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1. RESUMEN

La tecnologia de la semilla sintética consiste en el encapsulamiento de un
explante meristematico para su cultivo in vitro o en condiciones directamente in vivo.
Esta tecnologia aumenta la proteccién del material vegetal y facilita su manipulacion,
por lo que es utilizada, adicionalmente, para la conservacion de germoplasma a largo
plazo o crioconservacion. El objetivo de este proyecto fue la evaluacion del
encapsulado de meristemas en una especie de importancia econémica como la papa

(Solanum tuberosum).

En los ensayos de crioconservacion se obtuvo la relacién entre el tiempo de
incubacion en la solucion vitrificadora PVS2 mod. y el porcentaje de sobrevivencia de
los meristemas encapsulados. No obstante, sera necesario realizar ensayos
adicionales para optimizar el protocolo de crioconservacion de los meristemas

encapsulados de papa.

En las pruebas de propagacion de las semillas sintéticas a condiciones de
invernadero se determiné que las caracteristicas propias del explante (tamafio y
calidad) asi como la humedad del sustrato fueron factores imprescindibles para una
adecuada sobrevivencia y desarrollo de las plantulas. Se determiné que la
esterilizacion del sustrato aumenté el porcentaje de sobrevivencia de los meristemas
encapsulados y que la fertilizacién peridédica acrecentd la vigorosidad de las

plantulas.

1.1. PALABRAS CLAVES: Meristemas encapsulados, alginato de calcio, semilla

sintética, Nitrégeno liquido, vitrificacion, crioconservacion.
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2. ABSTRACT

The technology of the synthetic seed consists on encapsulating meristematic
material for its culture under in vitro or in vivo conditions. This technology increases
the protection of the plant material and facilitates its manipulation. It is additionally
used for long-term storage of germplasm or cryopreservation. The objective of this
project was to evaluate the technique of meristems encapsulation for propagation and

conservation purposes in potato (Solanum tuberosum) an important economic specie.

In the cryopreservation tests, the existing relation between the time of
incubation in the vitrification solution PVS2 mod. and the percentage of survival of
meristems encapsulated was studied. However, it is necessary to make additional
tests to optimize the protocol of cryopreservation for meristems encapsulated of

potato.

In tests using synthetic seeds for propagation under greenhouse conditions,
the characteristics of the meristems (size and quality) as well as the humidity of the
substrate were essential factors for survival and development. We determined that
sterilization of the substrate increased the percentage of encapsulated meristems
survival and that periodic fertilization increased the vigor but not the percentage of

survival.

2.1. KEY WORDS: Meristems encapsulated, Calcium alginate, Synthetic seed, Liquid
Nitrogen , vitrification, cryopreservation.

t
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3. INTRODUCCION

El cultivo de tejidos vegetales es actualmente una de las ramas mas
desarrolladas de la biotecnologia. Esta disciplina incluye un conjunto de técnicas de
cultivo in vitro, donde se le proporciona a un explante (seccion de hoja, raiz, brote,
meristema u otras) las condiciones ideales, tanto nutricionales como fisicas, para que
alcance un desarrollo 6ptimo y se pueda establecer entonces, la multiplicacion clonal.
Se parte de la necesidad de introduccion de materiales a condiciones asépticas, y
luego de la multiplicacion de este material dentro del laboratorio, se termina un ciclo,

con la aclimatizacidon a condiciones nuevamente in vivo.

Para garantizar la sobrevivencia del material proveniente de laboratorio, es
necesario practicar ciertos cuidados en la etapa de acondicionamiento a condiciones
de invernadero o in vivo, ademas, esta etapa del cultivo de tejidos requiere de un

tiempo considerable.

La tecnologia de la semilla sintética, la cual consiste basicamente en el
encapsulado de un explante meristematico para su propagacion, nace como
respuesta a la urgencia de establecer métodos que reduzcan costos y tiempo en la
etapa de aclimatizacion a condiciones in vivo de los materiales provenientes de
laboratorio. La semilla sintética combina por un lado las ventajas de la reproduccién
asexual tales como: multiplicacion de poblaciones idénticas y crecimiento acelerado,
con las ventajas de la reproducciéon sexual o por semilla: facil manipulacion,

capacidad de almacenaje, proteccion del explante, entre otras.

12



Por otra parte, la tecnologia de las semillas sintéticas es utilizada también para
la conservacion a largo plazo o crioconservacion, debido a que facilita la
manipulacion y aumenta la proteccion de los materiales. La crioconservacion
consiste en la preservacion de cualquier material vivo a temperaturas ultrabajas,
realizado en nitrogeno liquido (-196 °C). Esta es la unica forma conocida de
conservacion a largo plazo y como procedimiento posee numerosas ventajas tales
como: estabilidad genética del material, implementacion en espacio reducido, bajos

costos y poca peligrosidad.

Por las razones anteriormente citadas, este proyecto se encaminé hacia la
evaluaciéon del encapsulado de meristemas (tecnologia de la semilla sintética), en

una especie de importancia econdmica como la papa (Solanum tuberosum).

