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RESUMEN

El empleo del cultivo in vitro de células y tejidos vegetales para la obtencion de embriones somaticos, se considera como un método
eficiente para la propagaciéon de un nimero de especies de importancia agronémica y horticola, entre las que se encuentra la papa
Solanum tuberosum L. El objetivo del presente estudio fue la obtencién de células embriogénicas a partir de explantes de mesdéfilo de
hoja de papa cultivares Fritolay-1867 y Atlantic. La formacion de embriones somaticos de papa ‘Fritolay-1867’ se promovio cuando en
el medio de cultivo se utilizé thidiazuron a una concentracion de 1.0 mg-litro* como regulador del crecimiento, los cuales se cultivaron
en medio que contenia sales de Murashige y Skoog complementados con vitaminas, carbohidratos y antioxidantes, incubandose
inicialmente durante ocho semanas en oscuridad y posteriormente durante fotoperiodos de 16 h luz a una intensidad de 44 umol-s*-m?y a
una temperatura de 26+1 °C durante 60 dias. A las nueve semanas se obtuvieron los primeros inicios de germinacién de los embriones
con un 5 %, desarrollando en plantas completas.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Solanum tuberosum L., thidiazuron, acido 2,4-diclorofenoxiacético, cultivo in vitro.

SOMATIC EMBRYOGENESISIN POTATO
CVS. ATLANTIC AND FRITOLAY-1867

ABSTRACT

The use of in vitro cultivation of vegetable cells and tissue to obtain somatic embryos is considered to be an efficient propagation
method for a number of important agronomical and horticulture species. Among these is Solanum tuberosum L. The main objective of
this study was to obtain embryogenetic cells from explants from potato leaf mesophyll, cultivars Fritolay-1867 and Atlantic. Formation
of somatic embryos of Fritolay-1867 was promoted when, in the culture medium, thidiazuron was used at a concentration of 1.0
mg-litert was used as a growth regulator. The embryos were cultivated in a Murashige and Skoog medium complemented with
vitamins, carbohydrates, and antioxidants, and initially incubated during eight weeks of darkness and later with photoperiods of 16 h
using 44 umol-s*m2 light intensity at a temperature of 261 °C for 60 days. At nine weeks, the first indication of embryonic germination
was obtained with 5 % and development of complete plants.

ADDITIONAL KEY WORDS: Solanum tuberosum L., thidiazuron, 2,4-dichlorophenoxy acetic, in vitro cultures.

INTRODUCCION El cultivo es de gran valor alimenticio debido a su alto

La papa (Solanum tuberosum L.) es un cultivo
importante en todo el mundo, y constituye en la actualidad
el cuarto cultivo mas importante después del trigo, maiz y
arroz (FAO, 1999 citado por Moré et al., 2000). En México
el consumo anual per capita de papa es de 12.3 kg y ocupa
el sexto lugar en importancia (Hernandez et al., 2001).

contenido de amino&cidos esenciales, lo cual no es comun
en las proteinas de otras plantas (Estrada, 2000). Este
cultivo provee al menos 12 vitaminas esenciales, incluyendo
altas cantidades de vitamina C, minerales y también
proporciona cantidades significativas de hierro y
carbohidratos (Miller y Lipschutz, 1984).
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La utilizacion de tubérculos como semilla, presenta
una serie de desventajas entre las que se encuentran: la
necesidad de utilizar grandes areas para su produccion,
insuficiencia de semillas de buena calidad, la transferencias
de virus, elevados costos de importacion de semilla élite,
transporte, almacenamiento y refrigeracién (Cardenas,
1989).

Varias técnicas para la propagacion in vitro rapida de
papas libres de patdgenos han sido desarrolladas a partir
de meristemos. Otros métodos de propagacion in vitro
utilizan brotes axilares desarrollados de puntas
meristematicas, puntas de apicesy de brotes para producir
plantas idénticas a los progenitores, subsecuentemente
originados a través de la organogénesis o embriogénesis
somatica (Hu y Wang, 1983).

Debido a que la respuesta morfogénica puede variar
de un genotipo a otro, Gémez et al. (1997), exploraron las
posibilidades de inducir embriogénesis somatica u
organogénesis en los cultivares de papa ‘Diacol Capiro’ y
‘Parda Pastusa’ a partir de explantes de hoja, estudios que
son el inicio a las posibilidades de aplicar nuevas técnicas
de mejoramiento genético, como es el caso de la
produccion de plantas transgénicas y/o semillas sintéticas.

