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Desafortunadamente, en Bolivia variedades nativas estan siendo desplazadas por las comerciales, provocando la re-
duccion o descarte de su produccion al no tener un mercado seguro, poniendo en riesgo su conservacion. El objetivo
de la investigacion se centr6 en evaluar dos medios de cultivo M&S en la fase multiplicacion de tres variedades de
papa nativa (Solanum sp.) de la comunidad Millimbaya, municipio Tacacoma, para la conservacién de especies nati-
vas. Por lo cual, se ha muestreado tres variedades de papa nativa de Tacacoma: Pichuya, Llok alla y Pato Kayo, las
cuales, tras un proceso de seleccion de explantes y desinfeccion de brotes fueron establecidas in vitro a 21+1° C, flujo
luminoso de 2000 Im y fotoperiodo 16:8 h, por 25 dias. En la fase multiplicacion, se empled el disefio experimental
factorial asimétrico para el estudio de los factores: variedad y medio de cultivo, donde las variables respuestas eva-
luadas fueron: altura del tallo, nimero de hojas y entrenudos. Los resultados de la investigacion mostraron la prefe-
rencia de las variedades Pichuya y Llok’alla al medio MS1(MSP01) compuesto de 332.2 mg/L CaCl,, 180.7 mg/L
MgSO, y 16.9 mg/L MnSQ,, al presentar mayores promedios en longitud, nimero de hojas y entrenudos que al ser
cultivados en medio MS2, y la respuesta favorable de la variedad Llok alla al medio MS2.
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Unfortunately, in Bolivia native varieties are being displaced by commercial ones, causing the reduction or discarding
of their production because they do not have a secure market, putting their conservation at risk. The objective of this
research is to evaluate two M&S culture media in the multiplication phase of three native potato varieties (Solanum
sp.) from the Millimbaya community, Tacacoma municipality, for the conservation of native species. Therefore, three
native potato varieties from Tacacoma were sampled: Pichuya, Llok alla y Pato Kayo, which, after a process of
selection of explants and disinfection of shoots, were established in vitro at 21+1° C, 2000 Im light flux and photo-
period 16:8 h, for 25 days. In the multiplication phase, the asymmetric factorial experimental design was used for the
study of the factors: variety and culture medium, where the evaluated response variables were: stem height, number
of leaves and internodes. The results of the research showed the preference of the varieties Pichuya and Llok alla to
the MS1(MSP01) medium composed of 332.2 mg/L CaCl,, 180.7 mg/L MgSO, and 16.9 mg/L MnSO,, when pre-
senting greater averages in length, number of leaves and internodes than when cultivated in MS2 medium, and the
favorable response of the Llok'alla variety to MS2 medium.
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Introduccion

El cultivo de papa en Bolivia, es considerado la base
de la dieta alimentaria de la poblacion boliviana y
sustento econdmico de familias que habitan en el &rea
rural. En 2017, se constituyé como el cultivo ances-
tral de mayor superficie, ocupando, una extension de
182675.0 ha con produccion de 1 174743.7 qq?.
Bolivia cuenta con una amplia variedad de papas, por
la diferencia en altitud, clima, suelo y fisiografia de
las regiones que la producen. Se cuenta con 18 varie-
dades que se cultivan comercialmente2, de un total de
1555 variedades conocidas?.

Ramos Yucra?, menciona, que, de todas las varieda-
des, la Huaycha (Solanum tuberosum sp.) es la méas
cultivada, por un mercado asegurado en las principa-
les ciudades de Bolivia, sin embargo, variedades na-
tivas no comerciales son cultivadas para el autocon-
sumo de familias productoras en superficies reduci-
das, al carecer de oportunidades de mercado. Este es-
guema, esta provocando que mas familias producto-
ras reduzcan o descarten la produccion de variedades
nativas, si pierda progresivamente el conocimiento
local ancestral de técnicas de conservacion, se re-
duzca la disponibilidad y cantidad de semillas nati-
vas, provocando la pérdida gradual de variedades de
papa nativa (erosion genética).

