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ARTICULO DE INVESTIGACION

Efectos de nitratos y sacarosa en la propagacion
in vitro de tres variedades de papa nativa

Effect of nitrates and sucrose on the in vitro
propagation of three cultivars of venezuelan potatos

* KKK

Melangel Tacoronte B. ", Maria Vielma A., "™ Auxiliadora Olivo™"", Nancy Chacin

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v19n2.70160
RESUMEN

En Venezuela es prioridad rescatar las papas nativas por representar un gran alimento y un valioso recurso genético. Pero, des-
afortunadamente estas papas fueron desplazadas por variedades comerciales introducidas y las pocas semillas existentes estan
degeneradas y reutilizadas en continuos ciclos de siembra, No obstante, estandarizar las condiciones del cultivo aséptico es ga-
rantia de “semillas” rehabilitadas con mejor calidad fitosanitaria. Se planted, entonces investigar el efecto de distintas concentra-
ciones de nitratos y sacarosa en la propagacion in vitro de variedades venezolanas "Cucuba", "Arbolona Negra" y "Rosada". Seg-
mentos uninodales fueron cultivados e incubados en fotoperiodo de16 horas de luz (76 umol m-2 s) y temperatura 19° C £ 1.
Fue implementado el disefio estadistico factorial, estableciendo tres tratamientos partiendo del medio basico Murashige & Skoog
(MS), sélido. Hubo un efecto significativo entre los tratamiento, al menos una de las medias es diferente a las otras, para las tres
variedades la mayor induccién de crecimiento ocurrié, al modificar MS aumentando sus concentraciones de nitrato de amonio a
1,98 g L', nitrato de potasio 2,28 g L'y bajando sacarosa a 20 g L', los vastagos desarrollaron 5,82 cm. de longitud promedio y
las raices 3 cm. Mientras, el MS (tratamiento control), presentd vastagos de 2,94 cm. longitud promedio y sin enraizar. Entre las
variedades "Cucuba" obtuvo el mayor crecimiento. Posteriormente, las vitroplantulas resultantes, tratadas en MS liquido, con saca-
rosa al 8 % fueron inducidas a producir microtubérculos a los 90 dias. Obteniendo asi resultados prometedores para la propaga-
cién in vitro de las papas nativas.

Palabras clave: Solanum tuberosum spp. andigena, vitroplantulas, nitratos, sacarosa, microtubérculos.

ABSTRACT

The recovery of native potato varieties is a current priority in Venezuela, given their value as a genetic resource of high nutritional
quality. Unfortunately, native potato varieties were progressively replaced by exotic commercial, varieties. To date, the limited
existing germplasm of native potato varieties is impoverished and of low quality, due to its continual reutilization in crop cycles.
Nevertheless, efforts can be made to recover and standardize the production of quality propagules under adequate sanitary condi-
tions. The aim of this study was to assay the effect of varying concentrations of nitrates and saccharose in tissue culture media of
three Venezuelan varieties "Cucuba", "Arbolona Negra" and "Rosada". Unimodal segments were planted and incubated using a
photoperiod of 16 h light (76 imol photon m? s') at 19 £ 1 °C. The experiment was designed following a standard factor analysis,
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consisting of three treatments, parting from the basic Murashige & Skoog (MS) medium and data were submitted to an multifactor
ANOVA. Our findings indicate significant statistical differences amongst all of the treatments assayed, confirming that all of the
varieties reached maximum physiological response under increasing concentrations of nitrates. Such was the case with 1.98 g L
ammonium nitrate and 2.28 g L' potassium nitrate using a concentration of saccharose 20g L. Mean shoot and root lengths un-
der optimal concentrations were 5.82 cm and 3.0 cm, respectively. In contrast, MS basic culture media represented the treatment
of least growth induction; yielding un rooted shoots of a mean length of 2.94 cm. Of these three native varieties, "Cucuba" proved
to have the highest growth rates. All of the Vitroplantlets were then transferred to liquid MS media, with a saccharose concentra-
tion of 8 %, originating microtubers after 90 days. We conclude that these findings may be of use for massive in vitro production

of native potato varieties.

Key words: Solanum tuberosum spp. andigena, vitroplantlets, nitrogen, saccharose, microtubers.

Recibido: marzo 8 de 2017

INTRODUCCION

La papa es un cultivo tradicional de la zona andina. Fue
domesticada y sembrada de generacion en generacion,
difundiéndose por toda Sudamérica, a través de la inter-
conexion de los pueblos. Han surgido nuevas varieda-
des y en muchas partes del mundo son cultivadas para
consumo masivo (Lascurain, 2012).

