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RESUMEN

Con el fin de mejorar la sobrevivencia y recuperacion de apices meristematicos
de papa criopreservados de las variedades S. tuberosum subsp. andigenum cvs.
‘Ccompis’ y la variedad ‘Tacna’, un hibrido multiple de especies cultivadas y una
especie silvestres, se prob6 3 dosis de Putrecina y 4 dosis de sitosterol, estos
adicionados en el medio de cultivo donante de apices meristematicos y 3 dosis de
dos antioxidantes: Acido ascorbico y glutation adicionados en el cultivo post-
congelamiento. Los apices meristeméaticos fueron sometidos a crio- procesos con
el método PVS2. EIl experimento con putrecina la dosis 250 uM mostré tener
buenos resultados, en cuanto al experimento con sitosterol obtuvo mejores
resultados con la utilizacion del Medio A que con el Medio B, en especial con la
dosis de 27 uM. El 4cido ascorbico demostré efectos negativos significativos en la
sobrevivencia y recuperacion de plantulas en los dos cultivares. Mientras que con
glutation la dosis de 15 mg/L resultd ser favorable, donde la variedad “Ccompis”
tuvo una mejor sobrevivencia y recuperacion de plantulas que con la variedad

Tacna.



ABSTRACT

With the purpose of improving the survival and recovery of potato shoot tips
criopreserved in the varieties S. tuberosum subsp. andigenum cvs. ‘Ccompis’ and
‘Tacna’, a multiple hybrid from cultivated and a wild species, it was tested 3 doses
of putrescine and 4 doses of sitosterol added in the MS medium donator of shoot
tips and 3 doses with two antioxidants: Ascorbic acid and glutathione added to the
post thawing medium. Shoot tips were subjected to the cryo-process with the PVS2
droplet vitrification method. Results with putrescine the doses 250 uM showed
good results, with sitosterol results where better with A Medium than with B
Medium, especially with 27 uM doses. The ascorbic acid showed a significant
negative effect on survival and recovery of shoot tips of the two cultivars. With
glutathione the dose of 15mg/L showed to be favorable, where the variety
‘Ccompis’ had better survival and recovery of the plantlets than with the variety

‘Tacna’.



I.  INTRODUCCION

La papa, cuya parte comestible es el tubérculo, es el cuarto cultivo mas
importante del mundo, solo detras del trigo, maiz y arroz. Este cultivo posee
diferentes propiedades alimenticias, como vitamina C y complejo B, lo que ha
hecho de este cultivo uno de los mas importantes para la alimentacién. Ademas
la papa es un cultivo milenario y originario de la zona andina, especificamente del
altiplano peruano-boliviano. Por todas estas caracteristicas es que es de suma
importancia conservar los recursos genéticos de este tubérculo, como parte de la

riqueza del Peru, zonas andinas, y de toda la humanidad.

La criopreservacion en nitrégeno liquido (-196°C) es una técnica que tiene gran
potencial para la conservacion a largo plazo de recursos genéticos, ya que el
material puede ser almacenado en forma segura por un periodo ilimitado. Los
meétodos desarrollados estan demostrando que permiten la conservacion segura
de los recursos filogenéticos. La investigacion actual en criogenia esté dirigida al
desarrollo de métodos mejorados simples y confiables, principalmente basados
en las técnicas de vitrificacion, deshidratacién-encapsulacion y encapsulacion-
vitrificacion, la técnica de vitrificacion, la cual va ser utilizada en la presente tesis,
se basa en la transformacion de liquido a vidrio, utilizando soluciones
crioprotectoras que se transforman a vidrio si son enfriadas suficientemente rapido
para prevenir la formacion de cristales de hielo; esto se logra deshidratando la
especie al maximo en soluciones concentradas antes de ser introducidas al

nitrégeno liquido.

El Centro Internacional de la Papa (CIP) mantiene la coleccién de recursos
genéticos de papa mas grande del mundo y dentro de su estrategia de
conservacion a largo plazo a incluido la criopreservacion. EI método para
crioconservar apices meristematicos de papa que actualmente se aplica en el CIP,
utiliza la solucion de vitrificacién llamada “PVS2”, por su nominacion en inglés Plan
Vitrification Solution 2 (30% glicerol (w/v), 15% etinol glicol (w/v), 15% DMSO (w/v)



en medio de cultivo con 0.4M de sucrosa), obteniendo una tasa promedio de

recuperacion 30% (Gonzalez-Arnao et. al., 2008).

En el CIP se ha observado que existe una pérdida o muerte de &pices
meristematicos durante el proceso de cultivo post- congelamiento para la
recuperacion de plantulas en aproximadamente el 10% de entradas probadas
(comunicacion personal, Ana Panta, CIP). Los signos fisicos observados en los
apices meristematicos criopreservados que mueren son necrosis y muerte de
tejido. Se asume que tal problema ocurre por procesos oxidativos. Asi también
mediante ensayos preliminares se ha encontrado indicativos que sitosterol y
putrecina podrian incrementar la tasa de recuperacion cuando son aplicados en

el cultivo in vitro de las plantas donantes de &pices meristematicos.

Es por eso que la presente investigacion realizé dos experimentos para evaluar si
el uso de sitosterol, putrecina, acido ascérbico y glutation reductasa incrementan
la tasa de sobrevivencia y recuperacion de apices meristematicos
crioconservados de dos variedades de papa. El primer experimento estuvo dirigido
a evaluar el efecto de sitosterol y putrecina, aplicados en el pre-cultivo de las
plantulas donantes de explantes a criopreservar. El segundo experimento
consideré6 como objetivo evaluar el efecto de 2 agentes antioxidantes, &acido
ascorbico y glutation reductasa, aplicados en el cultivo post-descongelamiento.



1. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

2.1.1 Taxonomia

Reino ; Plantae

Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Solanales

Familia : Solanaceae
Género ; Solanum L., 1753

Designaciéon dada por Linneo (CONABIO, 2008)

2.1.2 Importancia

El género Solanum L. (Linneo, 1753) se considera como el mas
importante de la familia Solanaceae. Su distribucion geografica es mundial,
se encuentra preferentemente en regiones tropicales y subtropicales,
concentradas en América tropical y areas templadas. Son especies
herbaceas o arbustivas, a menudo revestidas de espinas, con frutos
comestibles, venenosos y otros tallos subterraneos o tubérculos (Ochoa,
1999).

La planta de Solanum tuberosum L. o "papa" también es importante
por tener una extraordinaria adaptacién a condiciones muy variadas de
clima y suelos, y por tener una gran variedad de tubérculos de multiples
colores, formas y sabores. Este tubérculo puede ser utilizado por los
agricultores como semilla asexual y como una forma de conservacion del
genoma. Su uso tiene la ventaja de producir plantas con mejor crecimiento
por tener una fuente continua de energia, reguladores de crecimiento y

ademas por generar plantas mas nutritivas (Borda et al., 2001).



La domesticacion por los humanos y la seleccion como alimento le dio
caracteristicas adecuadas para la produccion en campos, procesamiento y
mercadeo; como resultado la papa se ha convertido el un cultivo
excepcional rico en carbohidratos, ademas de gran calidad de proteinas y
un nivel significativo de vitamina C. Menos conocidos son los contenidos
de carotenoides y componentes fendlicos encontrados en la papa, los

cuales son potentes antioxidantes (Brown, 2005).

2.1.3. Variedades

2.1.3.1 Ccompis: S. tuberosum subsp andigena var. chiar-imilla f.

ccompis Ochoa.

Caodigo experimental: CIP 700921
Pedigree: La variedad S. tuberosum subsp andigena es proveniente
de la unién de las variedades S. sporsipilum y S. stenotomum, unas

de las variedades mas antiguas del pais. (Figura N° 1).

Caracteristicas de la planta:

Planta vigorosa. Tallos verdes claros angostamente alados.
Hojas verdes claras, poco divididas. Pedunculos de 10 cm de largo;
pedicelos aproximadamente de 19-22 mm de largo, pedicelo
superior corto, de 3-4 mm, el inferior de 15 mm. Céliz de 7.5-8.5 mm
de largo con I6bulos subitamente angostados en acumentes cortos,
de 1.5 mm. Corola blanca, de 3.0-3.5 cm de diam., estrella

interna verde amarillenta. Columna de anteras tronco conica;

anteras de 5.5 mm de largo. Estilo de 10-11 mm de largo.

Caracteristicas del tubérculo:

Tubérculos redondos monticulosos (tuberosados), periderma
usualmente rosado a rosado violaceo claro con ojos y cejas de tonos
rosados mas oscuros, ocasionalmente como en el caso de los

morfotipos llamados alkka-imilla o alkka-ccompis, con halos



2.1.3.2 Tacna

blanquecinos alrededor de los ojos, ojos profundos, brotes rosados

violaceos claros, carne blanca a blanca marfilena.

