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RESUMEN

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Biologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional Santiago Antunez de Mayolo, el propdsito fue evaluar el efecto de los
reguladores de crecimiento en el cultivo in vitro de la papa amarga “ancu” Solanum sp. Para la
desinfeccion se realizé tres tratamientos con hipoclorito de sodio (NaClO) a concentraciones de
0,50%, 0,75% y 1,0%. Se evalud la supervivencia, contaminacion y muertos de explante. Para
el establecimiento se emple6 MS completo con sacarosa (3%) y Phytagel (0.3%). Para la
multiplicacion se probaron nueve tratamientos utilizando 0,5 ppm 1,0 ppm, 1,5 ppm, 2,0 ppm
de bencilaminopurina (BAP), &cido giberélico (AGs) a concentraciones de 0,5 ppm, 1,0 ppm,
1,5 ppm, 2,0 ppm y un tratamiento control (testigo), ademas se establecieron cinco tratamientos
con 1,5 ppm de bencilaminopurina (BAP) + 0,5 ppm, 1,0 ppm, 1,5 ppm, y 2,0 ppm de &cido
giberélico (AGa) y el testigo (0,5 ppm de BAP). Se evalud el numero de nudos y longitud de
tallo. Para el enraizamiento se realizaron cinco tratamientos con 0,5 ppm, 1,0 ppm, 1,5 ppm, 2,0
ppm de acido indol acético (AlA) y el testigo. Se evalud la longitud y nimero de raices. Todos
los tratamientos fueron sometidos a fotoperiodo de 16 horas y temperatura ambiental de 20°C.
El mejor método de desinfeccion fue con 1,0% de NaClO, donde se obtuvo un 6% de
contaminacion, 91% de supervivencia y 3% de explantes muertos. Los mejores tratamientos que
produjeron mayor cantidad de nudos fueron 1,5 ppm de BAP y 0,5 ppm de AGsz obteniendo 4
nudos/explante respectivamente. EI mejor tratamiento para la longitud de tallo fue con 1,0 ppm
de AGs con un promedio de 64,1 mm de longitud de tallo/explante. En la combinacién de 1,5
ppm de BAP con diversas concentraciones de AGs, el mejor tratamiento fue con 1,5 ppm de
BAP, alcanzando un promedio de 36.9 mm de longitud de tallo/explante, no se encontrd
diferencias estadisticas en la obtencion de nudos empleando 1,5 ppm de BAP afiadido con
diversas concentraciones de AGg. E el enraizamiento el mejor tratamiento fue con 2,0 ppm AlA
con un promedio de 10 raices/explante, mientras que se alcanzando 26 mm de longitud de

raiz/explante con el testigo.

Palabras claves: Cultivo in vitro, bencilaminopurina, acido giberélico, acido indol aceético.
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ABSTRACT

The research was conducted at the Laboratory of Biology of the Faculty of Sciences of the
National University Santiago Antunez of Mayolo, the purpose was to evaluate the effect of
growth regulators on in vitro culture of bitter potato "ancu" Solanum sp. For disinfection three
treatments with sodium hypochlorite (NaClO) was performed at concentrations of 0.50%,
0.75% and 1.0%. survival, pollution and dead explant was evaluated. It was used to establish
full MS with sucrose (3%) and Phytagel (0.3%). For multiplication nine treatments using 0.5
ppm 1.0 ppm, 1.5 ppm, 2.0 ppm benzylaminopurine (BAP), gibberellic acid (AGs) at
concentrations of 0.5 ppm, 1.0 ppm were tested, 1.5 ppm, 2.0 ppm and a control (control) plus
five treatments were established one, 5 ppm benzylaminopurine (BAP) + 0.5 ppm, 1.0 ppm, 1.5
ppm, and 2.0 ppm of gibberellic acid (AGs) and the control (0.5 ppm BAP). the number of nodes
and stem length were evaluated. Rooting five treatments with 0.5 ppm, 1.0 ppm, 1.5 ppm, 2.0
ppm indole acetic acid (IAA) and the control were performed. the length and number of roots
was evaluated. All treatments were subjected to 16 hours photoperiod and ambient temperature
of 20 ° C. The best disinfection method was 1.0% NaClO where contamination 6%, 91% and
3% survival explants dead was obtained. The best treatments produced more knots were 1.5
ppm BAP and 0.5 ppm AGz obtain 4 knots / explant respectively. The best treatment for the
stem length was 1.0 ppm AGs with an average of 64, 1mm stem length / explant. In the
combination of 1.5 ppm BAP with various concentrations of AGs, the best treatment was 1.5
ppm BAP, averaging 36.9 mm stem length / explant, no statistical differences were found in
obtaining knots using 1.5 ppm BAP added with various concentrations of AGs. The rooting the
best treatment was 2.0 ppm IAA with an average of 10 roots / explant, while 26 mm root length
/ explant reaching to the control. 5 ppm BAP added with various concentrations of AGs. E
rooting the best treatment was 2.0 ppm IAA with an average of 10 roots / explant, while 26 mm
root length / explant reaching to the control. 5 ppm BAP added with various concentrations of
AGs. E rooting the best treatment was 2.0 ppm IAA with an average of 10 roots / explant, while

26 mm root length / explant reaching to the control.

Keywords: In vitro culture, benzylaminopurine, gibberellic acid, indole acetic acid.
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I. INTRODUCCION.

La papa es un cultivo alimenticio de importancia mundial, ocupando el cuarto lugar como
alimento humano después del maiz, trigo y arroz (Gavrilenko et al., 2013). De acuerdo al Censo
Nacional Agropecuario en el Peru se utilizan 47 248 has para el cultivo de papa (INEI, 2012),
dentro de ello las papas nativas son cultivadas en pequefias areas, como variedades
individualizadas y/o mezcladas destinadas para el autoconsumo, siendo un alimento bésico de

la poblacion rural.

Las papas nativas son especies cultivadas del género Solanum que no pertenecen a la especie
tuberosum; dentro de este grupo se encuentran las papas amargas y segun caracteres
bioquimicos y taxondmicos se dividen en (Solanum curtilobum, Solanum Juzepczukii, y algunos
cultivares de Solanum ajanhuiri), dichas especies se cultivan a altitudes entre 3600 y 4300
m.s.n.m. con temperaturas durante el periodo de crecimiento entre 6 y 14 °C, a veces cayendo
a -5 °C (Gavrilenko et al., 2013).

Dentro de este contexto los agricultores han sabido conservar éstas variedades bajo estas
condiciones ambientales de los andes, siendo un recurso de importancia estratégica; sin embargo
estas especies de papas amargas vienen sufriendo una perdida genética ya sea por el cambio
climatico, erosion de suelos, preferencias del mercado o la falta de cultura de consumo debido

al sabor amargo.

Frente a esta situacidn, para evitar la erosion genética de esta especie, conociendo las bondades
alimenticias y genéticas que posee, la investigacién esta orientada a la multiplicacién in vitro
como alternativa para su multiplicacion y conservacion, por lo que la micropropagacion in vitro
es una técnica que nos permite obtener plantas sanas en mayor nimero y en menor tiempo. Por

lo que en este trabajo de investigacion se han planteado los siguientes objetivos:



OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento en el cultivo In vitro de la papa amarga ancu

(Solanum sp.), como alternativa para su multiplicacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

++ Determinar una metodologia apropiada para la desinfeccion de las yemas axilares.

¢+ Determinar la mejor concentracion de los reguladores de crecimiento bencilaminopurina
(BAP) y &cido giberélico (AGs) para la obtencion del mayor nimero de nudos por plantula.

+« Determinar el efecto de las diversas concentraciones de los reguladores de crecimiento
bencilaminopurina (BAP) y &cido giberélico (AG3) y en combinacion.

+¢+ Establecer la mejor concentracion de la hormona &cido indol acético (AlA) para la induccion

de raices en la papa amarga “ancu” Solanum sp.



II. MARCO TEORICO.

2.1. ANTECEDENTES.

Araque et al. (2017), trabajaron con dos variedades de papa (Diacol Capiro y Parda Pastusa),
donde desinfectaron los brotes de papa sumergiendo durante 5 minutos en agua destilada estéril
méas Tween 20 y luego durante 30 segundos en etanol al 70%. Finalmente sumergieron en
hipoclorito de sodio (NaClO) al 10% mas Tween 20 durante 20 minutos y enjuagaron tres veces
con agua destilada estéril. Este protocolo de desinfeccion les dio como resultado la obtencion
del 100% de explantes superficialmente asépticos.

Garcia et al. (2015), realizaron la Propagacion in vitro de cuatro variedades cubanas de Solanum
tuberosum L. ‘Yuya’, ‘Marinca’, ‘Grettel’ e ‘Ibis’, a partir de brotes; para el proceso de
desinfeccion superficial emplearon una solucién de etanol al 70% durante dos minutos y
posteriormente afiadieron hipoclorito de sodio (NaClO) al 1,0 % por 10 minutos, en seguida
efectuaron tres lavadas sucesivas con agua destilada estéril. El resultado de supervivencia fue

de 80% para yuya, 30,7% en Marinca, 70,2 % en Grettel y 81% en la variedad Ibis.

Tacoronte et al. (2017), desarrollaron el procedimiento de desinfeccion, aislamiento y cultivo
de explantes de las tres variedades de papas nativas venezolanas "Cucuba™, "Arbolona Negra"
y "Rosada", cortaron vastagos de las plantas madres en secciones de 10 cm, luego desinfectaron
en una solucién de alcohol isopropilico al 70 % por 45 segundos Yy, posteriormente en una
solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1,5 % mas Tween 20, por 15 min, para eliminar

restos de cloro lavaron con agua destilada estéril, obteniendo altos porcentajes de supervivencia.

Edirisinghage (2015), realizé un trabajo titulado “Respuesta in vitro y en casa de cultivo de
variedades cubanas durante la obtencion de semilla original de papa (Solanum tuberosum L.)”,
para el proceso de desinfeccion de los brotes empleo etanol al 70% durante dos minutos. En
seguida adiciond en los brotes una solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante 10 minutos,
finalizando con tres lavadas sucesivas con agua destilada estéril, durante el establecimiento del

cultivo no observé microorganismos contaminantes.



Rumzum (2016), trabajo con tres variedades de papa “Espirit”, “Meridian” y “Lady Rosseta”
en cultivo in vitro de meristemas; obteniendo la mejor respuesta en términos de nimero de
brotes con 0,5 mg/L de BAP en Lady Rosseta y 1,0 mg/L de BAP para Esprit y Meridian,
mientras que para la induccién y longitud de brotes utilizo diversas concentraciones de AGs
afiadido con 1,0 mg/L BAP; la mejor respuesta se produjo en MS con 1,0 mg/L de BAP + 1,0
mg/L de AGs para Espirit y Meridian y 1,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de AG3 para la variedad
Lady Rosseta; para la induccion de raices utilizdo AIA y AIB, encontrando mejor respuesta en

medio MS con 0,5 mg/L de AIA en las tres variedades.

Olivera, Tamariz y Gutierrez ( 2010), afirman que a concentraciones de 2,0 mg/L de BAP y
0,02 mg/L de ANA fue el mejor tratamiento en la obtencion de mayor nimero promedio de

brotes por explante en el cultivo in vitro de Perezia coerulescens.

Ruiz, Ramirez y Heysser (2018), realizaron una investigacion de cultivo in vitro en Persea
americana donde evaluaron variables de longitud de plantulas y nimero de hojas; determinaron
que a concentraciones de 0,5 ppm de BAP y 0,5 ppm de AIA estimuld la mayor longitud de

plantulas y mayor nimero de hojas.