En Venezuela, entre las conocidas papas nativas
(Solanum tuberosum spp. Andigena) se encuentran
"Arbolona Negra", "Rosada", "Cucuba" y "Reinosa", entre
otras. En el tiempo, estas papas han demostrado ser resis-
tentes a insectos, plagas y a climas adversos (Ortega et
al.,, 2005). Pero, sus semillas degeneradas son utilizadas
en continuos ciclos de siembra. Por otra parte, las nativas
estan siendo desplazadas por variedades comerciales y
en consecuencia sus superficies de siembras son muy
puntuales (Romero & Monasterio, 2005).

El suministro de unas buenas semillas es el elemento
clave para la reintroduccién en los campos agricolas
cualquier variedad de interés, por lo tanto, para rescatar
la milenaria papa venezolana es necesario plantear al-
ternativas, siendo factible recurrir a los cultivos in vitro
para rehabilitar y producir vitroplantulas y/o micro-
tubérculos "semillas" de papa criolla. Sin embargo, son
pocos los estudios de propagacién bajo condiciones
asépticas de nuestras variedades nativas.

Ticona & Oropeza (2013) cultivaron in vitro segmentos
nodales de "Arbolona Negra" (Solanum tuberosum spp.
Andigenum) y Granola (Solanum tuberosum ssp. Tube-
rosum) en medio MS semisélido suplementado con
vitaminas, nitrato de plata (AgNO3) 0,002 g L'y sacaro-
sa a 20 g L, fueron obtenidas vitroplantulas con &rea
foliar apropiada para los estudios planteados de interac-
cion patégeno - planta.

Aprobado: diciembre 15 de 2017

Otras investigaciones estan fundamentadas en la rela-
cion nutrientes-desarrollo de las plantas de papa, las
mismas han conllevando a una mayor productividad
agricola y aumentar la disponibilidad de semillas con
mejor calidad fitosanitaria. Segin Dua et al. (2007), el
nitrégeno es el nutriente de mayor influencia en la pro-
duccién de papas, induce el crecimiento de la planta y
su formacion de tubérculos (Coraspe et al., (2009) ob-
servaron en el invernadero que la absorcién del nitroge-
no (N) fue en forma de amonio, en las primeras etapas
de desarrollo en plantas Solanum tuberosum L., tornan-
dose a nitrica en la formacion de tubérculos. A mayor
disponibilidad de este nutriente mayor fue el rendimien-
to y calidad de los tubérculos.

También en los cultivo in vitro se ha comprobado que
el nitr6geno favorece el crecimiento de los explantes de
papas. El medio basico MS (Murashige & Skoog, 1962),
se caracteriza, ante otros medios de cultivo, por su alto
contenido de nitratos, amonio y potasio (Huang & Mu-
rashige, 1997). Evans (1993) experimenté con distintos
genotipos S. tuberosum L., S. sparsipilum y S. oplocense, a
partir de segmentos nodales cultivados en un medio MS
modificado, usando concentraciones entre: 1,6 - 48 g
! para nitrato de amonio (NH,;NO;) y 2,0- 6,0 g L' para
nitrato de potasio (KNOs). La tendencia de la respuesta
fue un mayor alargamiento de yema a menor concentra-
cion de los nitratos, dentro del rango establecido por el
investigador.

Particularmente, bajo condiciones controladas y asépti-
cas la respuesta del explante esta influenciada por varios
factores directos, siendo uno de ellos la disponibilidad de
nutrientes, sacarosa y agua. La sacarosa, es la azdcar méas
usada in vitro, es portadora de carbono e inductora de
la morfogénesis, siempre y cuando este dentro del rango
de concentracion 1-5 % (Galzy, 1990 y Lees et al,
1991). En cambio, la formacién de microtubérculos ocu-
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rre a concentracion de sacarosa al 8%, en medio de
cultivo MS (Baker, 1953; Montoya et al., 2008).
Finalmente, todo indica que, fuentes de nitrégenos y
sacarosa estan muy involucradas en el desarrollo de las
plantas de papas, alargamiento de sus yemas, forma-
cién de raices y tubérculos. En esta investigacion, par-
tiendo del medio basico MS, fue evaluado el efecto de
distintas concentraciones de nitratos y sacarosa en la
propagacion in vitro de variedades nativas "Cucuba",
"Arbolona Negra" y "Rosada". Los explantes inducidos
produjeron vitroplantulas y microtubérculos "semillas".
Los resultados obtenidos representan un gran aporte al
rescate de los campos de siembra y del circuito agroali-
mentario de la conocida papa negra del paramo, con-
templado dentro del programa interdisciplinario que se
lleva a cabo desde el 2006 en la zona de Mucuchies -
Gavidia.- Estado Mérida.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 en el Laboratorio de
Fitobiotecnologia de la Facultad de Ciencias,
Universidad de Los Andes.