Distribucion:

La f. Ccompis esta ampliamente distribuida en el sur del Peru
y Bolivia. En el Perd, se le conoce mas con el nombre de Ccompis.
Sin embargo, en el altiplano de Bolivia esta papa de flores blancas
y tubérculos rosados es conocida con distintos nombre tales como

Imilla Rosada, o también Yuraq Imilla, Imilla Blanca o Janck’o Imilla.

Caodigo experimental: CIP 390478.9.

Pedigree:

Serrana x XY.4. La variedad argentina serrana, utilizada
como progenitor femenino, se caracteriza por su alto rendimiento y
resistencia al virus del enrollamiento de la hoja (PLVR). El progenitor
masculino XY.4 es un clon mejorado del departamento de Genética
y Mejoramiento del Centro Internacional de la Papa (CIP). Su
principal atributo es su gran tolerancia a los virus PVX 'y PVY y su
precocidad (80-90 dias). (Figura N° 2)

Caracteristicas de la planta:

Planta de buen vigor. Con una altura de 50 cm., tallos entre
4-5 por planta. Hojas verdes claro, con foliolos anchos, pubescencia
mediana. Flores de color blanco, floracion abundante, bayas muy
escasas, brotes verdes sin pigmentacion. Con una produccion de
tubérculos media, entre 8-10 por planta. Periodo de patencia media

(8-10 semanas). Consta de un Periodo vegetativo precoz, 90 dias.



Caracteristicas del tubérculo:
El tubérculo consta de 20.5% de materia seca, 0.05% de
azucar reductor. Produce hojuelas buenas con buen color (2.7) y una

calidad de fritura buena (2.7).

Resistencia a plagas y enfermedades:
Inmune a los virus X y Y, muy buena resistencia a PLRV,
moderadamente resistente al nematodo del nudo de la raiz,

Meloydogyne incognita, y algo tolerante a la marchitez bacteriana.

Resistencia a estreses abioticos:

Resistencia a la salinidad alta (6-10 mmh). A sequia media
(riego restringido). A calor alto (Prom.23-25°C). A toxicidad de boro
media (5-10 ppm).

Adaptacion:
Esta variedad se adapta a las condiciones de la costa central

y sur, ya la zona sub-tropical media.

Epoca de siembra:
Su tolerancia al calor la hace apta para cultivos en primavera,
verano y otofio. Se recomienda sembrar a principios de setiembre

(primavera) y a principios de marzo (otofio).

2.2 Criopreservacion

El mantenimiento del germoplasma de papa en campo, implica gran
consumo de tiempo, trabajo, y espacio; Y conlleva riesgo de pérdida por
enfermedades y estrés ambiental. La conservacion de papa in vitro es menos
costosa, pero presenta riesgos de variaciones somaclonales e inestabilidad

genética. Por eso la criopreservacion es el método de conservacién a largo plazo



gue requiere un minimo espacio y mantiene los tejidos genéticamente estables,
es la opcién mas promisoria para guardar germoplasma de papa de forma segura
y eficiente. (Hirai y Sakai, 2000).

Recientemente se han desarrollado procedimientos de criopreservacion
simple y confiable, como son la vitrificacidon, encapsulacion-deshidratacion y
encapsulacion-vitrificacion. Con estos procedimientos se han criopreservado un
gran numero de especies o cultivares. EI método de vitrificacion, con o sin
encapsulacion ha comprobado ser mas efectivo en producir un porcentaje mayor
de sobrevivencia y rapida recuperacion que otros procedimientos de
criopreservacion. Mas de la mitad de una década, el método de vitrificacion se ha
convertido en el método preferido para la criopreservacion de mas de 160
especies y cultivares que han sido exitosamente criopreservados (Hirai y Sakai,
2003).

Durante la criopreservacion los explantes sufren diferentes dafios que
pueden ser muy perjudiciales para estos, es por eso que se realizan diferentes
mecanismos dentro de la criopreservacion para poder aumentar el porcentaje de
recuperacion. Mediante ensayos preliminares, se ha determinado la presencia de
diferentes compuestos quimicos que aumentan al ser criopreservados, entre
estos se encuentra la Putrecina y el Sitosterol, es por eso que se presume que
estos quimicos tienen un rol importante en el momento de la recuperacion de los

explantes post-criopreservados (Panta et al., 2009).

2.3. Sitosterol

Todos los protocolos de crioconservacion son desarrollados a través de
‘prueba y error’ y dependen de la resistencia natural de la especie al
congelamiento, el tamafio y tipo del explante y contenido de agua de este. Por lo
gue el cuidado durante el protocolo es de evitar la cristalizacién intracelular
durante el proceso de congelamiento, el cual puede causar dafios fisiologicos al
tejido. Los mecanismos de tolerancia dependen en la estabilizacion de la

membrana (a través de cambios en la composicion lipidica, acumulacion de



azucar y la produccion de polipéptidos), la induccion de mecanismos
antioxidantes, incremento de los niveles de azucar en los espacios apoplasticos y
la transcripcion de genes que codifiquen chaperones moleculares. Se ha
encontrado un incremento de los niveles de Stigmasterol/Sitosterol en la
proliferacion de meristemos de banana crioconservados como resultado del pre-
tratamiento con sucrosa, el incremento de este parece estar relacionado con la
habilidad de resistencia a la crioconservacion: El incremento parece ser menos en
los explantes que tuvieron una mejor sobrevivencia y mayor en los explantes que

tuvieron una mala sobrevivencia. (Zhu et al., 2006).

El Sitosterol es uno de los fitosteroles que se encuentra en mayor cantidad
en las plantas junto con campesterol (siendo el 95% del total de los fitosteroles de
la planta). EI B-Sitosterol tiene una estructura similar al colesterol donde se
substituye un etil en la posicién 24 (McCarthy et al., 2005). La via biosintética de
la mayoria de los fitosteroles se conocen muy bien, pero la funcion y la necesidad
de estos esteroles en las plantas todavia no estd muy bien definido, el rol primario
de los esteroles en las plantas es en el metabolismo y composicion de las
membranas, especialmente en tejidos que estan en constante division celular. Se
ha investigado que en los cultivos in vitro las composiciones de los esteroles se
alteran significativamente. En cultivos con benziladenina (BA) el stigmasterol y el
sitosterol se producen en grandes cantidades en los explantes que se
regeneraron, mientras que en cultivos con Acido Indol Acético (IAA) se incrementé
la cantidad de campesterol en las raices, los resultados sugieren que los
reguladores de crecimientos que se utilizan in vitro, especialmente IAA influyen
directamente en el metabolismo de los esteroles (Bhatt y Bhatt, 1984). Estudios
preliminares realizados en el Centro Internacional de la Papa, han demostrado
gue los apices meristematicos que fueron sometidos a criopreservacion muestran
un indice alto de produccion de esteroles, en especial sitosterol (Ana Panta,

comunicacion personal).



2.4. Putrecina

Las poliaminas (PA) son un grupo de compuestos nitrogenados de bajo
peso molecular que se presentan en las células de todos los seres vivos. Por su
caracter policationico (cargadas positivamente) pueden unirse y formar complejos
con moléculas polianionicas (cargadas negativamente), tales como algunas
proteinas, los fosfolipidos, las pectinas, el ADN y el ARN, entre otras. Debido a
estas caracteristicas, las PA afectan la actividad celular, y como consecuencia
estan involucradas en una amplia gama de procesos fisiol6gicos que van desde
el crecimiento y desarrollo vegetal hasta la proteccién contra el estrés biotico y
abidtico. Las principales PA son putrecina (Put), espermidina (Spd) y espermina
(Spm) (Mendoza y Rocha, 2002).

Para incrementar la embriogénesis somatica de diferentes lineas de
algodon (Gossypium hirsutum L.) del germoplasma de Gergia y Pee Dee se cultivo
estas lineas en medios de cultivo conteniendo diferentes concentraciones de
Putrecina (0,0.25, 0.50 mg IY), el mejor resultado se obtuvo con 0.5 mg It de
putrecina en casi todas los tratamientos y lineas de algodén que se probaron,
dando como conclusiéon que la putrecina ayuda en la embriogénesis somatica.
(Sakhanokho, 2005).