Seabrook et al. (2001) sefialaron que la regeneracion
de embriones somaticos a partir de tejido creciendo bajo
condiciones in vitro han sido logrados para muchas plantas,
pero que son relativamente pocos los reportados para el
cultivo de papa. Las diferencias considerables en el nimero
de embriones somaticos obtenidos de tejido en diferentes
cultivares de papa, fueron observadas y condujeron a la
conclusion de que tal regeneracion puede tener un control
estrictamente genético; de tal forma que dichos genes
responsables de la regeneracion via embriogénesis
somatica, pueden ser caracterizados e incluso transferidos
a genotipos seleccionados de papa.

En 1975, Lam indic6 la induccion de cuerpos
embrionarios y brotes de callos de tubérculos de papa,
creciendo en un medio conteniendo sales de Murashige y
Skoog (1962) (MS), complejos organicos de Nitsch,
sacarosa, caseina hidrolizada (CH), acido indolacético
(AlA), acido giberélico (AG,), kinetina (KIN) y 6-
benzylaminopurina (BA). La adicion de BA a estos medios
fue esencial para la induccion de brotes de embriones
somaticos, sin embargo, los brotes producidos fueron
anormales, y el medio fue subsecuentemente refinado para
permitir la produccion de plantas normales. Las primeras
modificaciones involucraron a los reguladores de
crecimiento, asi las concentraciones de AIA y KIN fueron
incrementadas, afiadiéndose acido naftalenacético (ANA)
y zeatina (ZEA). La adicion de AG,, a los medios de cultivo
fue requerida para el alargamiento de brotes, y su ausencia
estimula la produccion de estructuras parecidas a nodulos
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gue usualmente no desarrollan mas que en la superficie
de los callos (Miller y Lipschutz, 1984).

El empleo del cultivo de células y tejidos vegetales
para produccion de planta libre de patégenos, y el desarrollo
de la embriogénesis somética a partir de cultivos
certificados, como una alternativa para la produccién
masiva de semilla soméatica y plantas con calidad
fitosanitaria, son razones que motivaron el llevar a cabo la
presente investigacion con el siguiente objetivo: Establecer
las condiciones in vitro que permitan la embriogénesis
somatica en explantes de mesofilo de hojas de papa cvs.
Atlantic y Fritolay-1867.

MATERIALESY METODOS

La presente investigacion se llevé a cabo en la
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, del
Departamento de Fitotecnia perteneciente a la Universidad
Auténoma Chapingo, en Chapingo Estado de México,
México.

El material vegetal inicial se obtuvo a partir de
minitubérculos de papa (Solanum tuberosum L.) de los cvs.
Fritolay-1867 y Atlantic, pertenecientes al laboratorio de
Biotecnologia de Sabritas®, certificadas libres de patdégenos.
Asi mismo cada uno de los genotipos fueron sometidos a
pruebas de calidad industrial, que permiten establecer
indicadores de materia seca y azlcares reductores.
Adicional a esto se cuenta ademas con informacion del
comportamiento agronémico (rendimientos 'y
productividad). Los minitubérculos se sembraron en suelo
y posteriormente de ellos se tomaron yemas para
sembrarse en un medio de multiplicacion in vitro y obtener
las nuevas plantas. Cuando contaban con un mes de edad
se tomaron segmentos de hoja de aproximadamente 5 mm
de lado como explantes, esto se llevé a cabo dentro de
una camara de flujo laminar y con la ayuda de bisturi y
agujas estériles. Dichos segmentos se colocaron por el
enveés dentro de los frascos con medio de cultivo. Se
emplearon como medio basico las sales inorganicas de
Murashige y Skoog (MS) (1962), complementandose con
tiamina (0.4 mg-litro’), mio-inositol (100 mg-litro?), acido
nicotinico (1.0 mg-litro?), piridoxina (1.0 mg-litro?), acido
citrico (125 mg-litro?), acido ascorbico (125 mg-litro?),
cisteina (25 mg-litro*), sacarosa (30 g-litro?), agar (8 g-litro?)
y thidiazuron (0.1,1.0 y 3.0 mg-litro). Los explantes se
incubaron a una temperatura de 26+1 °Cy en oscuridad durante
ocho semanas, para posteriormente pasarlos a fotoperiodo de
16 horas luz a unaintensidad de 44 umol-s**-m2 durante ocho
dias.

El disefio experimental es un completamente al azar
con 50 repeticiones donde la unidad experimental la
constituy6 un explante y la variable respuesta es el nimero



de embriones por explante. En cada una de las unidades
experimentales se registré el nimero de explantes que
formaron embriones, el tiempo de formacién del embrion
asi como forma e uniformidad de los mismos.
Posteriormente se ajusté un modelo de regresion cuadratico
entre las variables nimero de embriones y semanas de
desarrollo.