Material vegetal. Los tubérculos de papas nativas
“Cucuba”, “Arbolona Negra” y “Rosada”, previamente
seleccionados en campo bajo el criterio de plantas
sanas y de mayor produccion, fueron donados por
productores de la localidad de Gavidia, Estado Mérida
-Venezuela.

Medios de Cultivo. Los medios de cultivos fueron
establecidos a partir del medio basico Murashige &
Skoog (1962) (MS).

METODOLOGIA

La propagacion in vitro de papas nativas se alcanzé a
través de:

a) Micropropagacion. Se establecieron los tratamientos
a partir del medio basico MS sélidos, modificando las
concentraciones de nitratos y sacarosa (tabla 1).

b) Microtuberizacion. Fue utilizado un medio liquido,
modificando el MS en las concentraciones de sacarosa
al 8% suplementado con 10 mg L'BA (tabla2).

Todos los medios, sélidos y liquido, fueron llevados a
un pH 5,6 y esterilizados en autoclave a 15 PSI de
presion, 121 °C por 20 minutos.

a) Micropropagacion
Grelacion de tubérculos y obtencion de plantas

madres. Una vez limpios, identificados, seleccionados y
etiquetados los tubérculos, fueron inducidos a la
grelacion  (brotacion de yemas), probando tres
ambientes: a) Nevera (4°C) b) Lugares encerrado,
secos, oscuro y bajo temperaturas de 18 += 1°C. ¢)
Lugares ventilados secos y luz solar no directa a
temperatura de 21 = 1 °C. Luego, los tubérculos
grelados fueron sembrados en suelo estéril: tierra negra
y arena en la proporcion 2:1, regados una vez a la
semana vy fertilizados una sola vez durante todo el
tiempo de siembra, con fertilizante triple 18 NPK, a una
concentracién de 6 g L. El tiempo para obtener las
plantas madres fue de mes y medio.

Desinfeccion, aislamiento y cultivo de explantes. El
procedimiento de desinfeccion, aislamiento y cultivo de
explantes de las tres variedades de papas venezolanas
se realiz6 en camara de flujo laminar. Los vastagos de
las plantas madres fueron cortados en secciones de 10
cm, luego, desinfectados en una solucion de alcohol
isopropilico al 70 % por 45 segundos y, posteriormente
en una solucion de hipoclorito de sodio (NaOClI) al 1,5
% mas tween-20, por 15 min, para eliminar restos de
cloro se lavaron con agua destilada estéril,. Luego se
procede a aislar segmentos uninodales de 1,0 a 1,3 cm
de longitud se sembraron en tubos de ensayo de 15 cm
de longitud x 2 cm de diametro con 12 ml del medio
de cultivo MS basico o modificado (tabla1), con pH de
5,6. Los cultivos fueron incubados en camaras de
crecimiento con fotoperiodo de 16 h luz, temperaturas
de 19+1°C e intensidad luminica de 76 umol m?s! luz
(fluorescente).

Evaluacion de los cultivos ante los efectos de la
interaccién fuentes nitrogenadas - sacarosa.
Semanalmente se realizaron las siguientes mediciones in
vitro: Longitud (cm) de la yema axilar, nimero de hojas,
ndmero de nudos. Formacién o no de raices expresada
en porcentaje. Las observaciones finalizaron a las 6
semanas, determinando cual fue el tratamiento (nitratos
- sacarosa) que indujo y/o aventajo el desarrollo de
vitroplantulas vigorosas.

Después de 40 dias en ambiente invernadero fue
evaluada la Supervivencia de plantulas, expresada
porcentaje (% plantulas vivas ex vitro y/o aclimatadas).