2.5. Antioxidantes

La presencia de oxigeno es fundamental para los componentes del
metabolismo celular. Sin embargo, cualquier situacién en la que resulta un
repentino sobreconsumo de oxigeno puede desencadenar la produccién de
radicales libres (RL), también conocidos como ROS, por sus siglas en ingles
“‘Reactive Oxigen Species “. La produccion de RL se origina en las mitocondrias
en la que estos evaden enzimas o por un error en el proceso oxidativo (Kerksick
y Willoughby, 2005).Estos pueden ser: Radical anion superoxido (O2), peroxido
de hidrogeno (H202), radicales hidroxilo (OH), diferentes radicales lipidos (L) y
peroxidos (LOOH). Las fuentes celulares RL son diferentes, pero la principal es la
generada por el proceso respiratorio de la mitocondria que produce Oz generando



H20:2. Durante el proceso la produccion de radicales se da por la reaccion Haber
— Weiss, la cual genera OH que al chocar con moléculas de lipidos en las
membranas se da una reoxidacion. Fisicamente las moléculas activas (como
oxido nitrico-NO) pueden también reaccionar con los RL, si se da una reaccion
entre Oz" y NO conllevara un peroxinitrato (ONOO") en las células las cuales son
moléculas citotoxicas, también llamadas RL de nitrdgeno (RLN). Los RLN
provocan modificaciones en las moléculas y pueden inducir estrés nitrogenado
(Blagojevic, 2007).

Los organismos han desarrollado sistemas de defensas antioxidativo (DA),
produciendo enzimas y moléculas de bajo peso molecular los cuales tienen el rol
de neutralizar y/o suprimir los dafios oxidativos en la célula, manteniendo la
reaccion redox estable. Principalmente los DA consisten en enzimas: superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px), glutation
reductasa (GR) y antioxidantes no enzimaticos: Glutation (GSH) y &cido ascorbico
(AsA). SOD convierte Oz a H202; CAT descompone el H202 en agua. GSH-Px
realiza lo mismo, pero convierte LOOH a LOH, usando GSH como cofactor de
reduccion. Estas reacciones utilizan GSH celular y generan su forma oxidativa
GSSG (Glutation oxidasa). Sin embargo, GSSG puede ser reducido por GR, y
esta reaccion ser usada por NADPH como cofactor reductante. La accion de un
DA requiere de una equivalencia redox. En otras palabras, el proceso de
antioxidantes en las células consume el GSH y/o NADPH. La baja temperatura
provoca respuestas fisioldgicas relacionadas con un aumento de consumo de
oxigeno e induce cambios en la produccion de energia (aumento de calor
intracelular) y subsecuentemente la produccion de RL. Mientras que en la periferia
celular se da una disminucién del metabolismo y respiracion, con lo que no hay

mucha produccion de RL (Blagojevic, 2007).

Las plantas poseen una cantidad de antioxidantes, como glutation (GDH),
acido ascorbico (vitamina C), componentes fendlicos isoflavonicos, a tocoferol
(vitamina E) y carotenoides, incluyendo xantofilas. La forma reducida de estos

componentes, junto con las enzimas antioxidantes, puede proteger a la célula de



ser atacada por radicales libres y otros productos de reaccion oxidativa (Wang y
Deng, 2004)

Uno de los principales antioxidantes es el acido ascoérbico, en
general se conocen tres tipos principales de actividades bioldgicas para el
L-Acido Ascorbico (L-AA): Como co-factor enzimatico, eliminador de
radicales y como donador/receptor en el transporte de electrones. Como
antioxidante, tanto en plantas como en animales el L-AA interactia
enzimaticamente y no-enzimaticamente con los dafios producidos por
radicales oxigeno y sus derivados. La habilidad del L-AA de interactuar con
los RL implica la modulacién de L-AA en los procesos como lignificacion,
division celular y respuestas hipersensitivas. La importancia biolégica del
comportamiento como antioxidante del L-AA es la que a diferencia de otros
antioxidantes de bajo peso molecular (a-tocoferol, &cido drico,
carotenoides, flavonoides, etc.), es que es parcialmente electronegativo,
este puede donar electrones a una gran cantidad de sustratos. Una de las
més importantes actividades como antioxidante no enzimatico, esta
implicado en la regeneracion del radical lipofilico a-tocoferol asociado con

la membrana (Davey, 2000).

2.5.1. Acido Ascorbico

El acido ascorbico ha sido incluido en algunos medios de cultivo y
se utiliza como un ingrediente no esencial de estos. Varias investigaciones
han incluido pequefias cantidades (0.1 — 1.0 mg/L) sin tener evidencia clara
de ser beneficioso. Respuestas definitivas, sin embargo, han sido medidas
en la presencia de 0.06-0.8 mM (10-141 mg/L). Se ha notado que 0.1 mM
de acido ascérbico estimula la sintesis de DNA en meristemos de raiz y
parece acortar el ciclo celular, especialmente en la fase G1. La adicion
exdgena de acido ascorbico al tejido de plantas se ha descrito que
incrementa la actividad metabdlica y acelera la liberacion de azucar. Se
obtuvo una gran cantidad de azlcar libre en callos viejos de Nicotiana
durante estados iniciales del cultivo con acido ascorbico y la adicion de 0.4-
0.8 mM de ascorbato a medio de formacion de &pices, incrementa la



produccion de apices de viejos y jovenes en callos de Nicotiana tabacum
(George, 1993).

Glutation reductasa es otro antioxidante que ha sido bastante
estudiado. Esto es por ser endégenamente sintetizado en todo el cuerpo y
basicamente se encuentra en todas las células, algunas veces en altas
concentraciones. Existen investigaciones en las que se describen muchos
roles en las que el glutation es usado, como antioxidante, detoxificante de
electrofilicos xenobioticos, modulacion redox, transporte y guardado de
cisteina, regulacion de la proliferacion celular, sintesis de la sintesis de
deoxiribonucleotidos, regulacion de respuestas inmunoldégicas, regulacién
de leucotrieno y metabolismo de prostaglandinas. (Kerksick y Willoughby,
2005).

2.5.2. Glutation

El glutation, ya sea como GSH o como GSSH (glutation disulfoxido;
oxido de glutatiéon) es considerado como un componente de los
antioxidantes defensa en muchos de los organismos aerébicos, incluyendo
plantas. Sin embargo, los niveles de GSH intracelular han sido observados
gue son significantemente reducidos durante la criopreservacion. En el
reporte se investigd si es que la adiccion de glutation exdgeno puede
incrementar la sobrevivencia de &pices meristematicos de citrus
criopreservados; utilizando el mejor protocolo de criopreservacion se
establecié que para “439” tangelo la mejor sobrevivencia de apices
meristematicos se dio cuando fue pre cultivado por 3 dias en medio BPM
suplementado con 40 mg/L de GSH, expuestos a la solucion LS (Loading
Solution) y vitrificadora con 40 mg/L de GSH y luego criopreservados.
Después del congelamiento los apices fueron colocados en el medio de
recuperacion con 10 mg/L de GSH. Este protocolo fue satisfactoriamente
aplicado a otros 12 citricos dando una sobrevivencia y recuperacion de
83,9% y 77,8% respectivamente (Wang y Deng, 2004).



A la vez glutation tiene el rol de dormancia en las plantas. Se cree
gue el glutation reducido mantiene los tiol de las proteinas en un estado
reducido, por el que induce la activacién de polisomas (la asociacion de
una molécula de m-RNA con varios ribosomas) y la sintesis de proteinas.
Asi como la respiracion de fosfato pentosa, altos niveles de glutation
reducido asegura una normal disposicién de NADPH. Se ha propuesto que
el balance entre glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSH)
influencia en la extensién celular, crecimiento y division celular. La adicion
de 2nM de glutatiéon al medio de cultivo, promueve la divisién celular de

callo en Brassica (George, 1993).



. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Material Biologico

Se utilizd 2 genotipos representantes de Solanum sp.,
Comprendiendo 1 variedad nativa: Ccompis (S. tuberosum subsp
andigena) (cédigo CIP N° 700921) y 1 variedad mejorada: Tacna (cédigo
CIP N° 390478.9), conservados en el Banco de Germoplasma del CIP.

3.1.2 Reactivos
Sales Murashige y Skoog, 1962 (MS), phytagel, gicina-
HCI, myo-inositol, acido nicético, piridoxina-HCI, tiamina-HCI, glicerol,
sacarosa, etilen glicol, dimetil sulféxido (DMSO), sitosterol (Sigma),
putrecina (Sigma), acido ascoérbico (Sigma), glutation (Sigma), acetona,
Tween 20, etanol 100%, alcohol al 96°, acido giberélico, Kinetina, agua

destilada, nitrégeno liquido.

3.1.3 Material de Laboratorio

Placas Petri de plastico, magentas, pinzas, bisturi N° 10 y 11, vaso
de precipitacion de plastico, vaso de precipitacion de vidrio, botellas de
vidrio, crioviales, placas Petri de vidrio, papel filtro, algodén, gradillas,
pizeta, crondmetro, mechero, pipetas Pasteur, tubos de vidrio N° 25,

pipetas de vidrio, bombilla.