Criollo, Insuasti y Delgado (2016), manifestaron que el mayor promedio de brotes por explante
de Solanum betaceum se obtuvo con 3,0 mg/L BAP + 0.5mg/L AlA, asi mismo obtuvieron que

el mejor porcentaje de enraizamiento de brotes fue con AIA 1,0 mg/L.

2.2. MARCO CONCEPTUAL.

2.2.1. Origen y distribucion de la papa.

CIP Y FEDECH (2006), indican que la papa se cultiva en los Andes desde hace méas de 7.000
afios, segun investigaciones confirmadas recientemente, el origen de la papa de la especie
Solanum tuberosum, se centra en la parte norte del lago Titicaca, sur del Per( donde actualmente,
la subespecie S. tuberosum es el cuarto cultivo de mayor importancia en el mundo después del
maiz, trigo y el arroz, la papa se cultiva en méas de 130 paises, asi mismo las otras especies

cultivadas como: S. goniocalyx, S. stenotomum, S. chaucha, S. phureja, S. curtilobum, S.



juzepczukii y S. ajanhuiri también son de origen andino, representando asi diferentes
hibridaciones con parientes silvestres o cultivados a lo largo de la evolucién de la papa, en

compleja relacion con el hombre andino.

2.2.2. Taxonomia.

Hawkes (1990), menciona la siguiente clasificacién taxonémica de la papa:
¢+ Tipo: Spermatophyta
¢ Clase: Angiosperma
% Subclase: Dicotiledonea
¢+ Orden: Tubbiflorae
+ Familia: Solanaceae
% Género: Solanum

¢+ Especies: Solanum spp.

2.2.3. Descripcion botanica.

Harris (1978), menciona que la papa es una planta suculenta, herbacea y anual por su parte aérea,
y perenne por sus tubérculos (tallos subterraneos) que se desarrollan al final de los estolones
que nacen del tallo principal; la parte aérea muere al final de cada estacion de crecimiento,

perviviendo la planta por medio de los tubérculos que se desarrollan bajo tierra.

Edirisinghage (2015), indica que las hojas adultas son pinnadas-compuestas, pero las hojas
primarias de plantulas, asi como también las primeras hojas provenientes del tubérculo, pueden
ser simples, las hojas estan provistas de pelos de diversos tipos, los cuales también se encuentran
presentes en las demas partes aéreas de la planta, hay una gran variabilidad en la forma de las

hojas entre las muchas especies y variedades de papa.

Las flores son pentdmeras de colores diversos; tienen estilo y estigma simple y ovario bilocular:
el polen es tipicamente de dispersion por el viento; la autopolinizacion se realiza de manera
natural, siendo relativamente rara la polinizacion cruzada en los tetraploides y cuando esto
sucede, probablemente los insectos son los responsables; los diploides son con muy pocas

excepciones autoincompatibles (Harris, 1978).



La papa presenta un fruto tipo baya, con una forma globosa, conica u ovoide, en el interior de
la cual se encuentran las semillas que, normalmente y bajo condiciones adecuadas, tienen
capacidad para germinar y dar lugar a nuevas plantas de papa, el nimero de semillas por fruto

puede variar desde cero hasta 400 (Egusquiza, 2000).

Ademas de los tallos aéreos, la planta de papa tiene un sistema de tallos subterraneos formados
por estolones y tubérculos. Los primeros son de pequefio grosor y crecen de forma mas o menos
horizontal que bajo ciertas condiciones, en el extremo de los estolones se produce un
engrosamiento que da lugar a los tubérculos (papas), érganos de almacenamiento donde se

acumula en torno al 75-85 % del total de materia seca producida por la planta (Egusquiza, 2000).

“La forma, textura, color de la piel y el color de la carne, son caracteristicas que varian
grandemente entre los tubérculos correspondientes a diferentes variedades cultivadas” (Borba,
2008).

“Un tubérculo, por tanto, no es otra cosa que un tallo modificado para funcionar como una
reserva de almacenamiento masivo de una serie de macromoléculas, principalmente almidon y

proteina” (lgarza et al.,2012).

2.2.4. Diversidad genética.

La papa cultivada conocida colectivamente bajo el nombre de Solanum tuberosum L., posee
gran diversidad de genes, siendo una planta genética y taxonémicamente compleja, donde se
presenta una serie de ploidias que fluctian desde especies diploides con 24 cromosomas
(2n=2x=24), triploides (3n = 3x = 36), tetraploides (4n = 4x = 48) hasta especies pentaploide
(5n=5x=60). Aproximadamente un 70% de las especies son diploides, la mayoria de los
restantes son hexaploides (6n = 6x = 72), con un numero reducido de triploides y pentaploides

(Hijmans y Spooner, 2001).



2.3.

El potencial genético de las especies silvestres del género Solanum, especialmente en el Perd,
Bolivia y Ecuador, es muy grande y se presentan en diferentes habitats, desde ambientes muy
frios y sujetos a heladas en la sierra Andina, hasta condiciones muy secas de semi-desierto,
mostrando amplia adaptabilidad al estrés abidtico y han desarrollado resistencias a un gran
namero de plagas y enfermedades, estas especies contienen diversos genes o alelos Utiles que
pueden ser transferidos a las especies cultivadas de papa mediante métodos convencionales de
mejoramiento genético a corto y largo plazo, asi como mediante la biotecnologia molecular e

ingenieria genética (Hijmans et al., 2003).

LA PAPA AMARGA.
Gavrilenko et al. (2013), manifiestan segin caracteristicas bioquimicas y taxonomicas las
variedades locales de papas amargas se dividen entre las especies Solanum curtilobum, Solanum

Juzepczukii, y algunos cultivares de Solanum ajanhuiri.

Rea y Vacher (1991), sostienen que las papas amargas incluyen dos especies diferentes:
Solanum Juzepczukii. (3n=3x=36) y Solanum curtilobum (5n=5x=60) aquellas se derivaron de
la especie silvestre Solanum acaule Bitt por cruzamientos naturales, mientras que Solanum
acaule es una especie muy prevalente en alturas de 3000 a 4000 m, en los Andes y posee
caracteristicas muy valiosas como resistencia a las heladas (-6°C) a la sequia, resistencia al PV X
(virus X) y al nematodo quiste; como consecuencia, las especies hibridas S. Juzepczukii y S.

curtilobum, heredaron en buena parte la resistencia de Solanum acaule.

Estrada (1991), indica que S. Juzepczukii y S. curtilobum tienen un alto contenido de
glicoalcaloides lo cual las hace no aptas para su consumo directo, por ello deben someterse los
tubérculos al procesamiento que se sigue para la elaboracion del chufio en zonas muy altas, en
el cual, mediante congelacion, deshidratacion, secado y lavado se remueven los glicoalcaloides
y se obtiene el chufio, producto elaborado y descubierto por los Aymaras para conservar la papa

por un periodo largo.

Las papas amargas se caracterizan por presentar un alto contenido de glicoalcaloides en sus

tubérculos, lo cual les confiere un sabor amargo, los glicoalcaloides son metabolitos secundarios



de la papa, importantes como mecanismo de defensa contra diferentes plagas, siendo también
toxicos cuando se consume en fresco para la alimentacion animal y humana (Lachma et al.,
2001).

2.3.1. Solanum curtilobum.

Bonifacio et al. (2013), afirma que Solanum curtilobum, hibrido natural de S. juzepczukii y
Solanum andigena, es una especie pentaploide (5n = 5x = 60) es una planta de habito
semiarrosetado, de hojas erguidas y rigidas con foliolos angostos, corola rotacea y articulacion

del pedicelo muy proximo al caliz.

Habitat.

Ochoa (2001), menciona que el habitat de S. curtilobum es similar al de S. juzepczukii; es una
especie que crece esencialmente en la Puna y se la cultiva desde las provincias de Huaraz y
Bolognesi del departamento de Ancash (norte de Per() hasta los departamentos de Cochabamba,
La Paz, Oruro y Potosi en Bolivia, entre 3400 a 4100 msnm, pero debido a su tolerancia a heladas
y a la presencia de grandes concentraciones de poblaciones nativas quechua y Aymara donde
tienen gran popularidad, su mayor difusion se encuentra en el sur de Perd y en el altiplano
peruano-boliviano.

“La variabilidad de S. curtilobum es escasa y esta representada por dos morfotipos que varian
por el color del tubérculo, pero no en base a las proteinas de reserva de los tubérculos”

(Bonifacio et al., 2013).

2.3.2. Solanum juzepczukii.

Rea y Vacher (1991), mencionan que S. Juzepczukii, siendo el resultado de la primera
generacion del cruzamiento entre S. acaule y S. stenotomum (2n=2x=24), es un hibrido triploide,
3n=36, con alta tolerancia a heladas hasta -5°C con rendimientos generalmente medianos, asi

mismo por ser triploide es altamente estéril.



Habitat.

Ochoa (2001), manifiesta que Solanum juzepczukii se cultiva desde el departamento de Ancash
al norte del Perq, hasta la provincia de Jujuy al norte de Argentina, no obstante, es en el altiplano
peruano-boliviano y en toda la cuenca del Lago Titicaca donde se encuentra su mayor
concentracion, siendo los limites altitudinales de esta especie entre los 3400 y 4100 m.s.n.m. y
debido al cierto grado de resistencia a las heladas, su cultivo se encuentra principalmente en la
puna, en los limites donde ya ningun otro cultivo andino prospera y la vegetacion predominante

son los pajonales.

2.3.3. Importancia de la papa amarga.

Bonifacio et al. (2013), manifiestan que la papa amarga, tiene importancia estratégica para los
agricultores de escasos recursos econémicos desde el punto de vista ecoldgico, alimenticio y
econdmico, debido a que esta crece y produce en condiciones adversas de las alturas de los
andes, asi mismo tiene importancia por sus caracteristicas de resistencia y/o tolerancia a heladas

(-4.8'y-5.5 °C.) y porque tienen propiedades para la elaboracion del chufio y la tunta.

2.3.4. Sistemas de uso.

El departamento de La Libertad es un lugar donde se han originado procesos de utilizacion
Unica, como la preparacion del localmente llamado chufio por fermentacion anaerdbica proceso

que en la sierra de Ancash y Huanuco se conoce como tocosh (INIA & CIP, 2015).

Las variedades amargas de la papa se utilizan como chufio producto de la fermentacién
anaeradbica, en la costumbre local no se usan variedades de color oscuro para papa seca, ni para
chufio, lo que en Chungay (Yauyos - Lima) se conoce cominmente como chufio, en realidad es
tocosh, el cual es un producto al que se le atribuye propiedades medicinales, asi mismo el chufio
se utiliza en diversas preparaciones: mazamorras, dulces o hervido, donde se prepara mediante
un proceso de fermentacion o pudricion; los agricultores colocan la papa en una poza de agua y
esperan hasta que los tubérculos floten, luego de tres meses se les exprime y se le saca la cascara
(INIA & CIP, 2015).



2.4. CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS VEGETALES.

Pérez y Calva (2005), explican que el cultivo de células y tejidos vegetales se refiere al conjunto
de técnicas usadas para hacer crecer células, tejidos u Organos vegetales in vitro, bajo
condiciones asépticas, controladas y libres de microorganismos, el cual se basa en el principio
de totipotencia, que indica que cualquier célula vegetal contiene una copia integra del material
genético de la planta a la que pertenece sin importar su funcion o posicion en ella, por lo tanto

tiene el potencial para regenerar una nueva planta completa.

Ugarte et al. (2016), define al cultivo de tejidos vegetales como una herramienta de la
biotecnologia vegetal que aisla partes de una planta y las hace crecer en un medio de cultivo
artificial in vitro en condiciones de asepsia para obtener metabolitos, tejidos, 6rganos o plantas
completas, donde las plantas o partes de plantas estudiadas son cultivadas dentro de un
recipiente de vidrio, el cultivo in vitro deriva del latin in: adentro, vitro: vidrio), es decir, en un
frasco de vidrio, en una placa Petri, en un matraz Erlenmeyer, etc.