Disefio Experimental. Fue aplicado un disefo
estadistico factorial de dos factores: 1) Tratamiento 2)
variedad de papa. Cada factor de tres niveles, es decir,
tres tratamientos y tres variedades de papa criolla. Se
utilizaron 20 explantes por repeticion y por ser tres las
réplicas, fueron 60 unidades experimentales por
variedad de papa y por cada tratamiento. Conformando
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Tabla 1. Medios sélidos MS basico y modificado, trata- Tabla 2. Medio liquido MS modificado para

mientos establecidos para evaluar el efecto de las fuentes microtuberizacién a partir de vitropldntulas de
nitrogenadas y sacarosa en la micropropagacién de las papas "Cucuba", "Rosada" y "Arbolona Negra".
variedades de papas nativas "Cucuba", "Rosada" vy - - —
"Arbolona Negra". Tratamiento| Microtuberizacion
MS modificado
Tratamientos| 1" i U] b B||w i 3 Eomponente: (mg/L)
magt M basco| | MELMS [ mame e o
Macronutrientes 3 900
NH,NO, 1650 1750 1980 MgS04.7H,0 370
KNO, 1900 2000 2280 KH,PO, 170
rjs:)(;JHQo 370 370 370 CaCl 2H O 440
PO, 170 170 170
CaCl?.2H?0 440 440 440 KI 8.83
Micronutrientes H;BO; 6.2
KI 8.83 8.83 8.83 MnSO44H,0 22.3
H;BO, 6.2 6.2 6.2 ZnSO47H,50 8.6
MnSO,.4H,0 223 223 223
ZnS0,.7H,0 8.6 8.6 86 Na,MoO,.2H,0 0.25
Na,M00,.2H,0 0.25 0.25 0.25 CuS0O,4.5H,0 0.025
CuSO,.5H,0 0.025 0.025 0.025 COC|2.6HZO 0.025
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 0.025
Hierro Na,.EDTA 37.3
Nay.EDTA 37.3 37.3 37.3 FeSO47H,0 27.8
FeSO,.7H,0 27.8 27.8 27.8 Inositol 100
Vitaminas Acido Nicotinico 0.5
Inositol 100 100 100 Piridoxina 0.5
Acido Nicotinico 0.5 0.5 0.5 . .
Piridoxina 0.5 0.5 0.5 Tiamina 0.1
Tiamina 0.1 0.1 0.1 Glicina 2
Glicina 2 2 2 Sacarosa g/L 80
Otros Compuestos BA 10
Sacarosa g/L 30 30 20 Fuente: Lugo, 2009; Baker, 1953
Agar % 0.8 0.8 0.8

Figura 2. Brotacién multiple vigorosa en tubércu-
lo de papa “Arbolona Negra”.

Figura 1. Desarrollo radical apropiado para inducir micro-
tuberizacién a partir de vitropldntulas, sin ser sacadas del
tubo de ensayo.
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una poblacién de 540 explantes en total para todo el
experimento (20 explante x 3 cultivares x 3 tratamientos
x 3 repeticiones = 540 explantes). Se realizé un andlisis
de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia =
0,05; donde: Variable dependiente = Crecimiento
longitudinal de vastago Variable independiente =
tratamientos. Cumpliéndose que, al menos una de las
medias de los tratamientos es diferente, se aplicé la
comparacién de medias a través del método 3T
Dunnett.

Los datos obtenidos de crecimiento en longitud de la
yema axilar fueron ordenados dentro de un rango de
respuesta maxima y minima de crecimiento, luego
procesados y analizados a través del paquete estadistico
SPSS version 15.0.

b) Microtuberizacion.

Las vitroplantulas resultantes sin ser extraidas y con su
sistema radical desarrollado hasta el fondo del tubo de
ensayo (figura 1), fueron tratadas con MS liquido, modifi-
cando la concentracion de sacarosa a 80 gr L' y suple-
mentado con BA a 0,010 g L' (Baker, 1953; Lugo, 2009),
(tabla 2). Luego incubadas a completa oscuridad y cada
veinticinco dias se renovo el medio. A los tres meses, se
conté el ndmero de microtubérculos y el desarrollo de
los microtubérculos, expresado en diametro (cm).

Tiempo de observaciéon microtuberizacién a los 3 me-
ses de cultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION
a) Micropropagacion.

Grelacion de tubérculos y obtencion de plantas
madres. Se alcanz6 la brotacién mdltiple en los
tubérculos de las tres variedades de papas ”"Cucuba”’,
“Arbolona Negra” y “Rosada”, la mejor condicién para
inducirla fue almacenando los tubérculos nativos en
lugares ventilados, bajo temperatura de 21 °C y luz
solar no directa, resultando a la quinta semana un gran
ndmero de brotes cortos, vigorosos, que se alargaron y
enraizaron originando plantas madres sanas (figuras 2 y
figura 3). Este tiempo coincide con el reportado por
Malagamba (2001), ademas sefala que la brotacion
multiple es una condicién basica para proceder a la
siembra del tubérculo en tierra. El definir las
condiciones ambientales para inducir una buena
grelacion del tubérculo, garantizé la vigorosidad de las
plantas madres de papa nativa.