3.1.4 Equipos de Laboratorio

Camara Flujo Laminar, estereoscopio, balanza analitica, balanza
digital, pH metro, agitador-hornilla, esterilizador, autoclave, horno, tanque

de nitrogeno liquido.



3.1.5 Medios de cultivo

Los medios de cultivo desarrollados se destinaron para la
propagacion de material in vitro y la regeneracion de explantes

crioconservados de acuerdo a cada experimento.

3.1.5.1 Medio de Propagacion (MSA):

El medio de propagacion estuvo compuesto por sales MS
(Tabla N° 1), sucrosa 0.07M, Phytagel 0.28 % y complementado con
soluciones concentradas de vitaminas a un pH 5.6 (Tabla N° 3). A este
medio se le agrego los compuestos quimicos a probar, tales como la
Putrecina y el Sitosterol. (Tabla N° 10)

3.1.5.2 Medio de Regeneraciéon (MR):

El medio de regeneracion estuvo compuesto por sales MS, diferentes
concentraciones de sucrosa (0.3M, 0.1M y 0.07M), 0.28% de Phytagel, soluciones
concentradas de vitaminas y 0.04 mg/l de Kinetina, 0.1 mg/l de Acido giberélico
(Tabla N° 4, 5, 6) agregados luego de autoclavar y enfriar el medio. Adecuado a
un pH de 5.8. A este medio se le agrego los compuestos quimicos a probar, tales
como el Acido Ascorbico y el Glutation (Tabla N° 10).

3.2 Metodologia

3.2.1. Multiplicacion in vitro del material vegetal

Las plantulas se micropropagaron usando segmentos uninodales y
cultivadas in vitro por 3 semanas en medio MSAP (Tabla N° 2), hasta
obtener el numero de plantulas necesarias para cada experimento. Se

propagaron 20 plantulas por cada envase Magenta, e incubaran a 18+2 °C



y fotoperiodo de 16 horas luz. Cada experimento a realizado se repiti¢ 4

Veces.

El experimento conté con 4 repeticiones, en las cuales se tuvo
diferentes dosis aplicados al medio de cultivo de plantas donantes de
apices meristeméaticos, en el caso de sitosterol son cinco tratamientos en
la que se evalud diferentes dosis, el tratamiento 0 (DO) - control, el
tratamiento 1(D1) con 27uM (11.15 mg/L), D2 con 54uM (22.3 mg/L), D3
con 108uM (44.6 mg/L) y D4 con 161uM (66.9 mg/L) de sitosterol y de
putrecina se contd con 4 tratamientos: DO (control), D1 con 125uM (20
mg/L), D2 con 250uM (40 mg/L) y D3 con 375uM (60 mg/L) de putrecina.

El sitosterol fue aplicado de dos maneras en el medio de cultivo:

3.2.2. Establecimiento del medio de cultivo enriquecido con Sitosterol y Putrecina

3.2.2.1 Reparacion de Medio Sitosterol A (Medio A):

En la cadmara Flujo Laminar, la solucion de sitosterol fue
disuelta al calor utilizando una hornilla-agitador, con 10 ml/l acetona
y 30 ul/l de Tween 20 para luego adicionar la solucién al medio MSA

estéril que fue dispensado en magentas.

3.2.2.2 Preparacién de Medio Sitosterol B (Medio B):

En este caso, el sitosterol fue disuelto con 3 ml de acetona y
10.45 ml de etanol (90%). Se adiciono 30 ul de la solucion en papel
filtro de 1 cm? estériles y se coloc6 4 por cada magenta con medio
MSA estéril, todo de forma aséptica en la cAmara Flujo Laminar.

La putrecina fue agregada al medio de cultivo previo a ser autoclavado.



3.2.3. Criopreservacion

Siguiendo el método de Criopreservacion utilizado actualmente en
el CIP (Panta et al., 2006), se evaluo el efecto de sitosterol y putrecina en

los 2 cultivares: Ccompis y Tacna.

Se cultivaron 20 apices meristematicos por Magenta conteniendo
medio de cultivo especifico por tratamiento. Luego se incubd por 3
semanas en un fotoperiodo de 16 horas luz a 1000 lux. El cual estuvo

dividido en dos fases: 1 semana a 18+2 °C y 2 semanas a 6 °C.

3.2.3.1 Escision de apices meristematicos:

Se aislé los &pices meristematicos (1.8-2.0 mm) y se
colocaron sobre papel filtro en un medio MR. Se colocaron 10 &pices
en el papel filtro (1.5 x 2.0 cm).

Se utilizd 40 apices meristematicos por cultivar (20 apices

congelados y 20 sin congelar) para cada uno de los tratamientos.

3.2.3.2 Osmoproteccion y vitrificacion con PVS2

Los &pices meristematicos son colocados en crioviales
conteniendo 2 ml de solucion osmoprotectora (loading solution, LS)
(Tabla N° 7), por 20 minutos. Se extrajo la solucion LS y se coloco
2 ml de criopreservante PVS2 frio (Tabla N° 8). Luego se incub6 a

0°C (sobre hielo) por 50 minutos.

3.2.3.3 Congelamiento

Diez apices meristematicos son transferidos a una pequefa
gota de solucién PVS2 sobre una tira de papel aluminio (0.5 x 2cm)

y congelados rapidamente en nitrégeno liquido. Los métodos son



llevados dentro de crioviales de tecnopor de 2 ml. de capacidad

llenos de nitrégeno liquido.

3.2.3.4 Descongelamiento y cultivo post-criopreservacion

Treinta minutos después del congelamiento, se extrajo del

3.2.4. Aplicacion de agentes antioxidantes: acido ascorbico y glutation reductasa, en

el medio de post congelamiento

nitrégeno liquido las tiras de papel aluminio que contienen los apices
meristematicos. Inmediatamente, se llevo las tiras a un criovial
conteniendo 4 ml de solucién de recuperacion (recovery solution,
RS) (Tabla N° 9). Se agit6 con el propdsito de enjuagar las muestras

y se dejara reposar por 20 minutos.

Se colocd los apices en papel filtro sobre medio de cultivo MR
de post congelamiento. Inicialmente el medio contuvo sucrosa 0.3M,
a los 2 dias, las muestras son transferidas al mismo medio
conteniendo sacarosa 0.1M. Se incubd por 1 semana a 22°C y
parcial oscuridad. Se transfirio los apices a un medio MSA con
0.07M de sucrosa y sin papel filtro e incub6 a 18+2 °C y 16 horas luz

de fotoperiodo.

Se aplico diferentes dosis de antioxidantes (Tabla N° 12) en el medio
MR con los diferentes miligramos de sucrosa explicado anteriormente. En
el caso de Acido Ascorbico se contd con cuatro tratamientos: TO (control),
T1 con 121uM (50 mg/L), T2 con 242uM (100 mg/L) y T3 con 363uM (150
mg/L) y Glutation Reductasa con TO (control), T1 de 12uM (5mg/L), T2 de
24uM (10 mg/L) y T3 de 36uM (15 mg/L).

Se evaluo el efecto de los antioxidantes de acuerdo al porcentaje de

sobrevivencia y recuperacion a los 30 después del descongelamiento.



3.2.5 Evaluacion de sobrevivencia y recuperacion.

Se evalud la sobrevivencia y recuperacion de los apices de acuerdo
a los tratamientos utilizados. La sobrevivencia estuvo caracterizada por el
color verde de los apices meristematicos, asi como la formacion de hojas 'y
la recuperacion por el numero de plantas formadas a partir de los explantes
criopreservados.

Se evalud los explantes a los 30 dias desde su introduccién en el

medio MR con 0.07M de sucrosa.

3.2.6 Andlisis estadistico

Los explantes fueron muestreados aleatoriamente y
los resultados evaluados estadisticamente utilizando el Test de
Proporciones RGui (Proyecto GNU, 2008), en el que se comparoé las diferencias
significativas de la reaccién de los explantes a los tratamientos, asi como la
reaccion de las variedades de papa utilizados en cada uno de los experimentos.

Considerandose lo siguiente:

o Numero total de explantes
o Numero de explantes que sobrevivieron
o Numero de explantes que se recuperaron

La comparacion se realiz6 entre los tratamientos utilizados en cada
uno de los experimentos. Ademas, se comparo la reaccion que tuvo cada

una de las variedades utilizadas en cada uno de los tratamientos.



IV. RESULTADOS

4.1. Efecto del Sitosterol

4.1.2. Efecto del Sitosterol Medio B

En las muestras no congeladas evaluadas a 30 dias después de los
tratamientos con crioprotectores, utilizando el Medio A, no se observaron
diferencias significativas entre las dosis probadas y el control (Tabla N° 11,
GraficoN° 1y 2, FiguraN° 3,4,5,6,7,8,9,10,11y12). Sin embargo, en
términos de recuperacion, la variedad Tacna (78%) mostr6 mayor tasa de
recuperacion gue la variedad Ccompis (65%).