Los embriones somaticos obtenidos se pasaron a un
nuevo medio que contenia: sales inorganicas de Murashige
y Skoog 100 %, tiamina (0.4 mg-litro’t), mio-inositol (100
mg-litro?), sacarosa (30 g-litrol), agar (8 g-litro?) y acido
giberélico (0.3 mg-litro?) bajo las mismas condiciones de
temperatura y fotoperiodo que en el caso anterior, hasta la
formacion de las plantas de papa. Estas se sembraron en
vasos de unisel del # 10 con una mezcla de suelo y agrolita
en una relacion 3:1 (volumen:volumen), humedeciéndose
con agua mas Agrimicin 500 (estreptomicina 17.6 g-kg?,
oxitetraciclina 1.76 g-kg? y sulfato tribasico de cobre 424
g-kg?) a una concentracion de 3.0 g-litro y cubriéndose
con una bolsa de plastico durante 3 dias.

RESULTADOS

La formacion de embriones somaticos de papa del
cv. Fritolay-1867, se obtuvieron a partir de secciones de
mesofilo de 5 mm de lado, cuando se colocaron en medio
de cultivo donde se utilizé thidiazuron a una concentracion
de 1.0 mg-litro’* como regulador del crecimiento. Por otra
parte se obtuvo 0 % de contaminacion de los explantes.
Los explantes del cv. Fritolay-1867 a la tercer semana
presentaron pequefios agregados celulares de consistencia
compacta, algunos de forma globular y de una coloracién
verde intenso (Figura 1); a la quinta semana estos se
tornaron de un color verde claro brillante, en donde se
empez0 a notar con claridad la formacién de embriones en
la etapa morfolégica globular (Figura 2); a la sexta semana
las estructuras embrionarias cambiaron a una coloracion
verde amarillento de acuerdo al tamafio y la forma, en donde
se observé claramente una prolongacién o extension lon-
gitudinal del embrion globular a un embrién de forma
“oblonga” (Figura 3).

FIGURA 1. Agregados celulares de color verde en el meséfilo de
hoja de papa cv. Fritolay-1867.
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FIGURA 2. Estructuras embrionarias globulares de color verde
brillante alos 35 dias de incubacion, de papa cv. Fritolay-
1867.

FIGURA 3. Embriones oblongos de color verde amarillento a los 45
dias de incubacién, de papa cv. Fritolay-1867.

Para la octava semana cuando fueron sacados de la
oscuridad e incubados en luz, las estructuras habian
alcanzado diferentes tamafos los cuales variaron
dependiendo de la madurez alcanzada por cada embrion,
asi como la coloracién de estos ya que cambiaron a un
color entre verde blanquecino hasta un color café claro, en
donde se observaba con claridad una mayor cantidad de
embriones por explante con excelentes caracteristicas
morfogenéticas, los cuales variaron de ndmero
obteniéndose de 15 a 52 embriones por explante (Figuras
4 y 5). Estos embriones nunca pasaron por la etapa de
corazon, ni llegaron a la etapa de torpedo.

El andlisis de varianza se llevd a cabo con los
explantes que formaron embriones y se compararon los
promedios del niumero de embriones formados durante las
semanas de desarrollo de los mismos (Cuadro 1y 2).
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FIGURA 4. Embriones maduros de diferentes tamafios de color verde
oscuro y café claro alos 60 dias de incubacion, de papa
cv. Fritolay-1867.
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FIGURA 5. Promedio de embriones obtenidos de la quinta a la no-
vena semanas posteriores ala siembra de explantes de
mesofilo de hojas de papa cv. Fritolay-1867.

Del andlisis de la varianza y los intervalos de confianza
para las medias se deduce que existe diferencia significativa
(P<0.046) entre el promedio de embriones de la quinta a la
novena semanas. Esto quiere decir que el nimero de
embriones que se formaron durante la quinta, sexta y séptima
semanas fueron incrementando considerablemente, pero a
partir de la octava semana este incremento se mantuvo en
forma mas o menos constante, ya que una vez que los
embriones se sacaron de la oscuridad iniciaron un proceso de
maduracion, disminuyendo el nUmero de embriones formados.
La tendencia de crecimiento en el periodo comprendido entre
la quinta y la novena semanas esta explicada por una ecuacion
de regresion cuadratica (Figura 6).

La ecuacion explica en un 98.4 % el comportamiento
del nimero de embriones promedio a través de la quinta y
la novena semanas, y muestra que la razén de crecimiento,
dada por la ecuacion:

ﬂ =-1.88x +19.36
dx

disminuye a partir de la séptima semana.

A las nueve semanas se obtuvieron los primeros indi-
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cios de la germinacion de los embriones, la cual consistio en
la aparicion de las raices para posteriormente dar origen al
hipocoatilo de tallo formado nuevas plantas completas de papa
(Figura 7). La embriogénesis somatica in vitro ensaya-da en
los genotipos de papa, en los medios de cultivo y reguladores
de crecimiento empleados, so6lo aseguraron 5 % de embriones
germinados, debido probablemente a que los reguladores
pueden exhortar multiples efectos en estos procesos,
dependiendo de la concentracién, del estado del embrién
cuando se aplicaron o bien del cultivar de que se trate.