Efecto de los tratamientos fuentes de nitratos y sacaro-
sa en la micropropagacion (alargamiento de vastago y

enraizamiento) hasta obtener vitroplantulas. En gene-
ral, los segmentos nodales aislados y cultivados, des-
pués de la sexta semana de cultivo, expresaron su po-
tencial de respuesta en el alargamiento de yemas axila-
res, nimero de nudos y hojas (tabla 3 y figura 4).
El desarrollo longitudinal de la yema axilar estuvo com-
prendido dentro de un rango 2,60- 6,70 cm

5,30 - 6,70 cm = maximo crecimiento.

3,24 - 5,29 cm = crecimiento intermedio

2,60 - 3,23 cm = minimo crecimiento

Maximo Crecimiento (T3): se presenté desde el inicio
un acelerado crecimiento en los segmentos nodales
cultivados en medio basico MS modificado: 1,98 g L
nitrato de amonio (NH,NO3) 2,28 g L' nitrato de pota-
sio (KNO;) y 20,00 g L' de sacarosa, fueron obtenidos
vastagos vigorosos con longitud promedio de 5,82 cm,
hasta con 18 hojas extendidas de color verde intenso y
con presencia de un sistema radical desarrollado, inde-
pendientemente del cultivar de papa criolla tratada
(figura 4 y 5). Crecimiento Intermedio (T2): S6lo modi-
ficando el medio basico MS en las concentraciones de
las fuentes nitrogenadas: 1,75 g L' nitrato de amonio
(NH4NO3) y 2,00 g L' nitrato de potasio (KNOs), se
presenté un alargamiento de vdstago, pero, no mayor
que los desarrollados en T3, alcanzaron longitud pro-
medio de 4,28 cm, 3 a 4 hojas y sin formacion de raices
(figura 6). Minimo Crecimiento: El menor alargamiento
de yema fue observado en T1 (tratamiento control, me-
dio basico MS) la longitud promedio alcanzada fue de
2,94 cm., ademas los vastagos se caracterizaron por ser
palidos, con 2 a 3 hojas y sin desarrollo radicular.

El andlisis estadistico para un o= 0,05 sefiala que hubo
diferencia significativa entre los tratamientos, al menos
una de las medias difiere con respecto a la media glo-
bal 4,35 cm (tabla 3). Por otra parte, el valor de signifi-
cancia 0,780 (tabla 4 - ANOVA) reitera que no existi6
interaccion entre tratamiento - variedad de papa, es
decir, un tratamiento en particular no beneficio mas a
una variedad de papa que a otra, la tendencia de res-
puesta fue siempre la misma en todas las variedades
nativas, presentaron la mayor induccién de alargamien-
to de vastago en T3 y la menor induccién en T1.

Al comparar T3 de maxima respuesta con T1 (control) y
con T2, se evidencio la dependencia entre las concentra-
ciones de nitratos - sacarosa y la induccion de la respues-
ta in vitro. Ocurri6 que a mayor concentracion de las
fuentes nitrogenadas y menor concentracion de sacarosa
(T3), fue mayor alargamiento del vastago de la papa nati-
va, aumentd el ndmero de sus nudos, hojas y desarrollo
de raices, llegando a la formacién de vitroplantulas. Exis-
te una relacién directa entre la concentracion de sacaro-
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Figura 3. Brotes desarrollados en el tubérculo de 0 -
papa “Arbolona Negra” dando origen a la planta Cucuba A.Negra Rosada
madre.

Figura 4. Representacion grafica de la longitud promedio de
vastagos (cm) por tratamiento y por cultivar de papa a las 6
semanas de cultivo.

Figura 5. Viéstagos enraizados de papas

“Cucuba”, “Arbolona Negra” 'y “Rosada”.

(izquierda a derecha). Figura 6. Vastagos de ‘Cucuba’ con 4,28 cm de longitud prome-
dio y sin formacién de raices, caracteristico del tratamiento 2.

