro de cultivares de papa

Los cultivares de papa expuesto a un medio de cultivo con sales MS al 100% mostro
un impacto negativo en el desarrollo de vitroplantulas, ya que presento clorosis en las hojas
adquiriendo asi una tonalidad blanquecina. Siendo asi, necesario el control o modificacion de
las concentraciones de nutrientes en el medio de cultivo. Asi como lo afirma Lazaro et al.,
(2021) donde destaca la relevancia de determinar adecuadamente las concentraciones de
sales basales, vitaminas, fuentes de sacarosa, e incluso la adicion de reguladores de
crecimiento en algunos genotipos especificos. En su estudio, el uso de una concentracién
reducida de sales (al 50%) permitié un crecimiento uniforme de brotes y un mayor nimero de
nudos, lo que favorecio la fase de multiplicacién de los explantes.

Asimismo Correa Mora et al., (2022) mencionan que el estado fisiol6gico y la posicion
de los brotes en relacion con el apice pueden influir en la respuesta morfolégica de los
explantes en condiciones in vitro. Estos factores deben ser cuidadosamente considerados

para optimizar el desarrollo y la regeneracion de las plantulas durante el cultivo in vitro de

papa.
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Conclusiones

La introduccién in vitro de los cultivares chaucha tomate y chaucha rosada mostraron
diferentes respuestas y adaptaciones a las predesinfecciones y medios de cultivo,
sugieriendo protocolos especificos para cada una de ellas.

En chaucha tomate, el tratamiento méas efectivo fue el nimero 27, que utiliz6 como
predesinfeccion propiconazole con una inmersién de 3 horas y se sembré en un medio de
cultivo con 0,3 PPM + Coco.

Para el cultivar chaucha rosada, el tratamiento mas eficiente fue el nimero 17, que
utilizé una predesinfeccion con agua durante 3 horas de inmersion y se sembré en un medio
de cultivo que contenia 0.5 PPM.

Cabe destacar que la concentracién de PPM tuvo un impacto mas significativo en la
reduccion de la contaminacién que el tipo de desinfectante empleado, como propiconazole y

yodo.
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Recomendaciones
Aplicar el uso de reguladores en el medio de cultivo, especialmente citoquininas como el BAP
(6-bencilaminopurina), en el medio de cultivo. Estos compuestos han demostrado ser
esenciales para iniciar la induccion de brotes en diversas especies y podrian mejorar
significativamente el éxito de la introduccion in vitro Ademas, combinar con algunas auxinas
para lograr el crecimiento y produccién de raices

Se recomienda emplear un medio con un 50% de la concentracion de sales MS, ya
gue la exposicién a niveles elevados de sales puede causar clorosis en los explantes,
manifestandose en un color blanquecino en las plantulas. Esta reduccion en la concentracion
de sales ayudara a optimizar el crecimiento y desarrollo de las plantulas en condiciones in
vitro.

Realizar mas pruebas respecto al tiempo 6ptimo de inmersién en desinfectantes para
cada cultivar ya que podria resultar en una menor contaminacién y un mejor desarrollo de los
explantes.

Evaluar distintos métodos de esterilizacién de los materiales de cultivo (por ejemplo,
autoclave, desinfeccidén quimica) para determinar cual es el mas efectivo en reducir la carga

microbiana sin afectar la viabilidad de los explantes.
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