La expresion cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de un frasco de vidrio
en un ambiente artificial, donde esta forma de cultivar las plantas tiene dos caracteristicas
fundamentales: la asepsia (ausencia de gérmenes, etc.), y el control de los factores que afectan

el crecimiento (Castillo, 2004).

2.4.1. Etapas de la micropropagacion.

ETAPA 0: Seleccion del material vegetal o planta donadora.

Roca et al. (2003), citan que esta etapa corresponde a la seleccion del material vegetal de la
planta madre o planta donadora y es uno de los factores claves para el éxito o fracaso del cultivo
de una especie determinada, donde la planta madre debe estar saludable, fuera del estado de
senescencia y libre de signos de enfermedad por patdgenos, teniendo en cuenta que un tejido
joven contiene una proporcion mas alta de células en division por lo que al iniciar en tejido

desdiferenciado su tasa de crecimiento sera mayor.

Se recomienda mantener la planta madre en condiciones de invernadero, controlando

temperatura, humedad, condiciones sanitarias optimas, y nutrientes necesarios para su desarrollo
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adecuado, de preferencia se debe encontrar en estado juvenil ya que el material vegetal obtenido
mantendré las edad y caracteristicas fisioldgicas de la planta madre (Roca et al., 2003)

ETAPA 1: Establecimiento del cultivo aséptico.

Roca y Mroginski (1991), exponen que corresponde a la obtencion de un cultivo aséptico del
material vegetal seleccionado, para lo que se debe efectuar un proceso de desinfeccion sobre el
explante y asi evitar la presencia de microorganismos que contaminen el medio de cultivo y
maten el explante en un periodo corto a causa de la competencia por los nutrientes del medio de

cultivo.

Villarroel y Cadima (2016), manifiestan que los mas comunes y menos nocivos, son los
compuestos en base a cloro como el hipoclorito de sodio o de calcio, algunas gotas de detergente
son comunmente adicionadas a estas soluciones para mejorar el contacto de éstas con los tejidos,
tales como el Tween 20 el més utilizado en concentraciones de 0,01 a 0,05% (v/v), detergentes
de cocina son buenos substitutos; el etanol generalmente es utilizado a 70 y 80% (v/v), mayores
concentraciones son menos eficientes y pueden deshidratar los tejidos, ademas de ser germicida,
el etanol es surfactante y aplicado al inicio, facilita la accion de los otros productos, luego de la

desinfeccidn, le siguen tres a cinco lavados en agua estéril.

Roca y Mroginski (1991), manifiestan que cada especie de plantas requiere de protocolos de
desinfeccion Unicos y apropiados; de igual manera, la esterilizacion de los 6rganos o tejidos
empleados como explante necesitaran diferentes métodos, concentraciones y tiempos de

inmersion en las soluciones de agente quimicos desinfectantes.

ETAPA 2: Induccion de brotes.

Seguido a la etapa de establecimiento del cultivo que incluye la fase de desinfeccion del material
vegetal y la preparacion del medio de cultivo, se procede a la etapa de induccidn de brotes, luego
se efectla la introduccién del material vegetal en condiciones de asepsia total en cAmaras de
flujo laminar para dar proteccion a la muestra de la especie de interés; con lo que se pretende
reducir por completo la posibilidad de contaminacion exdgena hacia el explante o medio de

cultivo (Roca y Mroginski, 1991)
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La composicion del medio de cultivo es fundamental, ya que de ella dependera la respuesta del
explante ademaés, se debe tomar en cuenta que las plantas in vitro no son completamente
autotrofas por lo que requieren de la adicion de azUcar y otros componentes que estimulen su
crecimiento para cada tipo de explante con el que se vaya a trabajar, existen muchas
formulaciones de medios de cultivo: sin embargo, el mas empleado es el medio Murashige y
Skoog, principalmente si el objetivo es la regeneracion de plantas (Pierik, 1990).

Cabe mencionar, que entre las principales diferencias de medio de cultivo estan la utilizacion de
componentes tales como hormonas que se encargan de estimular la diferenciacion y
proliferacion celular, aquellos compuestos son de diferentes tipos: citoquininas, auxinas,
giberelinas, brasinolidas, entre otros, que luego de realizada la siembra de los explantes en estos
medios de cultivo, se mantienen los frascos sembrados en una sala de incubacion donde seran
monitoreados permanentemente para registrar la existencia de contaminacion, si ello no se da
los explantes permaneceran en dicha sala hasta que se produzca el crecimiento deseado o el
explante requiera de un cambio de medio para la diferenciacion del tejido (Roca y Mroginski,
1991).

ETAPA 3: Multiplicacion de brotes.

Al conseguir la supervivencia del material vegetal a la etapa de desinfeccion y establecimiento,
se espera que los explantes hayan originado brotes con hojas, el tejido que ya es in vitro puede
ser nuevamente fragmentado y trasladado a un nuevo medio de cultivo en el cual su desarrollo
continuara dando lugar a la formacion de tejido desdiferenciado, callo o formacion de brotes
(Cubero, 2003).

Con ello, se obtiene subcultivos del material vegetal inicial o planta madre, que corresponderan
a las plantas clones de dicha especie, los nuevos brotes se deben subcultivar periédicamente con
la finalidad de obtener una mayor cantidad de plantulas o propagulos en cada division de la
plantula; el nimero de plantas que se obtenga dependera del tipo de especie vegetal, su genética,

y de condiciones del medio de cultivo (Castillo, 2004).

ETAPA 4: Enraizamiento y elongacion.
Para la fase de enraizamiento, los explantes multiplicados en la etapa de multiplicacion in vitro

son trasladados a un nuevo medio de cultivo que contiene concentraciones menores de sales
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minerales, es asi que, por ejemplo, el medio Murashige y Skoog es diluido a la mitad de su
concentracion, obteniendo medio MS al 50%, de igual forma, la concentracion de reguladores
de crecimiento como son las citoquininas se disminuye y las auxinas exdgenas se aumentan;
cabe mencionar que ciertas especies no requieren el empleo de medios de enraizamiento para la
formacion de sus sistemas radicales ya que la fase de multiplicacion y enraizamiento transcurre
simultdneamente; por lo que esta etapa depende directamente de la especie vegetal empleada
(Roca y Mroginski, 1991).

“Es importante mencionar que ciertas especies de plantas no necesitan pasar por esta etapa ya
que desarrollan raices en el mismo medio de multiplicacion; cualidad que se atribuye a la

presencia de auxinas enddgenas propias de la planta en investigacion” (Castillo, 2004).

2.4.2. Ventajas y desventajas del cultivo in vitro.
Camarena et al. (2014), mencionan las ventajas y desventajas del cultivo in vitro son las

siguientes:

Ventajas.

+ Es el unico método conocido actualmente para erradicar virus, viroides, fitoplasmas y otros
patdgenos a partir de material enfermo.

¢+ Propagacion clonal masiva de plantas libres de enfermedades en el corto tiempo.

«+ Mantiene el cultivo libre de plagas y enfermedades, por ser una técnica que requiere de
mucha asepsia.

% Reduce costos de labores agronémicas en el mantenimiento de grandes colecciones de
germoplasma en el campo.

+¢+ Los clones pueden ser propagados en cualquier época del afio, mientras que, por métodos
convencionales, depende de condiciones propicias (épocas de siembra etc.).

+ Facilita el intercambio de material genético e introduccion cuarentenaria.

¢ Reduce el riesgo de pérdidas genéticas, al evitar la mezcla de material por cruzamiento.

% Por medio de esta técnica es posible cultivar polen y anteras, mediante los cuales se

producen plantas haploides, doble haploides.

13



% Cultivo y fusion de protoplastos para recombinar genes, para la obtencion de nuevos
genotipos. Igualmente, el cultivo de callos y cultivo de suspension de células, facilitan la
realizacion de trabajos para la obtencién de plantas de constitucion genética diferente.

¢ Permite realizar estudios de interaccion hospedero-parasito y estudios de pruebas a estrés
de salinidad y temperatura.

¢+ Produccion y extraccion de productos quimicos valiosos en mayor cantidad que de la planta

crecida y cosechada en campo.

Desventajas.

¢ Requiere de personal especializado: bidlogos, fisidlogos, fitomejoradores, fitopatélogos y
biotecnologos.

« Requiere de infraestructura y de equipamientos especiales.

% La adquisicion de productos quimicos es costosa y dificil especialmente en paises en vias
de desarrollo con pocos recursos econémicos.

.

¢+ Es dificil instalar laboratorios “in vitro” donde no existe fluido eléctrico o se presenten

interrupciones periddicas de electricidad, porque se malogran los cultivos.

2.5. HORMONAS Y REGULADORES DE CRECIMIENTO.

Prieto et al., (2005), manifiestan que la mayoria de los cultivos de tejidos vegetales in vitro
necesitan hormonas, las cuales se dividen en tres grupos: auxinas, citoquininas y giberelinas,
existen otras dos biomoléculas muy importantes dentro de las hormonas: el etileno y el acido
abscisico, que, aunque son menos utilizados, juegan papeles importantisimos dentro del

metabolismo del explante in vitro.
“Los reguladores de crecimiento se dividen en auxinas, citoquininas, giberelinas y retardantes e

inhibidores del crecimiento, son naturales (hormonas) o sintéticas (reguladores de crecimiento)”
(Sharry et al., 2015).
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2.5.1. Auxinas.

Ugarte et al. (2016), manifiestan que son las primeras hormonas que se describieron, su
estructura es un derivado del fenol o el indol, y tienen anillos aromaticos con dobles enlaces
conjugados, todas las auxinas son acidos; no se sabe el modo de accion, pero éste esta

relacionado directamente con su estructura, ya que si se modifica pierde su funcion.

Dentro del grupo de las auxinas se encuentran el ANA, AlB, 2,4-D y el AlA, esta Ultima es

sintetizada a partir de tejidos meristematicos en la planta (Prieto et al., 2005).

Auxinas naturales.

Sharry et al. (2015), manifiestan que el Acido indol acético (AlA) es la tnica auxina natural que
se localiza en las zonas de crecimiento, siendo fotosensible, por lo que no es conveniente
utilizarlo en cultivo en suspension al ser una hormona natural, su desaparicion del tejido es muy
rapido ya que en las plantas se encuentran las enzimas oxidasas de la que hidrolizan a la hormona

de manera que su efecto es suave y de poca duracion.

Auxinas sintéticas.

Sharry et al. (2015), indican que entre las auxinas sintéticas se encuentran el Acido
naftalenacético (ANA), acido 2,4 diclorofenoxiacético y Acido indol butirico (AIB), que son
esenciales en el cultivo de meristemas, en los procesos de morfogénesis directa e indirecta, en
la induccion de embriogénesis somatica, en el enraizamiento de microesquejes y actuan

promoviendo el crecimiento de apices caulinares.

“Entre las acciones fisioldgicas promovidas por las auxinas en la micropropagacion estan: la
induccion de callos, induccidn de raices, establecimiento de suspension celular, metilacion de

la citocina, formacidn de frutos, etc.” (Fernandez, 2000).

Efectos

Ugarte et al. (2016), manifiestan los siguientes efectos de las auxinas:
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¢+ Crecimiento: Estimulan la elongacion celular en tallos y coleoptilos (tallos jovenes),
incrementan la extensibilidad de la pared celular y estimulan la diferenciacion del xilema'y
el floema.

¢+ Tropismos: Responsables del fototropismo y gravitropismo positivo de las raices.

+ Dominancia apical: la yema apical del tallo inhibe el crecimiento de yemas axilares
cercanas.

¢+ La aplicacion del cultivo de tejidos en la multiplicacion y conservacion de los recursos
fitogenéticos.