La papa es una de los 10 alimentos mas consumidos a nivel mundial y por su
importancia ha sido objeto de numerosos estudios y mejoramiento a todos niveles,
desde la mecanizacién hasta mejoras genéticas. Esta especie constituye un modelo
ideal para las pruebas de la tecnologia de semilla sintética, debido a que es
tradicionalmente cultivada en condiciones in vitro, y que la preservacion de su
germoplama es de suma relevancia para salvaguardar caracteristicas genéticas de
importancia. Otros aspectos que hacen ideal a la papa como modelo de investigacion

son: sus requerimientos nutricionales basicos y su rapido crecimiento.

t
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

v' Evaluar la técnica de encapsulamiento de meristemas de papa (Solanum

tuberosum), para la crioconservacion y la propagacion en invernadero.

4.2. Objetivos especificos

v Evaluar el tratamiento de vitrificacién como protocolo de crioconservacion de

los meristemas encapsulados.

v' Determinar el adecuado pretretratamiento de vitrificacion, para alcanzar asi el

mayor porcentaje de sobrevivencia de los meristemas encapsulados.

v Determinar la relaciéon entre el tiempo de incubacion en la solucién vitrificadora

PVS2 mod. y la sobrevivencia de los meristemas encapsulados.

v" Determinar los principales factores que infieren en la adecuada propagacién

de los meristemas encapsulados directamente a condiciones de invernadero.

t
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5. REVISION DE LITERATURA

Las plantas presentan dos sistemas de propagacion: sexual y asexual.
La reproduccién sexual implica la unién o fusion de células sexuales masculinas y
femeninas, denominadas conjuntamente gametos. Esta fusion lleva el desarrollo de
un embrién y consecuentemente la formacion de semillas, las cuales seran
encargadas de provocar la germinacion de una nueva planta. La reproduccion sexual
implica la creaciéon de una poblacion de plantulas con genotipos nuevos y diferentes,
debido a los procesos genéticos presentados en la formacién de los gametos
(recombinacién, mutacién, y otros) (Artola, 2002; Flores-Vindas, 1999; Hartmann y
Kester, 1987).

Por su parte, la reproduccién asexual se da gracias a que cada célula contiene
todos los genes necesarios para el crecimiento y desarrollo de una planta completa,
por lo que cualquier conjunto de células, puede bajo condiciones especificas,
provocar el desarrollo de un nuevo individuo. El fendbmeno de reproduccién asexual
se presenta en forma natural por medio de érganos vegetativos especializados tales
como: tubérculos, rizomas, estolones, bulbos, entre otros. Sin embargo, el hombre en
su afan de aumentar el rendimiento de los cultivos, ha venido utilizando, desde hace
varias décadas, formas artificiales de reproduccion asexual como son: propagacion

por estacas, injertos y acodos.

En las ultimas décadas, el cultivo de tejidos ha abierto toda una nueva gama
de posibilidades de reproduccion. Esta disciplina abarca una serie de técnicas de
cultivo en condiciones asépticas, en donde se utilizan distintas partes de la planta
(meristemas, trozos de hojas, raices y células) a las que se les proporciona
artificialmente las condiciones fisicas y quimicas con el fin de inducir un crecimiento
optimo. Cultivo de meristemas, embriogénesis somatica, suspensiones celulares,
cultivo de anteras, cultivo de microestacas, son varias de las metodologias

ampliamente utilizadas en esta disciplina (Artola, 2002; CIAT, 1991; Dixon, 1991;

t

George y Sherrington, 1984; Hartmann y Kester, 1987).
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El éxito final de la propagacién por medio de cultivo de tejidos, depende de la
capacidad para manejar en el invernadero las plantas provenientes de laboratorio.
Sin embargo, es evidente que existen diferencias entre el crecimiento de plantas en
laboratorio y en invernadero. Para alcanzar el éxito, es necesario, un periodo de
aclimatizaciéon a condiciones in vivo o donde se pueda alcanzar un alto grado de
sobrevivencia, en un periodo de tiempo corto y con un costo reducido (Kity, S.F;
Villalobos, 1987).

El empleo de la semilla sintética busca alcanzar estos objetivos y obtener asi
un logro importante en la aclimatizacién de materiales vegetales provenientes de

cultivo de tejidos.

5.1. Semilla sintética

Una semilla es definida como aquella unidad formada de un embridn cigético y
su provision de alimento almacenado, rodeados por cubiertas protectoras. Las
semillas naturales tienen, en su mayoria, un contenido de humedad bajo, un
metabolismo a nivel reducido y no presentan actividad aparente de crecimiento sino
hasta la germinacion. La semilla sintética mantiene muchas de estas caracteristicas,
pero adquiere otras nuevas gracias a su naturaleza de propagacidn vegetativa
(Hartmann y Kester, 1987; Lépez, S.F).