CUADRO 1. Analisis de lavarianza para el nimero de embriones de
papa provenientes de mesoéfilo de hoja.

Fuente de Grados de Sumade  Cuadrados

variacion libertad  cuadrados medios F P
Semana 4 1991.4 497.9 32.20 0.0001
Explante 4 3136.2 784.1 50.72 0.0001
Error 16 247.4 155

Total 24 5375.0

CUADRO 2. Intervalos de confianza al 95 % para la medias basados
en la desviacién estandar (Devsst) ponderada para el
numero de embriones de papa derivados de mesoéfilo

de hoja.
Nivel N Media DevSt + + +
5 5 12.80 6.98 (————* )
6 5 23.80 13.77 (———*—)
7 5 30.00 13.55 (————)
8 5 33.00 13.77 (————* )
9 5 39.00 15.31 (————* )
+ + +

DevSt Ponderada = 13.01 15 30 45

50 |
2 45| y=-0.9429 x?+19.36 x - 59.714
2 ol R®=0.984
S
% 35 |
30|
2 25|
5 20|
§ 15 |
E 10 |
2 57

0

4 5 6 7 8 9 10

Semana

FIGURA 6. Regresion cuadrética e intervalos de confianza para la
prediccion para el niumero promedio de embriones
obtenidos a partir de la quinta a la novena semanas de
incubacion de explantes de meséfilo de hoja de papa
cv. Fritolay-1867.

En cuanto al cv. Atlantic, se presentaron varios niveles



FIGURA 7. Plantas de papa obtenidas a partir de embriones
somaticos de explantes de meséfilo de hoja de papa
cv. Fritolay-1867, a las nueve semanas.

de necrosamiento de tejido a partir de la tercera semana
de incubacién de los explantes.

DISCUSION

El utilizar el thidiazuron como tratamiento inductivo
de la embriogénesis en el cv. Fritolay-1867 de papa, mues-
tra que es posible el uso de otras auxinas capaces de modu-
lar con eficacia este proceso, lo mismo se observo al utilizar
el 2,4,5-T en alfalfa; sin embargo existen otras auxinas co-
mo el AIA e AIB que resultan ineficaces para la formacién
de embriones sométicos, por lo que McKersie y Bowley
(1996), concluyeron que no se puede sustituir a este regula-
dor del crecimiento ya que la respuesta de estos
compuestos es absolutamente compleja.

La etapa morfoldgica que presentaron los embriones
somaticos del cv. Fritolay-1867, correspondiente a la sexta
semana, coincide con lo reportado por Payne et al. (1992),
donde sugieren un desarrollo intermedio entre el estado
globular y el estado de corazén, mencionando que en la
transicion de la expansion isodiamétrica caracteristica del
embrién globular, a una extension longitudinal resulta en
un embrién “oblongo”. La emergencia de cotiledones puede
ser usada entonces para distinguir entre el estado oblongo
y el de corazon.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por
JayaSree et al. (2001), ya que ellos encontraron un
procedimiento eficiente para inducir embriones somaticos
a partir de hoja de plantas de papa del cv. Jyothi. Las
secciones de hojas fueron incubadas en medio de cultivo
que contenia conjuntamente el 2,4-D + benzyladenina (BA)
y zeatina + BA en un medio con las sales de Murashige y
Skoog (MS). Estos mismos autores mencionaron que la
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transicion de embriones de forma globular a polar es un
paso critico en la embriogénesis, de tal forma que para
gue se de un desarrollo normal de embriones soméaticos
se requiere de un tiempo preciso y una regulacion espacial
de la division, alargamiento y diferenciacion celular. Los
reguladores del crecimiento pueden tener multiples efectos
en estos procesos, dependiendo de la concentracién o en
el momento de aplicacion en los diferentes estados en que
se encuentren las estructuras embrionarias.

JayaSree et al. (2001), indicaron que la induccion de
embriones sométicos a partir de mesdéfilo de hojas de papa
no habia sido estudiado con anterioridad; sin embargo, no
indicaron si los embriones que obtuvieron fueron capaces
de germinar.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron embriones soméaticos a partir de
explantes de mesofilo de hojas de papa del cv. Fritolay-1867,
cuando se utilizo el thidiazuron a conventracion de 1.0 mg-litro-
1y se incubaron durante ocho semanas en oscuridad, y
posteriormente en fotoperiodos de 16 horas luz.

Estos embriones obtenidos in vitro tuvieron la
capacidad de germinar y formar nuevas plantas de papa
del cv. Fritolay-1867.
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