En las muestras congeladas, se observo una leve diferencia significativa (< 0.1)

en la recuperacion; las dosis 0, 27uM y 54uM fueron significativamente

semejantes y mayores que las dosis 108uM y 161uM; el mayor porcentaje
(38%) se obtuvo con la dosis 27uM; no se observo  diferencia significativa
entre variedades (Tabla N° 11, GraficoN° 1y 2, FiguraN° 3,4,5,6,7,8,9,
10,11y 12).

4.1.1. Efecto del Sitosterol Medio A

El comportamiento de los apices no congelados en el Medio B
mostraron diferencias significativas (< 0.001) entre las dosis utilizadas y la
muestra control (0 uM) a los 30 dias de evaluacion (Tabla N°12), siendo
esta Ultima la que obtuvo el mayor porcentaje de sobrevivencia (88%) y
de recuperacion (59%), es de destacar que con la dosis 54uM se obtuvo
un resultado semejante a la del control, con 81% de sobrevivencia y 45%
de recuperacion. Las variedades utilizadas presentaron una respuesta
genotipo dependiente, siendo Tacna la que tuvo un mayor porcentaje de
sobrevivencia (84%) y recuperacion (51%).

Las muestras congeladas de ambas variedades presentaron una

diferencia significativa (< 0.05) de sobrevivencia, la muestra control tuvo



un mayor porcentaje (70%). Al igual que las muestras no congeladas, la
dosis 54uM presentd una aproximacion a la muestra control con 50% de
sobrevivencia; la recuperacion de los apices no presentd diferencias
significativas, donde la muestra control resulté con mayor viabilidad
(24%). Ambos genotipos presentaron una leve diferencia significativa (< 0.1
para la sobrevivencia y < 0.01 para la recuperacion), siendo Ccompis la
de mayor viabilidad (56% de sobrevivencia y 23% de recuperacion) (Tabla
N° 12, Grafico N° 3 y4, Figura N° 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19y 20).

La Tabla N° 13 muestra que la variedad Tacha presenta una mejor
interaccion con la dosis de 54uM en el post-congelamiento referente a la

sobrevivencia (81%) y recuperacion (61%)

4.2. Efecto de la Putrecina

Los resultados obtenidos con yemas apicales cultivadas en medio
enriquecido con putrecina no mostraron diferencias significativas entre el control
y las dosis utilizadas con muestras no congeladas, sin embargo hay que destacar
que la dosis de 250uM presento el mayor porcentaje de sobrevivencia (91%) y de
recuperacion (57%), mientras que los cultivares presentaron una minima
diferencia significativa en la sobrevivencia (< 0.1), siendo Ccompis la que presento
un mejor resultado (sobrevivencia 96% Yy recuperacion 64%). Los &pices
congelados mostraron una respuesta similar a los no congelados, destacandose
la dosis de 250uM con 72% de sobrevivencia, sin embargo el mayor porcentaje
de recuperacion se obtuvo con el medio control (32%); ambas variedades
presentaron diferencia significativa (< 0.001) tanto en la sobrevivencia como en la
recuperacion, superado por Ccompis con 83% y 38% respectivamente. (Tabla N°
14, Grafico N° 5y 6, Figura N° 3, 21, 22, 23, 24, 25y 26).



4.3. Efecto del Acido Ascorbico

EL efecto del acido ascérbico en los 4pices meristematicos no congelados
(Tabla N° 15, Grafico N° 7 y 8, Figuras 3, 27, 28, 29, 30, 31 y 32), present0 una
minima diferencia significativa (< 0.05) entre las dosis y el control, siendo este
ultimo el que obtuvo un mayor porcentaje de sobrevivencia (76%) y recuperacion
(51%), seguido por la dosis de 50 mg/L, presentando 71% de sobrevivencia y
49% de recuperacion, no habiendo diferencias significativas entre las dosis. Las
variedades presentaron diferencias significativas en la sobrevivencia de estos,
siendo Tacna la mejor (74%) en comparacion con Ccompis (49%). Las muestras
congeladas también presentaron diferencias significativas en cuanto a las dosis
aplicadas, tanto en su sobrevivencia (< 0.01) y recuperacion (< 0.05), destacando
con un mayor porcentaje de viabilidad la muestra control (65% en sobrevivencia y
29% en recuperacion). No presentaron diferencia significativa entre las

variedades utilizadas.

4.4 Efecto del Glutation Reductasa

Los resultados de las pruebas utilizando un medio MS enriguecido con
glutation reductasa, muestra que los apices meristematicos no congelados
evaluados a los 30 dias (Tabla N° 16, Grafico 9 y 10, Figuras 3, 33, 34, 35, 36, 37
y 38), no presentaron diferencias significativas entre las dosis probadas y la
muestra control, sin embargo es de destacar que el mayor porcentaje de
sobrevivencia (76%) y recuperacion (52%) fue obtenida con la dosis de 15 mg/I.
Se presentd diferencias significativas entre la sobrevivencia de las variedades (<
0.05), donde un mayor porcentaje fue obtenido con la variedad Tacha (78%); a
pesar de presentarse una diferencia significativa en la recuperacion, al igual que
en la sobrevivencia la variedad Tacna mostré un mayor porcentaje (44%). Los
apices congelados presentaron una respuesta similar a los apices no congelados,
siendo el control el que presentd un mejor porcentaje de sobrevivencia (65%) y
recuperacion (27%). La unica diferencia significativa (< 0.05) fue dada por la
recuperacion de las muestras de Ccompis, la que presentd un mayor porcentaje

(31%) que las muestras de la variedad Tacna (18%). En la Tabla N° 17, se



destaca que la variedad Ccompis presenta una mejor interaccion con la dosis de
15 mg/l (72% sobrevivencia 'y 41% recuperacion), mientras que la variedad Tacna
obtuvo mejor interacciébn con la dosis control (78 % sobrevivencia y 7%

recuperacion).



V. DISCUSION

5.1. Efecto del Sitosterol

Se conoce que los esteroles de la plantas no solo regulan los fluidos en la
membrana y la permeabilidad sino también modulan la actividad de las enzimas
en la unién en la membrana (Zhu, 2006). Sin embargo los estudios en cultivos de
tejidos vegetales utilizando sitosterol son casi nulos, probablemente la falta de
estos estudios se debe a la dificultad de la adiccion de sitosterol a los medios
respectivos. La literatura de Whitford y Manwaring (2004) y experiencias
preliminares demostraron que la dilucion de sitosterol para su adicion al medio de
cultivo requiere del uso de solventes inorganicos y detergentes. En el presente
trabajo se estudio el efecto del sitosterol en la respuesta a criopreservacion de
dos genotipos de papa (Tacha y Ccompis) probando la adiccion de este

compuesto a través de dos métodos de dilucion y adicciéon a los medios de cultivo.

Mediante el uso de sitosterol diluido en acetona y tween 20 (Medio A), no se
observd ningun efecto relevante tanto en la sobrevivencia como en la
recuperacion de los 4pices meristeméaticos no congelados y congelados en la
criopreservacion. Este resultado es corroborado con lo reportado por Van de
Houwe y col. (2004) donde se agreg6 0.1 a 0.5 mM de colesterol, sitosterol o
estigmasterol en un medio de pre-cultivo para criopreservacion de banana
utilizando el método de vitrificacion, obteniendo ninguna diferencia por la adicién
de esteroles mencionados. Las diferencias observadas entre genotipos
trabajados, en las muestras no congeladas, sugiere que la respuesta es genotipo
dependiente y que la variedad Tacha es mas tolerante que la variedad Ccompis a

los tratamientos estudiados.

Utilizando sitosterol diluido en 3 ml de acetona y 10.45 ml de etanol (90%)
introducido en papel filtro al medio de cultivo (Medio B), no se obtuvo ningun efecto
significativo, al igual que la respuesta obtenida con el Medio A, tanto para los

apices meristematicos congelados y no congelados. Las respuestas de los



genotipos (Tacna y Ccompis) tuvieron una pequefa diferencia significativa, siendo
Ccompis la variedad mas tolerante a los efectos de la criopreservacion. En
general se pudo observar que las variedades en estudio respondieron mejor los
primeros dias después del congelamiento y a medida que pasa el tiempo va
disminuyendo los porcentajes de sobrevivencia y recuperacion de los apices

meristematicos en el medio de cultivo.

Es importante destacar que en el presente estudio, en los controles no
congelados, en ninguno de los tratamientos con sitosterol se observo efecto téxico
de este quimico y de los crioprotectores, ya que las tasas de sobrevivencia fueron

semejantes a las observadas en el tratamiento sin sitosterol.