La aplicacion de herramientas biotecnolégicas, como
el cultivo in vitro, permitiran obtener explantes libres
de patdgenos, aseguran buen desarrollo al crecer en
medio de cultivo con los elementos nutricionales ne-
cesarios, incrementan el rendimiento de la variedad y
es una alternativa para la propagacion masiva de
plantulas, al requerir periodos cortos de tiempo y es-
pacio reducido haciéndola una técnica potencial para
la recuperacion ex situ de variedades de papa nativa®.
Por su parte, Aliaga Garcia®, menciona que el éxito
que se obtenga en cultivos vegetales, dependera del
uso del medio adecuado con las sustancias quimicas
necesarias y combinaciones apropiadas de sus com-

ponentes.

Por lo mencionado, el objetivo de la presente inves-
tigacion se centr6 en evaluar 2 medios de cultivo
M&S en la fase multiplicacion de 3 variedades de
papa nativa (Solanum sp.) de la comunidad Millim-
baya, municipio Tacacoma, para la conservacion de
especies nativas.

Materiales y métodos

El estudio fue desarrollado en instalaciones del La-
boratorio de Biotecnologia Vegetal dependiente de la
Unidad de Investigacion Ciencia y Tecnologia
(UICYT) de la Escuela Militar de Ingenieria (EMI)
Unidad Académica La Paz - Bolivia, campus univer-
sitario Alto Irpavi, ubicado en coordenadas (UTM)
598000.00 m E y 8171886.00 m S, 19S.

Muestreo de variedades de papa nativa. EI material
vegetal de las 3 variedades de papa nativa (Solanum
sp.) Pichuya, Llok"alla y Pato Kayo, se obtuvo de una
parcela productiva perteneciente a la comunidad Mi-
Ilimbaya, Municipio de Tacacoma, en coordenadas
(UTM) 538830.877 mE y 8273262.153 mS, 19S.
Para la toma de muestra, se adopt6 el protocolo reco-
mendado en el manual de tejido vegetal’, su eleccién
se sustenta en que dias previos al muestreo los culti-
vos fueron afectados por heladas durante su desarro-
Ilo en campo, por lo que se consideré importante el
muestreo de plantulas completas para recuperar los
meristemos no dafiados en laboratorio.

El procedimiento consistid en el muestreo de plantu-
las completas con suelo del lugar, posteriormente, se
las introdujo en bolsas de muestreo debidamente eti-
guetadas, para finalmente ser almacenadas en un con-
tenedor para evitar cualquier dafio mecéanico durante
su traslado al laboratorio.

Fase 0: Seleccion y desinfeccion del material vege-
tal. Seguido al muestreo, el material vegetal fue lle-
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vado al laboratorio 24 h después, para proseguir con
la seleccion en base a las caracteristicas de los ex-
plantes, eligiendo aquellas con buena condicion sani-
taria, para reducir el riesgo de contaminacion por
hongos y bacterias durante el establecimiento del cul-
tivo in vitro®,

Seleccionados los segmentos, se procedio a la desin-
feccion, se lavd los explantes con una gota de deter-
gente y agua, seguido de una desinfeccion en alcohol
al 70 % (v/v) durante 1 min, posteriormente se su-
mergi6 en una solucion de hipoclorito de sodio al 3
% (v/v) por 10 min, finalmente enjuagados 3 veces
en agua destilada al interior de la camara de flujo la-
minar?,

Fase 1: Establecimiento. Los segmentos desinfecta-
dos de las 3 variedades, fueron cultivados al interior
de la camara de flujo laminar en 14 tubos de ensayo
de 10 cm con medio de cultivo M&S, se prepar6 500
mL de éste, empleando 2.165 g de Murashige and
Skoog Basal Salts MSPO01, sacarosa al 3% (p/v), 0.05
g de Myo-inositol?, 15 mL de pantotenato de calcio
y 2 mL de vitaminas. El pH inicial 4.4 se ajust6 a 5.7
con NaOH al 0.1 N para culminar con su autocla-
vado a 121° C, con previa adicion de 2.15 g de agar.
Los explantes cultivados fueron llevados a la cAmara
de crecimiento vegetal expuestas a una temperatura
promedio de 21+1° C vy luz artificial proporcionada
por un foco LED de 20 W y flujo luminoso de 2000
Im, con fotoperiodo 16:8 h (luz/oscuridad), por 25
dias.