Tabla 3. Promedios resultantes por tratamiento y promedios por variedad de papa nativa de: longitud de véstago (cm),
nimero de nudos y nimero de hojas.

osada . K . K .
"Arbolona N" 3 1 2 4.03 2 2 5.46 4 4 4.16 5.66 6
"Cucuba” 3.23 2 2 5.2 4 4 6. 18 18 5.04 8 8
Promedios por
tratamiento 2.94 133 1.66 428 2.66 2.66 5.82 15 15.33 435 633 6.55

Tabla 4. ANOVA Comparacién del crecimiento longitudinal de véstago (cm) in vitro entre los tratamientos, entre cultiva-
res de papa y la interaccién entre tratamiento y variedad papa.

Significacion
Tipo Papa 76.263 2 38.132 46.995 0,000**
Tratamiento 185.869 2 92.934 114.535 0,000**
Tipo Papa*Tratamiento 1.427 4 0.357 0.44 0.78
Error 138.751 171 0.811
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Figura 7. Vitroplantula “Cucuba” en microam-
biente de aclimatacién.

Figura 9. Microtubérculos de “Cucuba” obteni-
dos a partir de vitroplantulas, cosechados a los
90 dias.

2% A oned

Figura 8. Vitroplantulas de papa criolla
aclimatadas  “Cucuba”, “Arbolona
Negra” y “Rosada”.

Microtubérculos de

Figura 10.
“Cucuba” formados en distintos
puntos meristematicos del vastago.

Tabla 5. Test 3T Dunett: Comparacién de pares de medias de tratamientos (medios de cultivos) Comparaciones muiltiples.

TRATAMIENTO 1. TRATAMIENTO 2 -0,9117(*%) 0.19772 0 -1.391 -0.4323
MEDIO SIN MODIFICAR.
CONTROL

TRATAMIENTO 3 -2,4617(%) 0.18748 0 -2.9159 -2.0074
TRATAMIENTO 2.
MEDIO MODIFICADO

TRATAMIENTO 3 -1,5500(%) 0.21919 0 -2.0807 -1.0193

sa presente en el medio de cultivo y el desarrollo del
explante (Galzy & Compan 1992).

La sacarosa es esencial para un rapido crecimiento
heterotréfico del tejido vegetal, ya que la produccion
de energia y carbohidratos por fotosintesis es muy poca
en estos ambientes in vitro (Leifert et al., 1995). En este
caso, al bajar la concentracién de sacarosa del medio
de cultivo, los explantes de papa nativa para asegurar

su crecimiento ante la faltante fuente de carbono recu-
rrieron: a) alargar su yema axilar, desarrollando la maxi-
ma cantidad de nudos y hojas, aumentando asi la activi-
dad fotosintesis. b) el vastago, a la vez, fue inducido a
enraizar, buscando y tratando de absorber nutrientes
del medio. Sin embargo, es factible pensar que el desa-
rrollo de los vastagos haya sido mas por la actividad
fotosintética, aunque limitada, y no por la absorcién y
asimilacion de los nutrientes a través de la raiz recién
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formada. Pues, las raices in vitro presentan conexiones
vasculares muy débiles, defectuosas carecen de pelos
radicales, siendo su capacidad de absorcion casi nula o
nula (Grout & Aston, 1977).

Por otra parte, al bajar la concentracion de sacarosa el
potencial osmético del medio tiende hacerse mas posi-
tivo, favoreciendo probablemente la disponibilidad y
asimilacion de las altas concentraciones de fuentes ni-
trogenadas y demas nutrientes componentes del medio
de cultivo (T3), lo cual a su vez, contribuyeron al desa-
rrollo del vastago de la papa estudiada. La efectividad y
disponibilidad de las fuentes de nitrégeno reducida,
como son los nitratos, se refleja en mayor tasa de creci-
miento de la yema axila, nimero y tamano de hojas
(Avila et al, 1994). La disponibilidad de nutrientes esta
sujeta al potencial osmético y al balance i6nico del me-
dio de cultivo, independientemente de la especie culti-
vada (George et al., 1993; Leifert et al, 1992; Pierik,
1990). Cuanto mdas positivo sea el potencial osmético
del medio, mayor sera la absorcion de agua y de nu-
trientes (Molinos et al., 2004; Segovia, 1987).

Segun, Cardenas & Villegas (2002) son muchos los in-
vestigadores que apuntan hacia la baja concentracion
de sacarosa para inducir el enraizamiento in vitro. Bajo
este criterio, fue inducido el enraizamiento de los vasta-
gos de papa nativa. Nuestros resultados coinciden con
Raya (2009) se formaron raices en portainjertos de vid
cuando fueron cultivados en medio MS con baja con-
centracion de sacarosa dentro de un rango 15-10 g L.