%+ Abscision de organos (hojas, flores y frutos): Posee un control genético y las auxinas
retrasan la caida, aunque el etileno la induce.

“ Rizogénesis: Estimulan la formacion de raices laterales o adventicias, inhiben la elongacion

de la raiz principal.

2.5.2. Citoquininas.

Sharry et al. (2015), indican que las Citoquininas son utilizadas para estimular la division
celular, especialmente al combinarlas con auxinas, las cuales en altas concentraciones inducen
la formacion de brotes adventicios e inhiben la formacion de raices, promoviendo la
multiplicacién de tallos y proliferacién de yemas laterales, a través de la disminucion de la
dominancia apical, retardar el proceso de envejecimiento celular e influyen en el transporte de
auxinas, aunque algunos tipos de tejidos requieren esencialmente Citoquininas para el fendmeno

de la organogénesis, éstas no son esenciales.

Citoquinas naturales.

Sharry et al. (2015), manifiestan que dentro de las Citoquininas naturales se encuentra la
Zeatina, que se extrae del endospermo del maiz, y 6 isopentanil adenina (21P), aislada de

Clostridium tumefaciens, ésta produce un sobre crecimiento de los tejidos.

Citoquininas sintéticas.

Sharry et al. (2015), mencionan que las citoquininas sintéticas son: 6-benciladenina (6 BAP) o

también conocida como bencilaminopurina (BAP); la kinetina (KIN) también conocida como
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6- furfurylaminopurina (FAP) y fue la primera Citoquinina identificada producida de sintesis
por la degradacion térmica del ADN.

Efectos
Ugarte et al. (2016), manifiestan los siguientes efectos de las citoquininas:

+«+ Crecimiento: En conjunto con las auxinas, las citoquininas estimulan la proliferacion de
células meristematicos, y también estimulan la expansion de los cotiledones tras el primer
haz de luz que reciben.

« Dominancia lateral: Estimulan el crecimiento de yemas laterales inhibiendo la apical
(contrario a las auxinas, por lo que deben estar en equilibrio).

+«+ Diferenciacion y morfogénesis: Provocan cambios en la morfologia segun el tipo de
crecimiento. Junto a las auxinas estimulan la formacion de raices y tallos.

«» Senescencia: Son anti-senescentes.

2.5.3. Giberelinas.

Sharry et al. (2015), exponen que las giberelinas se encuentran naturalmente en las plantas y
produce un alargamiento de las células, elongacién de los entrenudos y el crecimiento
meristematico, inducen la ruptura de dormancia de embriones aislados o semillas e inhiben la
formacion de tallos y raices adventicias, siendo el Acido giberélico (AGs) el mas utilizado en

propagacion in vitro.

Efectos
Ugarte et al. (2016), manifiestan los siguientes efectos de las citoquininas:

% Estimulan el crecimiento de los tallos (elongacion) e hipocétilos. Tienen un papel mayor
que las auxinas en plantas con crecimiento de entrenudos. En la reproduccion estimulan la
floracién, sobre todo en aquellas plantas con floracion por factores ambientales o floracion
del dia largo como las coniferas, no son universales, en algunas especies puede inhibir la
floracion (angiospermas lefiosas y frutales), producen partenocarpia (reproduccion sin

fecundacion donde el fruto se genera sin semillas). Tienden a producir plantas masculinas
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en especies dioicas. Provocan la reversion a fases juveniles de la planta. Pueden suplir los
fotoperiodos y los termoperiodos necesarios para el crecimiento.
¢+ La germinacion es su principal efecto, casi todas las semillas germinan inducidas por AGs.

«» Posibilitan la movilizacién de reservas en la semilla.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION.

El presente trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Biologia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional “Santiago Antiinez de Mayolo”.

Periodo de ejecucidon: 26 de Julio del 2018 al 26 de marzo del 2019.

3.1.1. Ubicacién politica.

Departamento : Ancash

Provincia : Huaraz

Distrito : Independencia — Shancayan.
3.1.2. Ubicacion geogréfica.

Latitud: 09°39°46""

Longitud: 71°17°48""

Altitud: 3100 m.s.n.m.

3.2. MATERIALES.

3.2.1. Material biolégico.

+«* Yemas axilares de papa amarga “ancu” Solanum sp.

3.2.2. Medio de cultivo.

+¢ Murashige & Skoog.

+ Reguladores de crecimiento Bencilaminopurina (BAP), acido giberélico (AGs) y acido
indol acético (AIA).

s Phytagel.

+¢ Sacarosa.

% Agua destilada.

3.2.3. Material de desinfeccion.

+¢ Alcohol
+¢+ Hipoclorito de sodio (NaClO).

«» Jabon de barra.
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3.2.4. Equipos e instrumentos.

¢ Autoclave.

¢ pH-metro.

+ Balanza digital.

¢+ Agitador magnetico.

++ Cémara de flujo laminar.
+¢+ Destilador de agua.

++ Micropipeta manual.

++ Vaso de precipitado viker.
+¢+ Probeta.

+¢ Placas de Petri.

+¢+ Tubos de ensayo.

«¢ Frascos de vidrio.

+* Pinzas.

¢ Tijeras.

+¢ Bisturi.

¢+ Mechero de alcohol.

+ Cocinilla eléctrica.

% Algodon.

+ Papel toalla.

3.3. METODOS.

3.3.1. Disefio experimental.

El disefio experimental empleado para la desinfeccion, longitud de tallo, nimero de nudos y
raices fue el Disefio Completamente al Azar (DCA).
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3.3.2. Procesamiento estadistico de datos.

El andlisis estadistico para la desinfeccidn, longitud de tallo nudos, nimero y longitud de raiz

se realizd con el andlisis de varianza (ANVA), ademas se utiliz6 las comparaciones multiples
de Duncan (p < 0.05).

Anélisis de varianza (ANVA)

FV GL SC CM F
Tratamientos | t—1 SC(Trat) SC(Trat)/GL (trat) CM(Trat)/CM(Error)
Error (t-1)

Experimental | (b - 1) SC(Error) | SC(Error)/GL/Error
Total th—1 SC(Total)

Modelo aditivo lineal.

Vij=pn+ 7 + &;
Donde:
Y;; - Valor observado en la unidad experimental
u : Efecto de la media general
7, . Efecto del i-esimo tratamiento

&;; - Efecto del error experimental

3.3.3. Descripcion de los tratamientos.

Tabla 1: Tratamiento para la desinfeccion de los explantes de la papa amarga “ancu” Solanum
sp. con diversas concentraciones de NaClO.

Tratamiento NaClO (%)
D1 0,50
D2 0,75
Ds 1,00
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Tabla 2: Concentraciones de BAP y AGz para numero de nudos y longitud de tallo de la papa
amarga “ancu” Solanum sp.

TRATAMIENTO BAP ppm _ AGsppm
To - -
T1 0,5 -
T 1,0 -
T3 1,5 -
T4 2,0 -
Ts - 0,5
Te - 1,0
T7 - 1,5
Ts - 2,0

Tabla 3: Mejor concentracion de BAP en combinacion con diversas concentraciones de AG3
para el numero de nudos y longitud de tallo de la papa amarga “ancu” Solanum sp.

TRATAMIENTO BAP ppm AG3 ppm
To BAP* 0,0
T BAP* 05
T BAP* 1,0
T BAP* 1,5
T4 BAP* 2,0

*Se eligio el mejor BAP (1,5 ppm) de la tabla 2 para combinar con las diferentes concentraciones
de AG3
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Tabla 4: Tratamiento para el enraizamiento de la papa amarga “ancu’ Solanum sp. a diversas
concentraciones de AlA.

TRATAMIENTO AlA ppm
Ro 0,0
R1 0,5
R 1,0
Rs 1,5
Ra4 2,0

3.3.4. Parametros de evaluacion.

a. Longitud de tallo. Se realizaron 4 evaluaciones con periodos de 7 dias, haciendo uso de
una regla de 30 cm, midiendo a partir del cuello de la planta.

b. NuUmero de nudos. Se realizaron 4 evaluaciones con periodos de 7 dias se contaron los
nudos de manera visual.

c. Numero de raices. Se efectud 3 evaluaciones cada 7 dias, se marco cada raiz para evitar la
confusidn en las siguientes evaluaciones.

d. Longitud de raiz. Haciendo uso de una regla se midi0 la raiz principal, las evaluaciones se

realizaron cada 7 dias con un total de tres evaluaciones.

3.4. PROCEDIMIENTO.

3.4.1. Seleccion y colecta del material vegetal.

El material vegetal con el que se trabajé fue colectado del invernadero de la Facultad de Ciencias
Agraria de la Escuela Profesional de Agronomia y multiplicado en el Laboratorio de Biologia
de la Facultad de Ciencias.
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Las muestras fueron seleccionadas de acuerdo a las caracteristicas fenotipicas de la planta
donadora, es decir aquellas con un desarrollo vigoroso, con mayor nimero de hojas, yemas y

caracteristicas fitosanitarias adecuadas.

Se cortaron segmentos nodales de aproximadamente 3 a 4 cm de longitud provistas de yemas
axilares, luego fueron colocadas dentro de un frasco con agua, posteriormente se trasladé al
Laboratorio de Biologia de la Facultad de Ciencias de la UNASAM para iniciar el proceso de

desinfeccion.

3.4.2. Fase de establecimiento.

Medio de cultivo para el establecimiento.

El medio de cultivo utilizado para la fase de establecimiento de las yemas axilares fue el
Murashige y Skoog (MS) a sales completas, suplementado con sacarosa al 3%, Phytagel como
gelificante al 0,3% y pH 5,67; el medio se autoclavé a 121°C por 15 minutos a 1,5 atm. Este

mismo medio fue utilizado para obtener explantos para las diversas pruebas.

Desinfeccién del material vegetal.

La desinfeccion de la superficie de los segmentos nodales; se realizé con jabon al 1% (10g /L
de agua), por tres veces en agitacion continua (3000 rpm) por un periodo de 10 minutos, luego

de cada desinfeccion con detergente se realizé el lavado con agua corriente de cafio.

Luego los explantes en cdmara de flujo fueron sumergidos en alcohol al 70% durante 30
segundos, en seguida se enjuagé con agua destilada estéril. A continuacién, se adiciond
hipoclorito de sodio (NaClO) en diferentes concentraciones (0,50%, 0,75%, 1%) durante 10
minutos. Finalmente, se realizaron tres lavados sucesivos con agua destilada esteril con periodos

de 3 minutos cada uno.

Los explantes desinfectados se mantuvieron en agua destilada esteril hasta el momento de su
diseccion para la siembra en el medio de cultivo. Los segmentos nodales se cortaron de
aproximadamente 1 cm, enseguida se realizo la siembra en el medio de cultivo, se efectuaron

50 repeticiones por cada tratamiento, donde la unidad experimental fue un explanto por frasco.
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A los 28 dias, mediante la observacion se determind si un explante y el medio de cultivo
presentaba contaminacion microbiana, lo cual se contabilizé para determinar el porcentaje de
supervivencia.

Tabla 5: Concentraciones de NaClO para la desinfeccion de los explantes de papa “ancu”
Solanum sp.

Tratamiento  NaClO (%) Tiempo (min)

D; 0.50 10
D> 075 10
Ds 1 10

3.4.3. Fase de multiplicacion.

Medio de cultivo para multiplicacion suplementado con BAP y AGs.

En esta etapa el medio de cultivo que se empled fue el de Murashige y Skoog (MS) a sales
completas, sacarosa al 3%, Phytagel 0,3% suplementado con bencilaminopurina (BAP) a
concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ppm y AGgz en concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ppm, el
pH fue regulado a 5,67 luego de la adicion de los reguladores de crecimiento, el medio se
esteriliz6 a 121°C por 15 minutos a 1,5 atm.