Los parametros evaluacion fueron: longitud del tallo
(LT), numero de hojas (NH), ausencia o existencia de
contaminacion microbiana (C), a objeto de analizar
el crecimiento de cada variedad y su adaptacién al
medio.

Fase 2: Multiplicacion. Transcurridos 25 dias del
cultivo de segmentos establecidos, se seleccion6 a
aquellos cultivos axénicos que lograron adaptarse,
con caracteristicas fisiolégicamente vigorosas, para
su repique a partir de cortes transversales del tallo
con yema axilar de 0.4 cm, sembrados en medio de
cultivo MS12 en camara de flujo laminar y expuestas
a mismas condiciones ambientales de 21+1° C, flujo
luminoso de 2000 Im, y fotoperiodo 16:8 h por 30
dias, para la obtencion de material prenuclear ante el
numero reducido de vitroplantas adaptadas al medio
en la fase establecimiento.

Habiendo obtenido un mayor nimero de material ve-
getal prenuclear, se prosiguié a identificar qué medio
de cultivo es el ptimo para obtener un mayor rendi-
miento en crecimiento de 3 variedades. Se empleo el
disefio experimental “factorial asimétrica”, consti-
tuido de 2 factores, variedad (A) y medio de cultivo
(B), el primero, constituido de 3 niveles (A= Pi-
chuya, A.= Llok™alla y As= Pato Kayo) y 2 niveles
(Bi= MS1 y B,= MS2) (Tabla 1), considerando 11
repeticiones por tratamiento estableciéndose 66 co-
rridas experimentales.

Establecido el disefio, se preparé 1 L de medio de
cultivo MS1 y MS2%2, autoclavados a 15 psi y 121°
CE.

Tabla 1 Tratamientos evaluados en la fase multiplicacion de meristemos de tres variedades de papa nativa

Tratamiento  Cloruro de Calcio

Sulfato de Magnesio

Sulfato de Manganeso

(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Ms1 332.200 180.700 16.900
MS2 440.200 370.700 22.300

Seguidamente, se obtuvo nuevos explantes a partir de
cortes transversales sucesivos de nudos provenientes
de la siembra meristematical®, cada segmento tuvo
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experimentales establecidas. Los cultivos fueron ex-
puestos por 29 dias a mismas condiciones ambienta-
les que en la fase de establecimiento, se evaluaron las
variables: ausencia o existencia de C, LT, NH y nu-
mero de entrenudos (NEN).

Durante 29 dias, de manera periddica se realizo el le-
vantamiento de datos de las variables de estudio, te-
niendo un total de 6 evaluaciones, siendo estos regis-
trados en el Software Minitab 19 Trial para su poste-
rior andlisis estadistico y construccion de la curva de
crecimiento por variedad.

Resultados

Desarrollo de plantulas de papa nativa, fase estable-
cimiento. Los resultados de LT, la variedad Pato
Kayo presenta la mayor altura con 4.7 cm, en com-
paracion a Pichuya y Llok"alla que alcanzaron a 2.2
y 2.6 cm respectivamente.

En cuanto al NH por vitroplanta, Pato Kayo desarro-
116 9 hojas, Llok alla 8 y Pichuya 5.

A fin de establecer el porcentaje de explantes por va-
riedad que lograron adaptarse al medio de cultivo y
condiciones controladas de luz y temperatura, a partir
de la variable C, la sobrevivencia fue 60 % Pichuya
y Llokalla, 25 % para la variedad Pato Kayo.

El porcentaje de explantes contaminados por varie-
dad, 25 % de explantes de la variedad Pato Kayo es-
tablecidos se contaminaron 20 % en Pichuya y 60 %
en Llok alla.