Caso contrario, (T2) la concentracién de sacarosa a 30
gr L', causo un efecto morfogénico negativo, no hubo
rizogénesis, aun asi, con las existencias de mayor canti-
dad de la fuente de carbono en el medio de cultivo
pudo inducir el crecimiento del vastago (Sawwan et al.,
1998; Paz & Villegas, 2009). Los vastagos in vitro toman
la sacarosa del medio de cultivo con gran facilidad
(Aragén et al., 2004) supliendo asi la falta de fotosinte-
sis, que junto a la metabolizacion de las fuentes nitroge-
nadas y otros nutrientes indujeron a un mediano alarga-
miento de los vastagos de papa nativa, desarrollando
solo 2 o 3 hojas y 2 nudos, presenciando una baja acti-
vidad fotosintética.

La respuesta de las especies, variedades o /y cultivares
no solo obedece al ambiente de cultivo sino también al
genotipo, en este caso, entre las variedades de papas
nativas, hubo diferencia significativa. Es decir, uno de
las variedades alcanzé las mejores y mayores vitroplan-
tulas. Independientemente del tratamiento “Cucuba”
alcanzo el mayor crecimiento de vastago, en promedio

5,04 cm. de longitud, en cambio “Arbolona Negra”
alcanzo un alargamiento en promedio de 4,16 cm. dife-
rente a la papa “Rosada” 3,83 cm. Estas dos ultimas
estadisticamente no presentan diferencias significativas.

El crecimiento de véstagos en “Cucuba” para un o=
0,05, siguié una distribucion normal, no obstante, las
respuestas de los otros dos cultivares se desviaron mo-
deradamente del supuesto de normalidad del ANOVA,
por lo que no es una prueba exacta, sin dejar de reco-
nocer que el factor "cultivar papa", redujo el error alea-
torio y fue Gtil para mejorar la precision de las compara-
ciones de medias entre tratamientos.

Seguin, Montgomery (1991); Aron & Aron (2002) la
distribucion F del ANOVA se basa en el cumplimiento
de dos supuestos fundamentales normalidad y homoce-
dasticidad. Los autores coinciden en afirmar que, para
los modelos balanceados de efectos fijos, pueden con-
fiarse en los resultados atn si las variables se alejan un
poco de la normalidad, pues el ANOVA es robusto o
consistente y se mantiene la validez de los resultado, lo
cual es confirmado a través de la prueba de compara-
ciones de medias (tabla 5).

Con la comparaciéon de medias se confirmé que, las
tres variedades fueron mayormente inducidas por T3, a
diferencia del resto de los tratamientos, desarrollaron
vastagos enraizados con la mayor altura promedio. El
registro de formacion de raices fue del 100%. Segun
Ruscitti et al., (2000) la formacién de raices in vitro ali-
gera la adaptacién de las vitroplantulas y posterior so-
brevivencia en el proceso de aclimatacién.

Aclimatacion de vitroplantulas.

Fue exitoso el proceso de aclimatacion para las vi-
troplantulas de las tres variedades de papas nativas al
establecerlas bajo las condiciones o6ptimas: cultivadas
en un sustrato sano, con buen drenaje (Hartmann &
Kester, 1995), temperatura de paramo 18 £ 1°C y una
elevada humedad relativa, lograda a través de la bolsa
de papel celofan (figura 7), se evitd el estrés de las
plantulas recién transplantadas, es decir se evité una
transpiracion excesiva y permitié el desarrollo de los
estomas y cuticula. (Haggman et al., 1999). Ademas, la
alta humedad dio la oportunidad a las raices malforma-
das in vitro desarrollar raices laterales normales y activas
(Apter et al., 1993b), facilitando a la vitroplantulas su
adaptacion a las condiciones de invernadero (figura 8).

b) Microtuberizacion.
Otra forma de propagacién in vitro alcanzada fue a
través de la induccién de vitroplantulas a producir mi-
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crotubérculos, resultando cada vitroplantula “Cucuba”,
con una producciéon promedio de 1 a 3 microtubércu-
los, mientras papa negra y rosada alcanzaron de 1 a 2
microtubérculos por planta. Con un diametro entre
0,60 cm a 1,2 cm (figura 9). Pérez et al., (2001) indican
la baja produccién de la papa comercial cultivada in
vitro, un sélo microtubérculo maximo por planta,
ademas, muy pequefio. En general, se ha catalogado la
microtuberizacion como procesos morfo-fisiolégicos
complejos, muchos de ellos atin no comprendidos, alta-
mente coordinados e influenciados por variables genéti-
cas, nutricionales y ambientales (Villafranca et al,,
1998). En estos procesos, suele presentarse vitroplantu-
las con hiperhidricidad, no fue nuestro caso, posible-
mente la renovacién del medio de cultivo liquido cada
25 dias lo haya evitado. El contacto intermitente entre
el material vegetal y el medio de cultivo, con una fre-
cuencia y tiempo determinado, puede reducir la hiper-
hidricidad (Aiken, 1991).