5.2. Efecto de la Putrecina

Nuestros resultados del ensayo demuestran que si bien no se obtuvo
una diferencia significativa entre las dosis utilizadas y el control la utilizacién de
250uM de putrecina destaco en la sobrevivencia y recuperacion de los apices
meristematicos congelados y no congelados. Esta respuesta coincide con
diferentes experimentos realizados donde se utilizé putrecina, entre ellos se
encuentra el de Sakkanokho y col. (2005), quienes utilizaron dos dosis de
putrecina (0.25 y 0.50 mg/L) en medios de cultivo para embriogénesis somatica y
regeneracion de plantas de algodén, donde el mejor resultado se obtuvo utilizando
0.5 mg/L de putrecina. Al igual que en el libro de E.F.George de 1993 se puede
encontrar multiples experimentos donde se aplic6é putrecina con buenos
resultados, entre ellos se puede destacar la dosis de 50-100 uM de putrecinay 25
uM de ornitina, los cuales estimularon la division celular y formacién de colonias
de callos en protoplasmas de Alnus . En el articulo escrito por Mendoza y Rocha
(2002) se describen diferentes experimentos realizados con poliaminas
(Putrecina, espermidina y espermina), donde se observd que la utilizacion de
estas ayuda a la estabilizacién, proteccion de la membrana contra dafios por
congelamiento, atenuacion de la deshidratacion y pérdida de la viabilidad, entre
otros efectos observados en diferentes especies, como la papa pastusa (Solanum

tuberosum L.) y la papa criolla (Solanum phureja Juz.et Buk). En el presente



experimento, se observo que la variedad Ccompis (S. tuberosum subsp andigena
var. chiar-imilla f. ccompis Ochoa) fue la que obtuvo mejores resultados en la

utilizacion de putrecina en su medio de cultivo.

5.3. Efecto del Acido Ascérbico

La incorporacion de acido ascorbico (AA) en el medio de cultivo obtuvo un
efecto negativo en la sobrevivencia y recuperacion, donde los meristemos
disminuian su viabilidad a medida que las dosis de AA incrementaban. La
viabilidad obtenida por las muestras no congeladas tratadas con 50 y 100 mg/L
de AA fue similar al control, mientras que la dosis mas alta declind la sobrevivencia
y recuperacion. Cuando las muestras fueron congeladas, todas las dosis de AA
redujeron significativamente la viabilidad, indicando que estas concentraciones de
acido ascorbico son téxicas para las plantas en estudio. La respuesta de los
cultivares Ccompis y Tacna al acido ascorbico fue similar. Al contrario de este
resultado, se ha reportado que el uso de AA mostr6 efectos positivos en el cultivo
de tejido de plantas especificas. Por ejemplo, AA exdgeno incrementd azucares
libres solubles en callos viejos de Nicotiana sp. y mejord la embriogénesis en
tabaco y otros cultivos (George, 1993). Asi también, AA aceler6 el comienzo de la
proliferacion de células en raices primordiales de Allium, Pisum y Lupinuc,
incrementando el nimero de células producidos durante la divisién celular en la
fase G1, y estimulé a las células del centro quiescente en el ciclo celular en maiz
y Allium sp. (Davey y col., 2000). Sin embargo, en el experimento conducido por
Pinto y col. (2008), en donde se estudiaron los factores de influencian en la
induccién de embriogénesis somética en Eucalyptus globulus Labill utilizando un
medio basal y agentes anti-oxidantes con 100 mg/L de AA. Este no obtuvo
resultados favorables, ya que no evité la necrosis de los embriones estudiados, lo
gue indica asi también que la utilizacion de antioxidantes en el medio de cultivo

tiene un efecto negativo en esta especie, por lo que su uso no es recomendado.



5.4. Efecto del Glutatiéon Reductasa

Los experimentos realizados en la presente investigacion con glutation
reductasa se obtuvieron resultados positivos en las muestras no congeladas con
la dosis de 15 mg/L. La recuperacion de los cultivares tuvieron una respuesta
genotipica en las muestras congeladas; la variedad Ccompis mostré una alta
recuperacion significante (20%) que Tacha (13%). Estos resultados mostraron
que el glutatién reductasa tiene un efecto positivo en la recuperacién de las
variedades en estudio; un efecto similar fue encontrado en la criopreservacion de
citrus, en el cual el uso de 10 mg/L de glutation reductasa incremento
significativamente la sobrevivencia y recuperacion de los meristemos (Wang y
Deng, 2004). En cuanto a la actividad antioxidante, glutation reductasa tiene
también un rol en la funcién metabdlica basica en el desarrollo y morfogénesis de
las plantas (Yeung y col, 2005), como la transicion G1/S del ciclo celular durante
el desarrollo post-embrionario de la raiz, acumulacion de antocianinas, la
programacién de la muerte celular y resistencia a patdgenos. La mayoria de las
funciones son basadas en el andlisis de plantas que contienen niveles bajos de

glutation (Rouhier y col, 2008).



VI. CONCLUSIONES

Las muestras no criopreservadas dieron mejores resultados que las sometidas
a criopreservacion (78.67% sobrevivencia y 52.99% recuperacion vs. 58.11%
sobrevivencia y 22.66% recuperacion respectivamente), lo que muestra que las
sustancias estudiadas reducen la viabilidad de los 4pices de papa (Ccompis y

Tacna).

e Las variedades utilizadas presentaron similar reaccion a las sustancias
utilizadas, la variedad Tacna obtuvo un 68.72% de sobrevivencia y 35.36%
de recuperacion, mientras que la variedad Ccompis se obtuvo 68.06% de

sobrevivencia y 38.88% de recuperacion.

e Las dosis utilizadas de sitosterol (27, 54, 108 y 161 uM) en el Medio A dio
resultados similares a la muestra control (77.90% sobrevivencia y 35.67%
recuperacion), en especial con la dosis 27 uM (77.84% sobrevivencia y

38.04% recuperacion), sin embargo a mayor dosis disminuye la viabilidad.

e Las dosis utilizadas (27, 54, 108 y 161 uM) en el Medio B enriquecido con
sitosterol no presentd ninguna influencia en la viabilidad de las muestras
estudiadas comparado con el control (70.21 % sobrevivencia y 23.57%

recuperacion).

e La concentracion de 250 uM (40mg/L) de putrecina aumenté la
sobrevivencia de las muestras congeladas (71.59%) como las no
congeladas (91.29%).

e Las concentraciones utilizadas de acido ascorbico en el medio de cultivo
de meristemos de papa tuvieron una influencia negativa en la viabilidad de

los mismos, disminuyendo de 45.83% a 28.69% en la sobrevivencia y de



20.65% a 10.83% en la recuperacién; en comparacion con el control, donde

alcanzé 65.83% sobrevivencia y 30.45% recuperacion.

La aplicacion de 15mg/L de glutation reductasa al medio de cultivo tuvo una
influencia positiva tanto en las muestras congeladas (60.14% sobrevivencia
y 25.40% recuperacién) como no congeladas (75.74% sobrevivencia y
51.88% recuperacion), similar a las muestra control (64.57% sobrevivencia
y 27.07% recuperacion para las muestras congeladas y 68.32%

sobrevivencia y 38.07% recuperacion para las muestras no congeladas).



VIl. RECOMENDACIONES

e Se recomienda investigar una metodologia mas simple para la
incorporacion de sitosterol al medio de cultivo, donde se pueda obtener el
aprovechamiento completo del quimico por la planta, ademéas de disminuir
los riegos de contaminacién u otros factores que puedan afectar la

viabilidad de las muestras.

e Realizar un experimento especifico con la dosis de 250uM de putrecina
para corroborar los resultados obtenidos en la presente tesis y a su vez
descartar efectos externos que puedan afectar la recuperacion de las

mismas.

e Se recomienda realizar experimentos con dosis mas bajas (>50 mg/L) de

acido ascorbico para descartar su toxicidad.

e Es importante continuar con la experimentacion con dosis mayores a 15
mg/L de glutation, para determinar la concentracion optima que favorezca

la criopreservacion de meristemos de papa.

e Por ultimo, se recomienda la utilizacion de otras variedades representativas

de papa a fin de corroborar los resultados obtenidos en la presente tesis.
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IX. ANEXOS

9.1 TABLAS

TABLA N° 1 MEDIO MURASHIGE & SKOOG (MS)

Compuestos

Volumen de la

litro de medio

Macronutrientes

NH4NO3 16,5
KNO3 19
CaCl2.2H20 4,4 100 ml
MgS04.7H20 3,7
KH2PO4 1,7
Micronutrientes
MnSO4.H20 1,69
ZnS04.7H20 0,89
H3BO3 0,62
Kl 0,083 100 ml
Na2Mo04.2H20 0,025