Algunos explantes de las variedades cultivadas, en
los 25 dias de evaluacidn, no incrementaron la LT, y
presentaron tonalidades amarillentas a canela en su
estructura, indicativos de presencia de oxidacion. Re-
gistrandose porcentajes de oxidacion, Pato Kayo 50
%, Pichuya y Llok"alla 20 y 40 % respectivamente.
Evaluacion del desarrollo de plantulas, fase multi-
plicacion. Se analizaron los datos recabados de las 66
corridas experimentales en los parametros: LT, NH,
NEN.

Figura 1 Variedades nativas de papa sometidas a tratamiento MS1 y MS2, dia 29

Pato Kayo, MS1

Pichuya, MS2

Llok alla, MS2

Pato Kayo, MS2
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Sin embargo, a su vez se construyd la curva de creci-
miento de cada variedad cultivada in vitro, en base a
la medicion de la variable LT por variedad (Figuras
2, 3y 4), la fase de adaptacion tiene una duracién de
14 dias, para dar inicio a la fase exponencial, Pato
Kayo obtuvo el crecimiento méas acelerado, alcan-
zando para el dia 29 una longitud promedio de 5.44
cm, en comparacion a Pichuya y Llok™alla con una
longitud promedio de 3.6 cmy 1.44 cm para el dia 29
respectivamente.

Figura 2 Curva de crecimiento variedad Pichuya
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Figura 3 Curva de crecimiento Llok"alla
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Para el dia 29, se registr6 un porcentaje de 31.8 % de
explantes contaminados de los cultivados.
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Con empleo del Software Minitab 19 Trial se realizo
el célculo del anélisis de varianza al 95 % de confia-
bilidad, para las 3 variables respuesta de estudio, con-
siderando para cada resultado: i) Si el valor de pro-
babilidad > al nivel de significancia (Valor p) a =
0.05, no existe significancia. ii) Si el valor de proba-
bilidad < al nivel de significancia a = 0.05, existe sig-
nificancia.

Figura 4 Curva de crecimiento Pato Kayo
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Del analisis de varianza de LT, Tabla 2, se determina
que los valores de la probabilidad (valor p) asociados
al estadistico F, de los factores, son menores al nivel
de significancia a = 0.05, es decir, los factores con-
siderados inciden significativamente en la longitud
final alcanzada (Tabla 2), afirmando que, la media de
los factores, son estadisticamente distintos, lo cual es
comprobado con la prueba Tukey al no compartir le-
tras (Tabla 3).

A partir del anélisis de varianza del NH (Tabla 2), se
establece, que los valores de la probabilidad de los
factores de estudio, son mayores al nivel de signifi-
cancia a = 0.05, vale decir, que los factores conside-
rados no incide significativamente en la variable res-
puesta, brote total de hojas, confirmando, que la me-
dia de los factores considerados son estadisticamente
iguales, lo que se verifica con la comparacion de pa-
rejas Tukey (Tabla 3).
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Finalmente, del andlisis de varianza del NEN (Tabla
2) se determina que los valores de la probabilidad del
factor variedad, son menores a = 0.05, evidenciando

que los factores de estudio inciden significativa-
mente en la cantidad final de entrenudos obtenidos,
vale decir, que, la media de los factores, son estadis-
ticamente distintos, que es comprobado con la prueba
Tukey (Tabla 3).

Tabla 2 Andlisis de varianza: LT, NH, NEN

Longitud del tallo

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor p
Medio de cultivo 1 53.28 53.28 15.68 .000
Variedades 2 63.97 31.984 9.42 .000
Error 60 203.82 3.397

Total 65 3725

Ndmero de Hojas

Medio de cultivo 1 6.524 6.524 2.27 137
Variedades 2 18.824 9.412 3.27 .045
Error 60 172.466 2.874

Total 65 259.872

NUmero de entrenudos

Medio de cultivo 1 7.168 7.168 4.99 .029
Variedades 2 14.78 7.39 5.15 .009
Error 60 86.125 1.435