Las condiciones de cultivo en oscuridad parece causar
la detencién del desarrollo de las vitroplantulas nativas,
no obstante, fueron inducidas a formar microtubércu-
los. Estrada et al., (1986); Gopal et al., (1998) sefalan lo
necesario de la oscuridad, pues la misma acelera el pro-
ceso de microtuberizacién. Ademas, la alta concentra-
cion de sacarosa actia como componente estructural,
es la fuente carbonada mas abundante en el ensancha-
miento de los estolones (yemas axilares) se convierte
en almidon y desarrolla los microtubérculos (Khuri &
Moorby, 1995; Vreugdenhil et al,1999; Veramendi et
al.,, 1999) la mayoria de los microtubérculos se forman
en las yemas axilares (puntos meristematicos) y algunos
pueden formarse en el medio de cultivo (Hussey & Sta-
cey, 1984) los dos caso se presentaron en esta investi-
gacion (figura 10). Probablemente, los microtubérculos
nunca se forman en la yema apical por el alto conteni-
do de auxina propio de esta zona (Okazawa, 1959).

Y

Figura 11. Regeneracién de Vastagos a partir de
la germinacién de microtubérculos de papa
“Rosada”y “Arbolona Negra”.

Otra respuesta observada en los microtubérculos nati-
vos fue la regeneracién de sus yemas desarrollando
vastagos in vitro obteniéndose nuevas vitroplantulas
(figura 11).

A partir de esta investigacion y hasta la fecha, hemos
obtenido resultados prometedores. Se ha logra la pro-
pagacion in vitro de cuatro variedades mas de las llama-
das papas nativas o papa negra del paramo.

CONCLUSIONES

Fueron estandarizadas las condiciones para la propaga-
cién in vitro de las papas “Cucuba”, “Arbolona Negra” y
“Rosada”, los resultados son prometedores y representan
un gran aporte al rescate de los campos de siembra vy al
circuito agroalimentario de la conocida papa negra del
paramo, contemplado dentro del programa interdiscipli-
nario que se lleva a cabo desde el 2006 en la zona de
Mucuchies - Gavidia.- Estado Mérida.

La induccion de la micropropagaciéon de “Cucuba”,
"Arbolona Negra” y “Rosada” estuvo directamente rela-
cionada con las concentraciones aplicadas de las fuen-
tes de nitratos y sacarosa componentes del medio de
cultivo MS: Nitrato de amonio a 1,98 mg L, nitrato de
potasio a 2,28 mg L' y sacarosa a 20 g L, fueron obte-
nidas vigorosas vitroplantulas "semillas", con vastagos
enraizados de 5,82 cm. longitud promedio, 15 nudos y
15 hojas verdes y extendidas. Entre las variedades
“Cucuba” fue la de mayor crecimiento, present6 vasta-
gos enraizados de 6,70 cm promedio con 18 nudos y
18 hojas desarrolladas.

Menor induccién se presento a concentraciones: 1,75 g
L' nitrato de amonio (NH,NO;), 2,00 g L' nitrato de
potasio (KNOj3) y sacarosa a 30g L', en ninguna de las
tres variedades de papas analizadas hubo rizogénesis.
La fuente carbonada suplié la actividad fotosintética,
permitiendo la asimilacion de los nitratos y demas nu-
trientes del medio de cultivo, favoreciendo un mediano
alargamiento del véastago de 4,28 cm de longitud pro-
medio, con 2 o 3 nudos y hojas.

Con el medio bésico MS (tratamiento control) no hubo
induccion del crecimiento en ninguna de las variedades
de papas nativas.

Microtubérculos "semillas" de "Cucuba", "Arbolona Ne-
gra” y “Rosada”, fueron obtenidos a partir de vitroplan-
tulas, las cuales, por las nuevas condiciones de cultivo
in vitro, mostraron estrés y cierta detencién del creci-
miento, mientras que, en sus yemas axilares la sacarosa
al 8% (fuente abundante de carbono) fue convertida en
almidén y desarrollaron los microtubérculos.
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