Para esta etapa se emple6 8 tratamientos mas un testigo, con 20 repeticiones cada una, teniendo

como unidad experimental una yema axilar por tubo de ensayo.

En esta fase de multiplicacion se utilizd las plantas obtenidas in vitro de la etapa de
establecimiento, para ello se escindio los segmentos nodales a un aproximado de 1,0 cm de
longitud, se sembré un segmento nodal en cada tubo de ensayo que contenia 5 ml de medio de
cultivo, posteriormente se incubaron a 20°C. No se utilizaron las yemas apicales.

Se realizaron 4 evaluaciones con periodos de 7 dias cada uno, se tomaron datos de longitud de

tallo y nimero de nudos.

Medio de cultivo suplementado con mejor BAP y AG3 a diferentes concentraciones.
A partir del andlisis estadistico de los resultados se determino el mejor tratamiento de BAP (1.5
ppm) de la fase anterior, para esta etapa el medio de cultivo que se empleo fue el de Murashige

y Skoog (MS) a sales completas, con sacarosa al 3%, Phytagel 0,3% suplementado con
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bencilaminopurina (BAP) en concentracién a 1.5 ppm en combinaciones con AGs en
concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ppm, el pH fue regulado a 5,67 luego de la adicion de los
reguladores de crecimiento. Para esta etapa se empled 20 repeticiones por tratamiento incluido
el testigo, se vertio 5 ml de medio de cultivo en tubos de ensayo, el medio se esteriliz6 a 121°C

por 15 minutos a 1,5 atm.

Para esta prueba se emplearon plantas de la fase de establecimiento que se fueron multiplicando
progresivamente, se escindieron los segmentos nodales a 1 cm de longitud aproximadamente,
la yema apical no fue utilizado para esta etapa. Se sembr6 un segmento nodal por cada tubo de
ensayo, posteriormente se llevé al area de incubacién a una temperatura de 20°C.

Las evaluaciones se realizaron cada 7 dias por un periodo de 28 dias, se tomaron datos de

longitud de tallo y nimero de nudos.

3.4.4. Fase de enraizamiento.

El medio de cultivo empleado para esta etapa consistio en sales de Murashige y Skoog (MS) a
la mitad de sales, sacarosa al 3%, Phytagel 0.3%, suplementado con &cido indol acético (AlA)
a concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ppm el pH se regul6 a 5,67 luego de la adicion de la
hormona, a continuacion, se vertio 20 ml de medio de cultivo a magentas de vidrio de 5,5 cm de

didmetro, se esteriliz6 a 121°C por 15 minutos a 1,5 atm, donde los explantes fueron sembrados.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES.
4.1. RESULTADOS.

Tabla 6: Analisis de varianza para el grado de desinfeccion de papa amarga “ancu” Solanum
sp. respecto a las concentraciones de NaClO.

Fuentes de GL Suma de Media =
Variacién cuadrados cuadratica
Tratamiento 2 0.929 0.465 30.5*
Error exp. 297 4.50 0.0152
TOTAL 299 5.429

En la tabla 6 el anélisis de varianza (ANOVA), que existe diferencias estadisticas entre los

tratamientos respecto a las diferentes concentraciones de NaClO.

Tabla 7: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para explantes de
Solanum sp. respecto a las concentraciones de NaClO.

Tratamiento NaClO '\é?(ggmecle
Muertos D3 (1,0%) 3d
Muertos D2 (0,75%) 3d
Muertos D (0,5%) 4d
Contaminados D3 (1,0%) 6¢C
Contaminados D2 (0,75%) 11c
Contaminados D1 (0,5%) 12 ¢
Sobrevivientes D1 (0,5%) 91b
Sobrevivientes D2 (0,75%) 86 b
Sobrevivientes D3 (1,0%) 84 a

En la tabla 7 se observa que al realizar la prueba de Duncan para sobrevivencia de explantes
indica que el D3 (1,0 % NaClO) que existe diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos D1 y Do, sin embargo, no existe diferencias estadisticas entre los tratamientos D1 y
D>. Respecto a explantes contaminados no existe diferencias estadisticas entre los tratamientos
D1, D2y D3 Asi mismo para explantes muertos indica que no existen diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos D1, D2y D3
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Figura 1. Explantes de papa amarga “ancu” Solanum sp. A) Explante afectados por agentes
contaminantes, B) Explante muerto, C) Establecimiento in vitro incubados a 20°C.
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Figura 2. Efecto de diversas concentraciones de NaClO % en la desinfeccion superficial de
papa amarga “ancu” Solanum sp.

En la figura 2 se observa la sobrevivencia de 91 explantes en el tratamiento D3z (1% de NaClO),
el mayor nimero de explantes contaminados se obtuvo en los tratamientos D1 (0,5% de NaClO)
con 12 de explantes y 11 explantes contaminados en el tratamiento D2 (0,75% de NaClO),
mientras que en el tratamiento D3 (1% de NaClO) se encontré 6 explantes contaminados; los
explantes contaminados mostraron una coloracion blanquecina en la zona de la diseccion del
segmento nodal, estos signos se manifestaron a los 5 dias luego del establecimiento. Por otro lado
se encontrd 4 explantes muertos en D1 (0,5% de NaClO), en D2 (0,75% de NaClO) y D3 (1% de

NaClO) 3 explantes muertos respectivamente.
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Tabla 8: Analisis de varianza para el nUmero de nudos de papa amarga “ancu” Solanum sp.
respecto a las concentraciones de BAP.

Fuentes de Suma de Media

L GL "
variacion cuadrados cuadratica
Tratamiento 4 1.336 0.334 2.991*
Error exp. 395 44.106 0.112
TOTAL 399 45.442

En la tabla 8 el analisis de varianza, muestra que existe diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos con diversas concentraciones de BAP, indicando que al menos la media
de nimero de nudos de uno de los tratamientos es diferente. El coeficiente de variabilidad es de
16,73%.

Tabla 9: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para el nimero
de nudos de papa amarga “ancu” Solanum sp. a los 7, 14, 21 y 28 dias.

T . Promedio de
Evaluaciones ratamientos numero de

ppm BAP nudos

To (0.0) 1(1)a

T1(0,5) 1(1)a

A7 DIAS T2 (1,0) 1(1)a
T3 (1,5) 1(1)a

T4 (2,0) 1(1,)a

T4 (2,0) 2(2)b

To (0.0) 2(2)b

A 14 DIAS T3 (1,5) 2(2)ab
T1(0,5) 2(2) ab

T, (1,0) 2(2)a

To (0.0) 2(3)b

T1(0,5) 2(3)ab

A 21 DIAS T4 (2,0) 2 (3)ab
Ts (1,5) 2(3)ab

T2 (1,0) 2(4)a

To (0.0) 2@3)b

T1(0,5) 2(4)ab

A 28 DIAS T4 (2,0) 2 (4) ab
T2 (1,0) 2(4)ab

Ts (1,5) 2(4)a

Medias con la misma letra no son estadisticamente significativas.
() Datos sin corregir.
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La prueba de comparaciones multiples de Duncan, para el nimero de nudos de Solanum sp.
muestra que no hay diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos To, T1, T2, T3y
Tsen el dia 7. El tratamiento T> (1,0 ppm de BAP) difiere significativamente respecto a los
tratamientos To, T1, T3y T4 a los 14 y 21 dias, el testigo To (testigo) a los 28 dias indica que
difiere significativamente entre T1, T2, Tz Yy T4, asi mismo el tratamiento T3 (1,5 de ppm de BAP)
presenta diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos To, T1, T2y T4 en el dia 28;

sin embargo, no existe diferencias estadisticas entre los tratamientos T1, T2y Tsen el dia 28.

Promedio de nimero de nudos/explante
o o - N N w w B R
%" o o o w o »u o o

-~
o

7 14 5 21 28
Dias

Testigo 0.5 ppm BAP e====1.0 ppm BAP 1.5 ppm BAP ====2.0 ppm BAP

Figura 3. Efecto de diversas concentraciones de BAP con medio MS en la formacidn de nimero
de nudos a partir de segmentos nodales de papa amarga “ancu” Solanum sp. a los 7,
14,21y 28 dias.

En la figura 3 se observa como el mejor tratamiento al Ts (1,5 ppm BAP) con 4 nudos
promedio/explante, la diferencia estadistica se manifesto6 a los 28 dias; en tanto que tratamientos
con concentraciones superiores e inferiores a (1,5 ppm BAP), presentaron menor nimero de
nudos respectivamente, siendo el testigo (To) con menor nimero de nudos alcanzando 3 nudos

promedio/explante.
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Tabla 10: Analisis de varianza para longitud de tallo de papa amarga “ancu” Solanum sp.
respecto a las concentraciones de BAP.

Fuentes de Suma de Media
., GL e F
variacion cuadrados cuadratica
Tratamiento 4 50.663 12.666 4,094 *
Error exp. 371 1147.793 3.094
TOTAL 375 1198.456

En la tabla 10 el analisis de varianza, muestra que existe diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos, lo que indica que al menos la media de longitud de tallo de uno de los
tratamientos con Bencilaminopurina es diferente. El coeficiente de variabilidad es de 7,18%.

Tabla 11: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para longitud de
tallo de papa amarga “ancu” Solanum sp. a los 7, 14, 21 y 28 dias.

i Tratamientos Prpmed|o de
Evaluaciones longitud de tallo
ppm BAP (mm)
T4 (2,0) 2,1(3,3)b
T2 (1,0) 2,3(4,0)ab
A7 DIAS To (0.0) 2,3(3,1) ab
T3 (1,5) 2,3(4,3)ab
T1(0,5) 2,6 (6,2) a
T4 (2,0) 4,1(16,4) c
T3(1,5) 4,3 (17,3) bc
A 14 DIAS To (0.0) 4,6 (19,8) be
T2 (1,0) 4,8 (22,5) b
T1(0,5) 54(29,4) a
T4 (2,0) 53(27,1)c
T3(1,5) 5,4 (27,1) bc
A 21 DIAS T2 (1,0) 5,9 (34,0) ab
To (0.0) 6,3(37,2) b
T1(0,5) 6,5(41,8) a
T3 (1,5) 59(32,6) ¢
T4 (2,0) 6,0 (35,6) bc
A 28 DIAS T2 (1,0) 6,2 (37,6) bc
T1(0,5) 6,6 (44,2) ab
To (0.0) 7,0 (46,2) a

Medias con la misma letra no son estadisticamente significativas.
() Datos sin corregir.
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La prueba de comparaciones multiples de Duncan, para longitud de tallo indica en el dia 28 el
To (testigo) presenta diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos T1, T2, T3y Ta.
Asi mismo no existe diferencias estadisticas entre los tratamientos Ty y T2 a los 28 dias. El
tratamiento Tz indica que existe diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos To,
T1, T2y Taa los 28 dias.
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Figura 4. Efecto de diversas concentraciones de BAP con medio MS en la elongacién de tallos
a partir de segmentos nodales de papa amarga “ancu” Solanum sp. a los 7, 14, 21y
28 dias.

En la figura 6 se observa como el mejor tratamiento el To (MS sin reguladores de crecimiento)
con un promedio 46,2 mm de longitud de tallo, la diferencia estadistica se manifest6 a los 28
dias luego de la siembra, mientras que en el tratamiento T3 (1,5 ppm BAP) presentd un promedio

de 32,6 mm de longitud de tallo, siendo el de menor longitud entre todos los tratamientos.
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Figura 5. Plantulas de papa amarga “ancu” Solanum sp. a los 28 dias despues de la siembra. A)
Plantulas en medio MS suplementado con diferentes concentraciones de AGs. B)
Plantulas en medio MS suplementado con diferentes concentraciones de BAP.