10 ml de soluciéon
CuS04.5H20 25mg/100ml
CoCl2.6H20 10 ml de solucion

25mg/100ml

Fuente de Hierro
FeSO4.7H20 0,00556 10 ml
Na2EDTA.2H20 0,00746
Vitaminas
Inositol 10
Nicotinico 0,05
HCI-Piidoxina 0,05 10 ml
Glicina 0,2
HCl-Tiamina 0,01




TABLA N°2 MEDIO DE CULTIVO PARA PRODUCCION DE PLANTAS MADRE

(MSAP)
Compuestos Cantidad
Sales MS* 43g
Stocks:
Gicina.HCl 2 mg/L
myo-inositol 100 mg/L
Acido nicotinico 0.5 mg/L
Piridoxina-HCI 0.5 mg/L
Tiamina-HCI 0.1 mg/L
Sacarosa 25 gr/L
Phytagel 3gr/L
pH 5,6

*Sales basales de Murashige & Skoog (1986)

TABLA N° 3 MEDIO DE CULTIVO PARA PROPAGACION (MSA)

Compuestos Cantidad
Sales MS* 43¢g
Stocks:

Acido giberélico 0.1 mg/L
Gicina.HCl 2 mg/L
myo-inositol 100 mg/L
Acido nicotinico 0.5 mg/L
Piridoxina-HClI 0.5 mg/L
Tiamina-HCI 0.1 mg/L
Sacarosa 25 gr/L
Agar 6 gr/L
pH 5,6

*Sales basales de Murashige & Skoog (1986)




TABLA N°4 MEDIO DE PRE — CULTIVO (MSA - 25)

Compuestos Cantidad
Sales MS* 43¢
Stocks:

Gicina.HCl 2 mg/L
myo-inositol 100 mg/L
Acido nicotinico 0.5 mg/L
Piridoxina-HClI 0.5 mg/L
Tiamina-HClI 0.1 mg/L
Sacarosa 25 gr/L
Phytagel 2.8 gr/L
pH 5,8

*Sales basales de Murashige & Skoog (1986)

TABLA N° MEDIO DE POST — CULTIVO | (MSA -0.3)

Compuestos Cantidad
Sales MS* 43¢
Stocks:

Acido giberélico 0.1 mg/L
Gicina.HCl 2 mg/L
myo-inositol 100 mg/L
Acido nicotinico 0.5 mg/L
Piridoxina-HClI 0.5 mg/L
Tiamina-HCI 0.1 mg/L
Kinetina 0.04 mg/L
Sacarosa 0.3 M (102 g)
Phytagel 2.8 gr/L
pH 5,8

*Sales basales de Murashige & Skoog (1986)




TABLA N° MEDIO DE POST —

CULTIVO Il (MSA-0.1)

Compuestos Cantidad
Sales MS* 43¢g
Stocks:

Acido giberélico 0.1 mg/L
Gicina.HCI 2 mg/L
myo-inositol 100 mg/L
Acido nicotinico 0.5 mg/L
Piridoxina-HClI 0.5 mg/L
Tiamina-HClI 0.1 mg/L
Kinetina 0.04 mg/L
Sacarosa 0.1M (34 g)
Phytagel 2.8 gr/L
pH 5,8

*Sales basales de Murashige & Skoog (1986)

TABLA N°7 CONCENTRACION DE LOUDING SOLUTION (LS)

Compuestos Cantidad
Sales MS* 43¢
Glicerol 2 M (73.7 ml)
Sacarosa 0.4 M (68.5g)
pH 58

*Sales basales de Murashige & Skoog (1986)




TABLA N°8 CONCENTRACION DE PVS2

Compuestos Cantidad
Sales MS* 43g
Glicerol 3.26 M (120 ml)
Etilen glicol 2.42 M (67.4 ml)
Dimetil sulféxido (DMSC 1.9 M (68.2 ml)
Sacarosa 0.4 M (68.5 g)
pH 5,8

*Sales basales de Murashige & Skoog (1986)

TABLA N°9 CONCENTRACION DE RECOVERY SOLUTION (RS)

Compuestos Cantidad
Sales MS* 43g
Stocks:

Gicina.HCl 2 mg/L
myo-inositol 100 mg/L
Acido nicotinico 0.5 mg/L
Piridoxina-HCl 0.5 mg/L
Tiamina-HCl 0.1 mg/L
Sacarosa 1.2 M (205.3 g)
pH 5,8

*Sales basales de Murashige & Skoog (1986)




TABLA N°10 CONCENTRACION DE QUIMICOS

CONCENTRACION DE DOSIS uM DOSIS mg/I
QUIMICOS UTILIZADOS
Sitosterol 27 - 161 11.15-66.9
Putrecina 125 - 375 20-40
Acido Ascorbico 50 — 150
Glutation Reductasa 5-15

TABLA N°11 RESULTADOS DE SITOSTEROL EN MEDIO A

RESPUESTA DE LAS VARIEDADES CCOMPIS Y TACNA EN MEDIO A ENRIQUECIDO CON SITOSTEROL

No Congelado Congelado
Efecto Sitosterol diluido
Dosis (UM) Medias+ES’ Medias+ES’
Sobrevivencia Recuperacion Sobrevivencia Recuperacion
(%) (%) (%) (%)
0 96.42+1.51 a 82.47+4.47 a 77.90+4.40 a 35.67+6.32 a
27 91.40+2.05 a 73.08+4.44 a 77.84+6.03 a 38.04+7.91
54 91.29+3.35 a 70.00+7.74 a 74.19+6.94 a 36.41+ 8.47 a
108 88.24+5.18 a 67.52+9.37 a 67.14+7.33 a 17.34+6.28 ab
161 89.37+3.53 a 62.49+7.14 a 65.03+7.12 a 23.58+6.30 b
C.Vv 11.55 30.07 27.88 71.84
Pr>F ? n.s n.s n.s n.s
Efecto Cultivar
Ccompis 89.35+2.62 a 64.51+4.42 b 76.45+4.32 a 35.50+5.65 a
Tacna 93.33+1.41 a 77.72+4.04 a 68.40+3.69 a 24.92+3.06 a
Pr>F ° n.s <0.01 n.s <0.1

'ES (error estandar)

2 Datos analizados por LSD

®Datos no mostraron homogeneidad de varianza
* Datos no mostraron normalidad



TABLA N°12 RESULTADO DE SITOSTEROL EN MEDIO B

RESPUESTA DE LAS VARIEDADES CCOMPIS Y TACNA EN MEDIO B ENRIQUECIDO CON SITOSTEROL

No Congelado Congelado
Efecto Sitosterol
papelito
Dosis (UM) Medias+ES* Medias+ES*
Sobrevivencia Recuperacion Sobrevivencia Recuperacién
(%) (%) (%) (%)°
0 88.44+3.55 a 58.67+6.02 a 70.21+6.90 a 23.57+6.04 a
27 78.78+4.16 bc 39.2845.74 b 44.88+6.68 b 15.84+6.04 a
54 80.60+5.12 ab 45.05+6.03 ab 50.21+7.58 ab 11.25+ 4.02 a
108 63.77+6.75 d 33.10+8.12 b 45.5049.29 b 14.94+ 7.11 a
161 68.46+5.06 cd 35.47+£5.77 b 38.70+6.70 b 12.92+5.03 a
CcCv 17.02 40.42 46.68 107.75
Pr>F 2 <0.001 <0.05 <0.05 n.s
Efecto Cultivar
Ccompis 68.52+3.95 b 34.17+4.66 b 55.77+5.31 a 23.30+4.31 a
Tacna 83.50+2.31 a 50.46+3.23 44.03+4.56 a 8.11+1.68 b
Pr>F? <0.001 <0.01 <0.1 <0.01

'ES (error estandar)
?Datos analizados por LSD

®Datos no mostraron homogeneidad de varianza

* Datos no mostraron normalidad




TABLA N° 13 RESULTADO DE LA INTERACCION DE SITOSTEROL EN MEDIO

B CON LAS VARIEDADES DE PAPA

INTERACCION LAS VARIEDADES DE PAPA CON SITOSTEROL EN MEDIO B

Medias+ES"
Cultivar/Dosis (mg/l) Sobrevivencia Recuperacion
(%) (%)

Ccompis : 0 88.00+5.61 a 60.95+11.19 a
Ccompis : 11.15 76.5748.19 ab 36.58+11.08 bc
Ccompis : 22.3 68.10+£6.19 29.574£5.25 cd
Ccompis : 44.6 46.8516.08 13.2146.50 d
Ccompis : 66.9 63.11+7.58 bc 30.5345.75 Cc
Tacna : 0 88.88+5.02 a 56.41+£5.94 ab
Tacna : 11.15 81.00+2.92 ab 42.00+ 4.64 abc
Tacna : 22.3 93.10+1.17 a 60.52+4.04 a
Tacna : 44.6 80.6945.02 ab 52.98+7.52 abc
Tacna : 66.9 73.8246.58 b 40.41+10.23 abc