Total 65 139.596

Tabla 3 Comparaciones de parejas Tukey: LT, NH, NEN

Longitud del tallo

Factor N Media  Agrupacion
Medio de MS1 33  3.264 A
cultivo MS2 33 1.467 B
. Pato Kayo 22 3578 A
;’g'eda’ Pichuya 2 2352 A B
Llok alla 22 1167 B
Numero de hojas
Mediode  MS1 33 296212 A
cultivo MS2 33 233333 A
Pato Kayo 22 3.28409 A
Variedades  Pichuya 22 2.68182 A
Llok alla 22 197727 A
Numero de entrenudos
Medio de MS1 33 200758 A
cultivo MS2 33 134848 A
Pato Kayo 22 2.26136 A
Variedades  Pichuya 22 1.67045 A B
Llok alla 22 1.10227 B
De los resultados obtenidos del analisis de varianza y Es a partir de estos resultados de efectos principales,

las comparaciones de cada factor estudiado (prueba
Tukey), se determind los niveles que alcanzaron el
mayor promedio en LT, NH y NEN en vitroplantas

cultivadas.

gue se determina, que la variedad Pato Kayo, culti-
vada en medio de cultivo MS1, fue la que presenté el
mayor promedio en LT, NH y NEN, constituyéndose
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en la variedad mejor adaptada al medio de cultivo
MS1, en la fase de multiplicacién.

La Figura 5 de longitud promedio de la vitroplanta,
indica, el efecto positivo del medio MS1 en varieda-
des Pichuya y Pato Kayo, al alcanzar alturas de 3.12
y 5.08 cm respectivamente, a diferencia de la varie-
dad Llokalla que alcanz6 una longitud promedio-
mayor al cultivarse en medio MS2.

Figura 5 Efecto del medio MS1y MS2 en la longitud de
vitroplantas

Pato Kayo
Llok alla
Pichuya

MS1 MS2

Pichuya mLlok alla

Longitud promedio (cm)
o

Figura 6 Efecto del medio MS1y MS2 en el nimero de
hojas

Pato Kayo
Llok"alla
Pichuya

N° de hojas

MS1 MS2

Pichuya mLlok alla

Figura 7 Efecto del medio MS1y MS2 en el nimero de
entrenudos

Pato Kayo
Llokalla
Pichuya

MS1 MS2

Pichuya ®Llok’alla mPato Kayo

N° promedio de entrenudos
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En cuanto al NH de cultivos sembrados en medios
MS1 y MS2, la Figura 6 las variedades Pichuya y
Pato Kayo cultivadas en medio MS1, desarrollaron
un mayor NH (4) que las cultivadas en medio MS2.
Por su parte, la variedad Llok alla alcanz6 una mayor
NH desarrolladas al ser cultivadas en medio MS2 (3).
Respecto al NEN, Figura 7, se alcanzaron resultados
favorables en cultivos de las variedades Pichuya y
Pato Kayo sembrados en medio MS1, con un prome-
dio de 2 y 3 entrenudos respectivamente, a diferencia
de los cultivados en el medio MS2, sin embargo, para
la variedad Llok alla, el medio MS2 resulté el 6ptimo
para desarrollar mayor NEN (2).

Discusioén

El anélisis de los parametros evaluados en la fase de
establecimiento, permitié obtener resultados prelimi-
nares del comportamiento de las 3 variedades de papa
nativa respecto a su adaptacion a condiciones contro-
ladas de laboratorio, revelando que a pesar que las
plantas madre para la obtencién de meristemos han
sufrido previamente condiciones de estrés por hela-
das durante su desarrollo en campo, y de contar con
un namero reducido de explantes con condicion sa-
nitaria se ha logrado recuperar vitroplantas vigorosas
gue han sobrevivido a su establecimiento en labora-
torio.