Tabla 12: Andlisis de varianza para el nimero de nudos de papa amarga “ancu” Solanum sp.
respecto a las concentraciones de AGs.

Fuentes de Suma de Media

variacion GL cuadrados cuadratica F
Tratamiento 4 2.083 0.521 6.539 *
Error exp. 395 31.453 0.080
TOTAL 399 33.536

En la tabla 12 el anélisis de varianza (ANVA), se observa que existe diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos, lo cual indica que al menos la media de uno de los

tratamientos con AGg; es diferente. El coeficiente de variabilidad es de 1,14%.
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Tabla 13: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para el nimero
de nudos de papa amarga “ancu” Solanum sp. a los 7, 14, 21 y 28 dias.

Evaluaciones Tratamientos ,Promedio de

ppm AG3 namero de nudos

To (0.0) 1,0(1)b

T7(1,5) 1,01)b

A 7 DIAS Ts (2,0) 1,0(1) b

Ts(1,0) 1,0 (1) ab

Ts5(0,5) 10(1)a

T7(1,5) 1,01)b

Ts (2,0) 2,0(2) ab

A 14 DIAS To (0.0) 2,0 (2) ab

Ts(1,0) 2,0(2) ab

T5(0,5) 20(2)a

Ts (2,0) 20(2)d

T7(1,5) 2,0(2) cd

A 21 DIAS Te (1,0) 2,0 (2) be

To (0.0) 2,0(3)ab

Ts (0,5) 2,0(3)a

Ts (2,0) 20(3)c

T7(1,5) 2,0 (3) bc

A 28 DIAS Ts(1,0) 2,0 (3) bc

To (0.0) 2,0(3)ab

T5(0,5) 20(4)a

Medias con la misma letra no son estadisticamente significativas.
() Datos sin corregir.

La prueba de comparaciones multiples de Duncan indica que el tratamiento Ts (0.5 ppm AG3)
muestra diferencias estadisticas significativas con los tratamientos To, Ts, T7 Y Tgen los dias 7,
14.21y 28.
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Figura 6. Efecto de diversas concentraciones de AGs con medio MS en la formacion de
namero de nudos a partir de segmentos nodales de papa amarga “ancu” Solanum sp.
alos 7,14, 21y 28 dias.

El tratamiento en el que se cuantifico los valores mas altos de numero de nudos fue en el
tratamiento Ts (0,5 ppm de AGs) con un promedio de 4 nudos /explante siendo el mejor
tratamiento, seguido tratamiento To (testigo) con un promedio 4 nudos/explante, mientras que
concentraciones de 1,0; 1,5y 2,0 ppm de AGs, presentaron un promedio 3 nudos/explante,

siendo inferiores al tratamiento Ts (0,5 ppm de AG3).
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Tabla 14: Andlisis de varianza para longitud de tallo de papa amarga “ancu” Solanum sp.
respecto a las concentraciones de AGs.

Fuentes de Suma de Media
L, GL o F
variacion cuadrados cuadratica
Tratamiento 4 63.053 15.763 4,070 *
Error exp. 373 1444.503 3.873
TOTAL 377 1507.556

En la tabla 14 el analisis de varianza, revela que existe diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos, lo cual indica que al menos la media de longitud de tallo de uno de los
tratamientos es diferente. El coeficiente de variabilidad es de 5,26%.

Tabla 15: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para longitud de
tallo de papa amarga “ancu” Solanum sp. a los 7, 14, 21 y 28 dias.

. Tratamientos Prpmed|o de
Evaluaciones longitud de tallo
ppm AG3 (mm)
To (0.0) 23(33,1)c¢
T7(1,5) 2,7 (6,9) bc
A7 DIAS Ts (0,5) 3,3(11,0) ab
Ts (2,0) 3,5(10,3) ab
Ts (1,0) 3,8(15,1) a
To (0.0) 4,6 (19,8) b
Ts (2,0) 6,2 (36,6) ab
A 14 DIAS T7(1,5) 6,3 (38,7) ab
Ts (0,5) 6,3 (39,8) ab
Ts (1,0) 6,8 (46,0) a
To (0.0) 6,3(37,2) b
T7(1,5) 7,1 (49,6) ab
A 21 DIAS Ts (2,0) 7,1 (47,4) ab
Ts (0,5) 7,2 (51,4) ab
Ts (1,0) 7,6 (57,3) a
To (0.0) 7,0 (46,2) b
Ts (2,0) 7,4 (51,9) ab
A 28 DIAS Ts (0,5) 7,5 (56,4) ab
T7(1,5) 7,7 (59,0) ab
Ts (1,0) 8,0 (64,1) a

Medias con la misma letra no son estadisticamente significativas.
() Datos sin corregir.
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La prueba de comparaciones multiples de Duncan, para longitud de tallo indica que el To
(testigo) presenta diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos Ts, Te, T7y Tgen
los dias 7, 14, 21 y 28. Asi mismo no existe diferencias estadisticas entre los tratamientos Ts,
T7y Tg en los dias 14, 21 y 28. El tratamiento Ts (1,0 de ppm de AGg) indica que existe
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos To, Ts, T7 y Tg en las cuatro

evaluaciones.
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Figura 7. Efecto de diversas concentraciones de AGz con medio MS en la elongacion de tallos
a partir de segmentos nodales de papa amarga “ancu” Solanum sp. a los 7, 14, 21 y
28 dias.

En la figura 7 se muestra el promedio de longitud de tallo/explante en las diferentes
evaluaciones, donde el mejor tratamiento fue el Te (1,0 ppm AGs3) obteniendo un promedio de
longitud de tallo de 64,1 mm/explante en el dia 28, en tanto que el testigo (To) se manifestd con

la menor longitud de tallo con un promedio de 46,2 mm/explante.
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Tabla 16: Andlisis de varianza para nimero de nudos de papa amarga Solanum sp. respecto a
las concentraciones de (1,5 ppm BAP) con diversas concentraciones de AGs.

Suma de Media

Fuente de Variacion GL cuadrados  cuadratica F
Tratamiento 4 0.332 0.083 1.580 N.S.
Error exp. 395 20.734 0.052
TOTAL 399 21.066

En latabla 16 el analisis de varianza, muestra que no existe diferencias estadisticas significativas

entre los tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 6,7%.

promedio de niumero de nudos/explante
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Figura 8. Efecto de diversas concentraciones de AGs afiadido con BAP (1,5 ppm) en medio

MS en el nimero de nudos a partir de segmentos nodales de papa amarga Solanum
sp.alos 7,14, 21y 28 dias.
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En la figura 8, se observa que el tratamiento en el que se cuantifico los valores més altos de
nimero de nudos en el T1 (1,5 ppm + 0,5 ppm de AG3) con un promedio de 3 nudos /explante,

seguido por MS sin reguladores de crecimiento (testigo) con un promedio 3 nudos.

Figura 9. Plantulas de papa aarga Solanum sp. a los 28 dias luego de la siembra. Ndmero de
nudos en respuesta al efecto de concentraciones de (1,5 ppm BAP) con diversas
concentraciones de AGs con medio MS.

Tabla 17: Analisis de varianza para longitud de tallo de papa amarga “ancu” Solanum sp.
respecto a las concentraciones de (1,5 ppm BAP) con diversas concentraciones de

AGs.
C ., Suma de Media
Fuentes de variacion GL cuadrados cuadratica
Tratamiento 4 31.662 7.916 3.911*
Error exp. 382 773.035 2.024
TOTAL 386 804.697

En la tabla 17 el analisis de varianza, indica que existe diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos, lo cual muestra que al menos la media de longitud de tallo de uno de los

tratamientos es diferente. El coeficiente de variabilidad es de 14,50%.
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Tabla 18: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para longitud de
tallo respecto a las concentraciones de 1,5 ppm BAP afiadido con diversas

concentraciones de AGz. alos 7, 14, 21 y 28 dias.

i Tratamientos ppm Promedio de
Evaluaciones BAP+AGs altura de tallo
(mm)
T3 (1,5 BAP+ 1,5 AG3) 2,2(4,7b
T4 (1,5 BAP+2,0 AG3) 23(33)b
A7 DIAS T2 (1,5 BAP+1,0 AG3) 24 (47b
T1 (1,5 BAP+0,5 AG3) 2,5(6,0)b
To (1,5 BAP+0.0 AG3) 3,3(10,7) a
T2 (1,5 BAP+1,0 AG3) 42(17,3)c
Ts (1,5 BAP+ 1,5 AGs) 43(18,1) ¢
A 14 DIAS T1 (1,5 BAP+0,5 AGs) 4,5 (19,2) bc
T4 (1,5 BAP+2,0 AGs)  4,8(22,9)ab
To (1,5 BAP+0.0 AG3) 5,7 (26,2) a
T2 (1,5 BAP+1,0 AG3) 5,1 (25,1) ¢
T1 (1,5 BAP+0,5 AG3) 5,2 (26,6) ¢
A 21 DIAS Ts (1,5BAP+15AGs) 5,3 (27,5) bc
T+ (1,5 BAP+2,0AGs)  57(31,1)ab
To (1,5 BAP+0.0 AG3) 5,7 (32,5) a
T2 (1,5 BAP+1,0 AG3) 5,7831,3) b
T1(1,5 BAP+05AGs)  5,8(33,0)ab
A 28 DIAS T3 (15 BAP+15AGs)  59(34,7)ab
T+ (1,5 BAP+2,0AGs)  6,12(36,8) a
To (1,5 BAP+0.0 AGs)  6,13(36,9) a

Medias con la misma letra no son estadisticamente significativas.
() Datos sin corregir.

La prueba de comparaciones multiples de Duncan, para longitud de tallo indica que el To
(testigo) presenta diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos T1, T2, T3y T4 a
los 7, 14 y 21 dias; sin embargo, en el dia 28 el testigo no presentd diferencias estadisticas frente

al tratamientos Ts. De igual forma no existe diferencias estadisticas significativas entre los
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tratamientos T1 y Tz a los 28 dias, mientras que el T» difiere significativamente entre los

tratamientos Ty, Tz 'y Tsa los 28 dias de evaluacion.
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Figura 10. Efecto de diversas concentraciones de AGz afiadido con BAP (1,5 ppm) en medio
MS en la longitud de tallo a partir de segmentos nodales de papa amarga “ancu”
Solanum sp. alos 7, 14, 21 y 28 dias.

En la figuralO, se observa que el tratamiento en el que se midid los valores mas altos de longitud
de tallo es en el Testigo con un promedio de 36,9 mm/explante seguido por el T4 (1,5 ppm BAP+
2,0 ppm de AGs) con un promedio de 36,8 mm de longitud /explante, mientras que el T2 (1,5
ppm BAP+ 1,0 ppm de AGs) presento el nivel mas bajo de crecimiento alcanzando un promedio

de 31,3 mm de longitud.
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Figura 11. Plantulas de papa amarga “ancu” Solanum sp. a los 28 dias luego de la siembra.
Longitud de tallo en respuesta al efecto de concentraciones de (1,5 ppm BAP) con

diversas concentraciones de AGz con medio MS.

Tabla 19: Anélisis de varianza para longitud de raiz de papa amarga “ancu” Solanum sp.
respecto a diversas concentraciones de AIA (ppm).

Fuente de Variacion GL cig(rjnrzggs cug/(lzler(:&igca
Tratamiento 4 52.252 13.063 6.206 *
Error exp. 262 551.480 2.105
TOTAL 266 603.732

En la tabla 19 el andlisis de varianza, indica que existe diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos, lo cual muestra que al menos la media de longitud de tallo de uno de los

tratamientos es diferente. El coeficiente de variabilidad es de 9,78%.
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Tabla 20: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para la longitud
de raiz respecto a las concentraciones de AlA a los 7, 14 y 21 dias.