TABLA N° 14 RESULTADO DE PUTRECINA EN MEDIO MS
RESPUESTA DE LAS VARIEDADES COMPIS Y TACNA EN MEDIO MS ENRIQUECIDO CON PUTRESCINA

No Congelado Congelado
Efecto de la Putrescina
Dosis (UM) Medias+SE" Medias+SE"
Sobrevivencia Recuperacion Sobrevivencia Recuperacion
%)° (%) (%) (%)

0 90,82+5.85 a 63.79£9.17 a 65,46+11,69 a 31.92+9.30 a
125 90,83+5,25 a 56.81+9.71 a 70,86+7,33 a 19.81+6.52 a
250 91,29+4,57 a 57.47+10.45 a 71594811 a 27.149.08 a
375 88,96+6,85 a 48.93+12.52 a 63,18+10,27 a 23.07£ 6.55 a

Ccv 17.13 54.31 31.99 69.76

Pr>F n.s n.s n.s n.s
Efecto del cultivar *

Ccompis 95.82+2,57 a 63.60+5.14 82,89+3,23 a 38.29+5.62 a
Tacna 85.13+4,47 b 49.90+8.64 52,6616,72 b 12.69+ 2.95 b

Pr>F <0.1 n.s <0.001 <0.001

'ES (Error Estandar)

? Datos analizados por LSD

® Resultados no mostraron homogeneidad de varianza
*Datos no mostraron normalidad



TABLA N° 15 RESULTADOS DE ACIDO ASCORBICO EN MEDIO MS

RESPUESTA DE LAS VARIEDADES CCOMPIS Y TACNA EN MEDIO MS ENRIQUECIDO CON ACIDO ASCORBICO

No Congelado Congelado
Efecto del Ac. Ascérbico
Dosis (mg/l)® Medias+SE" Medias+SE"
Sobrevivencia Recuperacion Sobrevivencia Recuperacion
(%) (%) (%) (%)

0 75.8316.76 a 50.00+6.83 a 65.83+5.11 a 30.45+7.31 a
50 71.23+7.42 a 51.01+9.41 a 45.83+7.35 ab 20.65+5.41 ab
100 61.58+11.04 ab 46.14+8.13 a 24.44+7.35 b 8.14+2.96 b
150 47.50+9.64 b 31.68+4.60 a 28.60+9.38 b 10.83+4.17 b

CcVv 23.25 41.40 41.45 78.63

Pr>F <0.05 n.s <0.01 <0.05

Efecto del cultivar ?
Ccompis 48.53+5.68 b 38.00+5.14 a 35.11+7.97 a 18.75+5.23 a
Tacna 79.54+4.14 a 51.40+5.19 a 47.24+5.36 a 16.28+ 3.34 a
Pr>F <0.001 <0.1 n.s n.s

'ES (Error Estandar)

2 Datos analizados por Kruskal Wallis

® Datos analizados por LSD

* Resultados no mostraron homogeneidad de varianza



TABLA N° 16 RESULTADO DE GLUTATION REDUCTASA EN MEDIO MS

RESPUESTA DE LAS VARIEDADES CCOMPIS Y TACNA EN MEDIO MS ENRIQUECIDO CON GLUTATION

No Congelado Congelado
Efecto del Glutation
Dosis (mg/l) Medias+SE" Medias+SE"
Sobrevivencia Recuperacién Sobrevivencia Recuperacién
(%) (%) (%) (%)
0 68.32+ 6.53 a 38.0745.57 a 64.57+ 7.56 a 27.07+8.80 a
5 75.31+7.51 a 4445+ 7,92 a 57.34+8.57 a 25.20+5.98 a
10 66.59+5.61 a 37.54+4.75 a 55.0446.76 a 19.85+4.67 a
15 75.74+ 5.09 a 51.88+6.59 a 60.14+5.84 a 25.40+7.13 a
CvVv 22.54 42.59 30.76 67.11
Pr>F 2 n.s n.s n.s n.s
Efecto del cultivar
Ccompis 65.47+4.29 42.16+4.98 62.69+3.71 30.46+3.69 a
Tacna 77.51+£3.94 43.81+4.10 55.8615.95 18.30+5.08 b
Pr>F ° <0.05 ns ns <0.05

'ES (error estandar)

2 Datos analizados por LSD

®Datos no mostraron homogeneidad de varianza
* Datos no mostraron normalidad



TABLA N° 17 RESULTADO DE LA INTERACCION DE GLUTATION
REDUCTASA CON LAS VARIEDADES DE PAPA

INTERACCION DE LAS VARIEDADES DE PAPA CON GLUTATION

Medias+ES"
Cultivar/Dosis (mg/l) Sobrevivencia Recuperacion
(%) (%)
Ccompis : 0 51.25+5.15 bc 17.50+ 6.61 ab
Ccompis : 5 60.31+10.81 abc 34.06+8.53 a
Ccompis : 10 66.92+4.51 abc 20.70+2.81 ab
Ccompis : 15 72.2945.42 ab 40.58+7.34 a
Tacna : 0 77.90+£11.05 a 7.35£16.02 a
Tacna :5 54.37+14.83 bc 16.34+ 6.47 ab
Tacna : 10 43.16+ 9.94 C 10.00+ 5.40 b
Tacna : 15 48.00+5.58 bc 10.2245.43 b
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GRAFICO N° 2 EFECTO DEL SITOSTEROL EN MEDIO A EN LAS VARIEDADES

DE PAPA
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GRAFICO N° 3 RESULTADO DE SITOSTEROL EN MEDIO B
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GRAFICO N° 5 RESULTADO DE PUTRESCINA
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GRAFICO N° 6 EFECTO DE PUTRESCINA EN LAS VARIEDADES DE PAPA
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GRAFICO N° 7 RESULTADO DE ACIDO ASCORBICO
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GRAFICO N° 9RESULTADO DE GLUTATION REDUCTASA
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GRAFICO N° 10 EFECTO DE GLUTATION REDUCTASA EN LAS VARIEDADES

DE PAPA
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TACNA

9.3 FIGURAS

FIGURA N° 1 Pedigri Variedad Tacna
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FIGURA N° 2 Pedigri Variedad Ccompis
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FIGURA N° 3 MUESTRAS CONTROL DE LA CRIOPRESERVACION DE LA
VARIEDAD CCOMPIS

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 4 MUESTRA CONTROL DE LA CRIOPRESERVACION DE LA
VARIEDAD TACNA

Muestra No Congelada Muestra Congelada




FIGURA N°5 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 27 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO A

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 6 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 54 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO A
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FIGURA N°7 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 108 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO A
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FIGURA N°8 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 161 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO A

Muestra No Congelada

Muestra Congelada



FIGURA N°9 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
27 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO A

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 10 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
54 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO A




Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 11 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
108 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO A

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 12 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
161 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO A

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 13 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 27 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO B

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 14 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 54 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO B

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 15 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 108 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO B

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 16 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 161 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO B

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 17 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
27 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO B

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 18 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
54 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO B

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 19 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
108 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO B

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 20 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
161 uM DE SITOSTEROL EN MEDIO B

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 21 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 125 uM DE PUTRESCINA

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 22 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 250 uM DE PUTRESCINA

Muestra No Congelada Muestra Congelada




FIGURA N° 23 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 375 uM DE PUTRESCINA

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 24 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
125 uM DE PUTRESCINA

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 25 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
250 uM DE PUTRESCINA

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 26 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
375 uM DE PUTRESCINA

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 27 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 50 mg/L DE ACIDO ASCORBICO

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 28 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 100 mg/L DE ACIDO ASCORBICO

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 29 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 150 mg/L DE ACIDO ASCORBICO

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 30 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
50 mg/L DE ACIDO ASCORBICO

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 31 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
100 mg/L DE ACIDO ASCORBICO

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 32 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
150 mg/L DE ACIDO ASCORBICO

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 33 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 5 mg/L DE GLUTATION REDUCTASA

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 34 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 10 mg/L DE GLUTATION REDUCTASA

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 35 MUESTRAS DE LA VARIEDAD CCOMPIS CRIOPRESERVADA
CON 15 mg/L DE GLUTATION REDUCTASA

Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 36 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
5 mg/L DE GLUTATION REDUCTASA

Muestra No Congelada Muestra Congelada



FIGURA N° 37 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
10 mg/L DE GLUTATION REDUCTASA
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Muestra No Congelada Muestra Congelada

FIGURA N° 38 MUESTRAS DE LA VARIEDAD TACNA CRIOPRESERVADA CON
15 mg/L DE GLUTATION REDUCTASA

Muestra No Congelada Muestra Congelada