Como se ha observado, en la fase establecimiento, se
obtuvieron resultados variables en el porcentaje de
sobrevivencia, contaminacion y presencia de oxida-
cién en funcidn a la variedad cultivada. Las varieda-
des que respondieron favorablemente al protocolo
adoptado en la desinfeccion y condiciones de cultivo
en su establecimiento: Pichuya y Llok™alla, al lograr
obtener el 60 % de explantes sobrevivientes, presen-
tando un porcentaje de contaminacion del 20 y 0 %,
y oxidacion del 20 y 40 %, respectivamente. A com-
paracion de la variedad Pato Kayo, que alcanz6 un
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porcentaje de sobrevivencia del 25 %, contaminacion
del 25 % y oxidacion del 50 %.

Los resultados variables en el porcentaje de contami-
nacién obtenido por variedad, podria deberse al pro-
tocolo adoptado para la desinfeccion de explantes,
Perea Dallos et al.®, mencionaron que es importante,
gue no todos los explantes requieren el mismo pro-
ceso de desinfeccion, ya que podria variar por la mor-
fologia y condiciones ambientales a las que estaban
expuestos. Por tanto, probablemente, al ser varieda-
des muestreadas de campo, Pato Kayo, pudo estar ex-
puesto a mayores agentes patogenos, por lo cual re-
queriria otro protocolo de desinfeccion.

En cuanto al porcentaje de oxidacién, podria deberse
a la concentracion de NaClO empleado, al no ser la
ideal de acuerdo a las caracteristicas del explante de
cada variedad, o que el enjuague no ha sido suficiente
para eliminar los restos de hipoclorito®,

Por otra parte, en la literatura cientifica no se han des-
crito investigaciones semejantes, que evallen el em-
pleo de un medio de cultivo MS€ en el cultivo in vi-
tro de variedades nativas de papa, 0 antecedentes que
evallen la adaptacion y crecimiento de las variedades
Pichuya, Llok’alla y Pato Kayo al medio MS basico,
mediante este estudio fue posible conocer su res-
puesta.

Respecto a los resultados obtenidos en la fase multi-
plicacién, se ha logrado construir la curva de creci-
miento de cada variedad evaluada, revelando, que en
todos los casos, la fase adaptacion tuvo una duracion
de 14 dias, sin embargo, en la fase exponencial se ob-
servé variaciones en la respuesta, Pichuya y Pato
Kayo presentaron una respuesta positiva al medio
MS1 en comparacion a los resultados obtenidos al ser
cultivados en medio MS2, siendo Pato Kayo, la va-
riedad que presento mayor crecimiento exponencial.
En contra posicion, la variedad Llok"alla present6 un

crecimiento exponencial mayor al ser cultivas en me-
dio MS2.

El analisis de varianza, realizado con empleo del
Software Minitab 19, permiti6 observar la significan-
cia de los factores considerados en el estudio (medio
de cultivo y variedad), los que inciden significativa-
mente en la LT y NEN con un valor p menor a 0.05.
Asi mismo, el analisis de efectos principales, eviden-
cia que la variedad Pato Kayo cultivada en medio
MS1, presento mejor respuesta en LT, NH y NEN,
siendo a su vez la mejor adaptada al medio MS1.
Asi mismo, la variedad Pichuya alcanzo mayor LT,
NH y NEN al cultivarse en medio MS1, en compara-
cion a la variedad Llok"alla con una respuesta favo-
rable al medio MS2.

Los resultados en funcion a cada variedad, podrian
estar influenciados por la variacion de concentracion
en CaCl;, MgSO. y MnSO, en los medios MS1 y
MS2 (Tabla 1), la preferencia de las variedades Pi-
chuya y Pato Kayo al medio MS1 compuesto de
332.2 mg/L CaCly, 180.7 mg/L MgSO. y 16.9 mg/L
MnSQy, y de Llok"alla al medio MS2 con 440.2 mg
CaCly, 370.7 mg/L MgSOs y 22.3 mg/L MnSOs. Fi-
nalmente. el medio de cultivo indicado para la propa-
gacion in vitro masiva de variedades nativas Pichuya
y Pato Kayo indicado seria el medio MS1y MS2 para
Llokalla, constituyéndose una alternativa para su
conservacion.
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