Evaluaciones Tratamientos Prpmedio de,

ppm AlA longitud de Raiz
R1 (0,5) 1,0 (0,0) b
Rz (1,0) 1,0 (0,0) b

A7 DIAS Rs3 (1,5) 1,0 (0,0) b
R4 (2,0) 1,0 (0,0) b
Ro (0.0) 2,5(5,4) a
Rz (1,0) 2,7 (6,6) c
R1 (0,5) 2,9 (7,7) bc

A 14 DIAS Rz (1,5) 3,0 (7,9) bc
R4 (2,0) 31(87)b
Ro (0.0) 4,1 (15,6) a
R1 (0,5) 4,4 (18,4) c
R2 (1,0) 4,5(19,4) c

A 21 DIAS Rs (1,5) 4,6 (19,6) c
R4 (2,0) 49(23,2) b
Ro (0.0) 5,2 (26,0) a

Medias con la misma letra no son estadisticamente significativas.
() Datos sin corregir.

La prueba de comparaciones multiples de Duncan, para longitud de raices indica que el Ro
(testigo) presenta diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos Ri, R2, Rz y Rs a
los 7, 14 y 21 dias. Los tratamientos R1, R y R3 no presentaron diferencias estadisticas en la
tercera evaluacion, mientras que a los 21 dias de evaluacion el Tadifiere significativamente entre

los tratamientos Ro, R1, R2 ¥ Rs.
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Figura 12. Efecto de diversas concentraciones de AIA (ppm) en medio MS en la longitud de
raiz partir de segmentos nodales papa amarga “ancu” Solanum sp. 7, 14 y 21 dias.

En la figura 12, se observa que el mejor tratamiento fue en Testigo con un promedio de 26 mm
de longitud de raiz, seguido por el R4 (2,0 ppm AIA) con un promedio de 23,2 mm de longitud
de raiz/explante, mientras que el R1 (0,5 ppm AlA) presentd el nivel mas bajo de crecimiento
alcanzando un promedio de 18,4 mm de longitud de raiz.

Tabla 21: Analisis de varianza para el nimero de raiz de papa “ancu” Solanum sp. respecto a
diversas concentraciones de AlA (ppm).

Fuente de GL Suma de Media
Variacion cuadrados cuadratica
Tratamiento 4 18.364 4591 6.60*
Error exp. 259 196.700 0.695
TOTAL 263 198.536
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En latabla 21 el analisis de varianza, se observa que existe diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos con AlA. El cual indica que al menos la media de nimero de raices de
uno de los tratamientos es diferente. El coeficiente de variabilidad es de 13,42%.

Tabla 22: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para el nimero
de raices respecto a las concentraciones de AIA 7, 14 y 21 dias.

Evaluaciones Tratamientos 'Promedio d,e

ppm AIA namero de raices
R1(0,5) 10)b
R2 (1,0) 10)b

A7 DIAS Rs (1,5) 1(0)b
R4 (2,0) 10)b
Ro (0.0) 1(1)a
Ro (0.0) 24 c
R1(0,5) 2 (5) bc

A 14 DIAS Rz (1,0) 3 (6) bc
Rs (1,5) 3(6) ab
R4 (2,0) 3(Ma
Ro (0.0) 3(Mc
R1(0,5) 3(8) bc

A 21 DIAS Rz (1,0 3 (8) bc
Rs (1,5) 3(8)ab
R4 (2,0) 3(10)a

Medias con la misma letra no son estadisticamente significativas.
() Datos sin corregir.

La prueba de comparaciones multiples de Duncan, para nimero de raices indica que el Ro
(testigo) presenta diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos Ry, R2, Rz y Rs a
los 7, 14 y 21 dias. No existe diferencias estadisticas entre los tratamientos R1 y R2 en la segunda
y tercera evaluacion, a los 14 y 21 dias de evaluacion el R4 difiere significativamente entre los

tratamientos Ro, R1, R2 y Ra.
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Figura 13. Efecto de diversas concentraciones de AIA (ppm) en medio MS en nimero de raices
a partir de segmentos nodales papa “ancu” 7, 14 y 21 dias.

En la figura 13, se observa que el nimero de raices aumento paulatinamente conforme se
incrementa la concentracion de los reguladores de crecimiento. El tratamiento en el que se
cuantificd los valores més altos de nimero de raices fue en el R4 (2,0 ppm AlA) con un promedio
de 10 raices/explante, mientras que el Ro (testigo) presentd el nivel méas bajo de nimero de raices

alcanzando un promedio de 7 raices/explante.
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Figura 14. Desarrollo de raices de papa amarga “ancu’ Solanum sp. en medio MS suplementado
con diferentes concentraciones de AlA a los 21 dias.
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4.2. DISCUSIONES.

En el resultado de la desinfeccion superficial se determiné como el mejor tratamiento a la
concentracion de 1,0 % de NaClO por 10 minutos e inmersion en etanol al 70% por 30 segundos,
alcanzando un 91% de supervivencia, en tanto (Garcia et al.,2015) para el proceso de
desinfeccion superficial de cuatro variedades cubanas de Solanum tuberosum L. “Yuya”,
“Marinca”, “Grettel” e “Ibis” emplearon una solucién de etanol al 70% durante dos minutos y
afiadieron hipoclorito de sodio (NaClO) al 1,0 % por 10 minutos, donde el resultado de

supervivencia fue de 80%, 70,2% y 81% para las tres variedades de papa.

Por otro lado, el porcentaje de explantes contaminados en tratamiento D3 (1,0% NaClO) alcanz6
el 6%; mientras que Araque et al., (2017) determinaron el 100% de explantes asépticos en
variedades de papa “Diacol Capiro” y “Parda Pastusa”, al emplear Tween 20 en agua destilada
estéril por 5 minutos, seguido de inmersion durante 30 segundos en etanol al 70%, finalmente
sumergieron en (NaClO) al 10% mas Tween 20 durante 20 minutos. Sin embargo, el material
vegetativo se colectd del invernadero, donde los residuos en la superficie de la planta son
menores a comparacion de plantas en campo libre por lo que se empled una concentracién de
1% de NaClO por 10 minutos.

El mejor tratamiento en la obtencion de nudos fue T3 (1,5 ppm BAP); Rumzum (2013) trabajo6
con tres variedades de papa en cultivo in vitro de meristemas; “Espirit”, “Meridian” y “Lady
Rosseta”, obteniendo la mejor respuesta en términos de nimero de brotes con 0,5 ppm de BAP
en Lady Rosseta y 1,0 ppm de BAP para Esprit y Meridian, ademas revelan que el nimero y
longitud de brotes disminuye a concentraciones muy altas (2,5 ppm BAP) o concentraciones
inferiores a 0,5 ppm BAP, coincidiendo con lo obtenido en la papa ancu. Por otro lado
(Izquierdo, 2006) encontr6 mejor respuesta en 0.5 ppm BAP y 0.5 ppm AIA de forma
independiente para el desarrollo de multiples brotes a partir de una yema en Darwiniothamnus
alternifolius. Ngomuo et al., (2013) indicaron que 6,0 ppm de BAP aumento significativamente

el nimero de brotes.

Diferentes concentraciones de AGz en combinacion con 1,5 ppm de BAP se emple6 para la

longitud de tallos en papa amarga “ancu”, mostrando la mejor respuesta en el testigo, este
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resultado no concuerda con las observaciones obtenidas por Rumzum (2013) donde revela que
la mejor respuesta en longitud de tallos se produjo en MS con 1,0 ppm de BAP + 1,0 ppm de
AGs3 para la variedad Espirit y Meridian, para Lady Rosseta fue 1,0 ppm de BAP + 0,5ppm de
AGs,

Olivera et al.( 2010), encontraron gque a concentraciones de 2,0 ppm de BAP y 0,02 ppm de
ANA fue el mejor tratamiento en la obtencion de mayor nimero de brotes por explante en el
cultivo in vitro de Perezia coerulescens (valeriana). En papa amarga “ancu” se obtuvo mayor

promedio de nudos con en tratamiento T3 (1,5 ppm de BAP).

Ruiz et al. (2018), realizaron una investigacion de cultivo in vitro en Persea americana donde
evaluaron variables de longitud de plantulas y numero de hojas; determinaron que a
concentraciones de 0,5 ppm de BAP y 0,5 ppm de AlA estimul6 la mayor longitud de plantulas
y mayor numero de hojas. Con respecto a la papa ancu, las yemas axilares fueron sometidas a
diversas concentraciones de BAP, determinando mayor longitud promedio con el testigo. No
obstante, cabe destacar que los resultados obtenidos en papa amarga “ancu” sobre la longitud
de tallo, sea debido a que las citoquininas estimulan el crecimiento de yemas laterales inhibiendo
la dominancia apical (contrario a las auxinas) explicando los resultados obtenidos en papa ancu
(Ugarte et al., 2016).

En la obtencién de nimero de raices se determind como el mejor tratamiento a la concentracion
de 2,0 ppm de AIA; mientras que el testigo manifesté mejor respuesta en longitud de raices; en
tanto Rumzum (2013) encontré que mayor numero de raices se promovié empleando una
concentracion de 0,5 ppm de AIA en Solanum tuberosum. En este sentido, para el crecimiento
de raices, se requieren bajas concentraciones de auxinas, debido a que las células de los
meristemos radicales contienen un nivel de auxinas, suficientes para una elongacion normal; no
siendo igual para la formacion de raices adventicias, en donde requieren mayores

concentraciones de auxinas (Taiz y Zeiger, 2006)

Se evaluo el efecto de concentraciones de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ppm de AIA en papa amarga “ancu”,
obteniendo resultados Optimos en ndimero de raices a concentracion de 2,0 ppm de AlA,
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obteniendo 10 raices/explante en promedio; similares resultados encontraron (Koleva et al.,
2012) empleando kinetina (KIN) y Bencilaminopurina (BAP) sobre dos variedades de Solanum
sp “Andrea” y “Agrija”, estableciendo que a concentracion de MS + 4 ppm de KIN + 1 ppm de

AlA se alcanz6 un promedio de 9 raices/explante.

En Solanum sp. papa amarga “ancu” se emplearon diversas concentraciones de AGs, para
determinar el efecto en la longitud del tallo, obteniendo 64,1 mm de longitud promedio/explante
con 1,0 ppm de AGg, al respecto, Suérez et al.(2011), encontraron que los brotes alcanzaron un
crecimiento de 40 mm de altura con raices bien desarrolladas al emplear 0,3 ppm de AGs; asi
mismo reportaron un alto promedio de formacién de brotes con 2,0 ppm de BAP y 0,1 ppm de

AlA, obteniendo un promedio de 4,8 brotes/explante en Solanum nudum.

Segun Pimentel et al.(2012), encontraron a concentracion de 1,0 ppm de AIA en medio MS fue
el més adecuado para la induccion de raices obteniendo 80 % de enraizamiento en Calendula
officinalis (botdn de oro), asi mismo Rojas et al., (2013) encontraron que el mejor enraizamiento
fue con AIA a concentracion de 0,2 ppm formando 3,6 raices en algodon nativo (Gossypium
barbadense L.), para el caso de la papa “ancu” se determind que 2,0 ppm de AIA estimul6
mayor produccion de raices con un promedio de 10 raices/explante

Una concentracion de 2,0 ppm de AIA empleada para el enraizamiento de Solanum sp. “ancu”
manifestd mayor cantidad de raices y bien desarrolladas; similares resultados alcanzaron Garcia
et al., (2015) realizaron una investigacion en el cultivo in vitro de Sechium edule (chayote)
donde emplearon tres medios de cultivo en combinacion con AIA y AIB en la fase de
enraizamiento, determinando como el mejor tratamiento a la concentracién de MS al 65% + 3,0
ppm de AIA en la obtencidn de mayor numero de raices y la produccion del 100% de raices en

los brotes.
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V. CONCLUSIONES.

Se determind como el mejor protocolo de desinfeccion para yemas axilares de papa amarga
“ancu” Solanum sp. el tratamiento D3 (1 % de NaClO) obteniendo 91 % de supervivencia,
asi mismo presentd menor porcentaje de contaminacion con un 6% y solo el 3% de

explantes muertos.

El mayor nimero de nudos se alcanzé con el tratamiento Tz (1,5 ppm BAP) obteniendo 4
nudos en promedio; mientras que el mejor tratamiento con AGs fue a concentracion de 0,5

ppm con un promedio de 4 nudos/explante.

La concentracion de 1,0 ppm de AGs resulté como el mejor tratamiento en el tamafio de
tallos, alcanzando un promedio de 64,1 mm de longitud/explante, sin embargo, las
concentraciones de BAP no dieron resultados favorables, siendo el testigo el mejor,
logrando un promedio de 46,2 mm de longitud de tallo. A concentracion de 1,5 ppm BAP
+ 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ppm AGs, los resultados muestran que no se encontro diferencias
estadisticas entre la media de nimero de nudos, mientras que 1,5 ppm BAP+0,0 de ppm de
AGs alcanz6 un promedio de 36,9 mm de longitud siendo el mejor con respecto a
concentracion de 1,5 ppm BAP +0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ppm AGs.

El mejor tratamiento en la obtencion de raices fue con el tratamiento T4 (2,0 ppm AIA) con

el que se obtuvo un promedio de 10 raices/explante. Asi mismo el testigo produjo mayor
longitud de raices alcanzando 26 mm/explante.
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VI. RECOMENDACIONES.

Multiplicar a gran escala la variedad de papa amarga “ancu” y procesarla para la produccion

a “tocosh” y/o chufio, cuyo producto tiene aceptacion comercial.

Difundir las bondades de esta variedad para que los agricultores la multiplique y lo

conserven, dado que esta y otras variedades nativas se encuentran en peligro de extincion.
La Facultad de Ciencias Agrarias a través de la carrera de Agronomia forme el germoplasma

de papas nativas del Departamento de Ancash, para evitar la erosién genética de estas

especies.
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VIII. ANEXO

Tabla 23: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para el niUmero
de nudos respecto a las concentraciones de BAP.

Tratamientos i Subconjunto para alfa = 0.05 Rango
ppm BAP Dlas 1 2 3 4 5 6 7 8 9
To (0.0) 7 1 i
T:(0,5) 7 1 i
T, (1,0) 7 1 i
T3 (1,5) 7 1 i
T4 (2,0) 7 1 [
T4 (2,0) 14 h
To (0.0) 14 2 h
Ts(1,5) 14 2 2 gh
T1(0,5) 14 2 2 fg
T2 (1,0) 14 2 2 2 efg
To (0.0) 21 2 def
To (0.0) 28 2 de
T1(0,5) 21 2 2 cd
T.(2,0) 21 2 2 cd
T:(0,5) 28 2 2 bc
T3 (1,5) 21 2 2 bc
T2 (1,0) 21 2 2 ab
T4 (2,0) 28 2 2 ab
T, (1,0) 28 2 2 ab
Ts(1,5) 28 2 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Tabla 24: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para longitud de
tallo respecto a las concentraciones de BAP.

Tratamientos i Subconjunto para alfa = 0.05 Rango
ppm BAP plas 1 2 3 4 5 6 7 8
T4 (2,0) 7 2.1 h
T2 (1,0) 7 2.3 h
To (0.0) 7 2.3 h
T3 (1,5) 7 2.3 h
T1(0,5) 7 2.6 h
T4 (2,0) 14 4.1 9
T3 (1,5) 14 43 | 43 fg
To (0.0) 14 46 | 46 fg
T2 (1,0) 14 4.8 4.8 ef
T4 (2,0) 21 5.3 e
T1(0,5) 14 5.4 54 de
Ts(1,5) 21 5.4 54 de
T, (1,0) 21 5.9 5.9 cd
Ts(1,5) 28 5.9 5.9 cd
T4 (2,0) 28 6.0 | 6.0 | 6.0 bcd
T2 (1,0) 28 6.2 | 6.2 bc
To (0.0) 21 6.3 | 6.3 bc
T:(0,5) 21 6.5 | 6.5 6.5 abc
T1(0,5) 28 6.6 6.6 ab
To (0.0) 28 7.0 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Tabla 25: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para el nimero
de nudos respecto a las concentraciones de AGa.

Tratamientos Dias Subconjunto para alfa = 0.05 Rango
ppm AG3 1 2 3 4 5 6 7 8
To (0.0) 7 1 h
T7(1,5) 7 1 h
Ts (2,0) 7 1 h
Ts (1,0) 7 1 h
Ts(0,5) 7 1 1 gh
T7(1,5) 14 1 1 gh
Ts (2,0) 14 2 2 fg
To (0.0) 14 2 2 fg
Ts (1,0) 14 2 2 fg
Ts (2,0) 21 2 f
T7(1,5) 21 2 2 ef
Ts (0,5) 14 2 2 ef
Ts (2,0) 28 2 2 de
Ts (1,0) 21 2 2 de
To (0.0) 21 2 2 cd
T7(1,5) 28 2 2 cd
Ts (1,0) 28 2 2 bcd
Ts (0,5) 21 2 bc
To (0.0) 28 2 2 ab
T5(0,5) 28 2 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Tabla 26: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para longitud de
tallo respecto a las concentraciones de AGs.

Tratamientos Dias Subconjunto para alfa = 0.05
Ppm AG3 1 | 2 | 3| 4|5 |6 | 7 |8
To (0.0) 7 2.3 h
T7 (1,5) 7 2.7 h
Ts (0,5) 7 3.3 g
Ts (2,0) 7 35 g
T (1,0) 7 38 g
To (0.0) 14 4.6 f
Ts (2,0) 14 6.2 e
T7 (1,5) 14 6.3 e
To (0.0) 21 6.3 | 63 de
Ts (0,5) 14 63 | 6.3 de
Te (1,0) 14 68 | 68 | 68 cde
To (0.0) 28 70 | 70 | 7.0 bcd
T+ (1,5) 21 71 | 71 be
Ts (2,0) 21 71 | 71 be
Ts (0,5) 21 72 | 72 be
Ts (2,0) 28 74 | 74 | T4 | abc
Ts (0,5) 28 75 | 75 | 75 | abc
Te (1,0) 21 76 | 76 | ap
T7(1,5) 28 .7 7.7 ab
Ts (1,0) 28 80 | a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Tabla 27: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para longitud de
tallo respecto a las concentraciones de 1,5 ppm BAP afiadido con diversas
concentraciones de AGs.

Tratamientos ppm Dias Subconjunto para alfa = 0.05 Rango
BAP+AG3 1 2 3 4 5 6 7 8

T3 (1,5 BAP+ 1,5 AG3) 7 2.2 h
T4 (1,5 BAP+2,0 AG3) 7 2.3 h
T2 (1,5 BAP+1,0 AG3) 7 2.4 h
T1 (1,5 BAP+0,5 AG:3) 7 2.5 h
To (1,5 BAP+0.0 AG:3) 7 3.3 g
T, (1,5BAP+1,0AGs) | 14 4.2 f
T; (1,5 BAP+15AG;) | 14 4.3 f
T1 (1,5 BAP+0,5 AG;) | 14 45 | 45 ef
T4 (1,5 BAP+2,0 AG;) | 14 48 | 4.8 de
T, (1,5 BAP+1,0 AG;) | 21 51

To (1,5 BAP+0.0 AG;) | 14 5.2

T1 (1,5 BAP+0,5 AG3) | 21 52 | 5.2 cd
T; (1,5 BAP+15AG;) | 21 53 | 53 | 53 bcd
T, (1,5 BAP+1,0 AG;) | 28 57 | 5.7 5.7 abc
T4 (1,5 BAP+2,0 AG;) | 21 57 | 5.7 5.7 abc
To (1,5 BAP+0.0 AG;) | 21 5.7 5.7 ab
T1(1,5BAP+0,5 AG;) | 28 5.8 a
T; (1,5 BAP+15AG;) | 28 5.9 a
T, (1,5 BAP+2,0 AGs) | 28 6.12 a
To (1,5 BAP+0.0 AG;3) | 28 6.13 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Tabla 28: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para nimero de
nudos respecto a las concentraciones de 1,5 ppm BAP afadido con diversas

concentraciones de AGs.

Tratamientos ppm Dias Subconjunto para alfa = 0.05 Rango
BAP+AG3 1 3 4 5 6 7
To (0.0) 7 1 i
T1 (1,5 BAP+0,5 AGs) 7 1 i
T2 (1,5 BAP+1,0 AGs3) 7 1 i
T3 (1,5 BAP+ 1,5 AG3) 7 1 i
T4 (1,5 BAP+2,0 AGs3) 7 1 i
T3 (1,5 BAP+ 1,5 AG3) 14 1 hi
T2 (1,5 BAP+1,0 AGs3) 14 2 gh
T1 (1,5 BAP+0,5 AGs3) 14 2 gh
T4 (1,5 BAP+2,0 AG3) 14 2 g
To (0.0) 14 2 f
T3 (1,5 BAP+ 1,5 AG3) 21 2 f
To (0.0) 21 2 2 ef
To (0.0) 28 2 2 ef
T1 (1,5 BAP+0,5 AG3) 21 2 2 ef
T2 (1,5 BAP+1,0 AG3) 21 2 de
T4 (1,5 BAP+2,0 AG3) 21 2 cd
Ts (1,5 BAP+15AGs) | 28 2 cd
T4 (1,5 BAP+2,0 AG3) 28 2 bc
T2 (1,5 BAP+1,0 AGs3) 28 ab
T1 (1,5 BAP+0,5 AG3) 28 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Tabla 29: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para la longitud
de raiz respecto a las concentraciones de AlA.

Tratamientos . Subconjunto para alfa = 0.05
opm AIA Dlas ™" T"%5 T 3 | 4 | 5 ] 6 | 7 | 8 |Rano
R1 (0,5) 7 1.0 h
R. (1,0) 7 1.0 h
Rs (1,5) 7 1.0 h
R4 (2,0) 7 1.0 h
Ro (0.0) 7 25 g
Rz (1,0) 14 2.7 f
R: (0,5) 14 2.9 e
Rs(1,5) 14 3.0 e
R4 (2,0) 14 3.1 e
Ro (0.0) 14 4.1 d
R: (0,5) 21 4.4 c
R2 (1,0) 21 45 c
Rs (1,5) 21 4.6 c
R4 (2,0) 21 4.9 b
Ro (0.0) 21 5.2 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes

Tabla 30: Prueba de comparacion de medias de Duncan al 5% de probabilidad para el nimero
de raices respecto a las concentraciones de AlA.

Tratamientos , Subconjunto para alfa = 0.05
ppm AIA Dlas ™ T %273 4] 5 6] 7| s | R
R (0,5) 7 1 h
R, (1,0) 7 1 h
Rs (1,5) 7 1 h
R4 (2,0) 7 1 h
Ro (0.0) 7 1 g
Ro (0.0) 14 2 f
R (0,5) 14 2 e
R, (1,0) 14 3 e
Rs (1,5) 14 3 e
R4 (2,0) 14 3 d
Ro (0.0) 21 3 3 cd
R1(0,9) 21 3 3 3 bed
Rz (1,0) 21 3 3 Bc
Rs (1,5) 21 3 B
R4 (2,0) 21 3 A

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Figuré 16. Preparacion de MS para el establecimiento
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Figura 20. Multiplicacion en MS. de las yemas axilares.
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Figura 21. Instalacion de la primera prueba con BAP y AGs a diferentes
concentraciones.
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