Inicialmente los investigadores utilizaron el concepto de semilla sintética
desde un punto de vista estricto, definiendo a esta aplicacién, como la ingenieria de
los embriones somaticos, donde es utilizado el encapsulamiento como forma de
propagacion. No obstante, en la actualidad esta definicion ha sido revolucionada

debido a la posibilidad del encapsulado de otros tejidos con capacidad meristematica

(Artola, 2002; Muniswamy et al, 2000). |t‘
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Se define entonces, tecnologia de la semilla sintética (TSS) como el
revestimiento de cualquier material vegetal meristematico tal como: embriones
somaticos, meristemas, brotes o microestacas. El revestimiento debe constar de dos
partes: una lamina externa la cual fortalece y protege la semilla y una solucion
interna con nutrientes requeridos por el explante para su desarrollo (endospermo
artificial). Por lo general esta solucion interna contiene reguladores del crecimiento,
pero también pueden ser incorporados otros componentes como: funguicidas,
antibidticos y microorganismos (Gray y Purohit, 1991; Redenbaugh, 1990; Rodriguez,
2000).

Las semillas sintéticas son propagulos clonales de fuente parental, que tienen
la capacidad para germinar in vitro y luego ser transplantadas, pero que también
pueden ser sembradas directamente en un sustrato in vivo. Aunque en la actualidad,
la propagacién vegetativa por este método es una practica limitada a cultivos de alto
valor comercial, podria llegar a difundirse ampliamente si se lograra bajar

significativamente los costos de produccion (Artola, 2002).

5.1.1. Encapsulamiento

Los materiales usados para el encapsulamiento deben de cumplir con la
funciéon de proteccidén fisica del material vegetal y ademas deben permitir la
existencia de nutrientes, antibidticos, funguicidas y microorganismos. Redenbaugh y
colaboradores a comienzos de los ochentas, y después de diversos estudios con
compuestos prominentes, determinaron que los hidrogeles de alginato de calcio,
llegaban a poseer las mejores caracteristicas (Artola, 2002; Nieves, 2000; Rodriguez,
2000).

t
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El encapsulamiento con base en este compuesto quimico, suministra una
proteccion adecuada para el tejido vegetal, gracias a que posee una dureza idonea.
La informacién que estos estudios generaron senté las bases para la busqueda de

nuevas alternativas que hacen el concepto de "semilla somatica " cada vez mas

cercano (Artola, 2002).

Generalmente la técnica de formacion de semillas sintéticas consiste en tomar
una gota de la disolucion alginato de sodio conteniendo el material vegetal a
encapsular, y agregarla a una solucion de sal de calcio. La incubacién de las
capsulas de 20 a 30 minutos, en esta ultima solucién, es necesaria para inducir asi
una constitucion ideal (Muniswamy et al, 2000; Redenbaugh, 1990; Rodriguez,
2000).

5.1.2. Usos de las semillas sintéticas

La semilla sintética posee muchas aplicaciones al nivel de investigacion,
estudios sobre variacion somaclonal, formacion de la cubierta, y determinacion del rol
del endospermo, son algunas de estas (Rodriguez, 2000). Esta revision, sin
embargo, profundiza en dos aplicaciones importantes; por un lado se analiza la
viabilidad de una propagacion directamente a invernadero y por otro la utilizacién de

esta tecnologia en la crioconservacion.

Muchas especies son estériles y otras por su uso comercial son de
propagacion principalmente vegetativa, la implementacion de la tecnologia de la
semilla sintética podria constituir la manera idonea de propagacion para éstas.
Ademas, el uso de las semillas sintéticas permitiria acortar el tiempo que pasa el
material vegetal en laboratorio, debido a que la etapa de desarrollo y produccién de

t

raices se llevaria a cabo en condiciones de invernadero.
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Caracteristicas como: proteccion del material vegetal, bajo volumen y facil
manipulacion, hace idonea a la semilla sintética para la conservacion de
germoplasma vegetal via congelamiento en nitrégeno liquido o crioconservacion
(Abdelnour, 2002).

5.2. Propagacion en invernadero de la semilla sintética

La idea de la propagaciéon de la semilla sintética en invernadero surge de la
necesidad de acortar el tiempo que pasan los materiales vegetales en el laboratorio y
durante el proceso de aclimatizacion. Esta reduccion implica, ademas, la reduccién

de gastos efectuados para cada propagulo durante los periodos citados.

El periodo de aclimatizacion inicia propiamente en la etapa de trasplante, donde
la planta es transferida del medio aséptico de cultivo in vitro, al ambiente de vida en
invernadero y luego a su sitio final. Las plantas deben adquirir nuevamente su
caracteristica autotrofa, desarrollar raices y brotes funcionales, aumentar su
resistencia a la desecacion y al ataque de organismos patdgenos. Este periodo de
aclimatizacién requiere de varias semanas y de condiciones ambientales esenciales,
como por ejemplo, una elevada humedad relativa y la proteccién contra organismos
NOCIVOS y en ocasiones es necesario aplicar procedimientos particulares o especiales
(Hartmann y Kester, 1987).

La propagacion de materiales a invernadero por medio del uso de las semillas
sintéticas reduce también, el periodo de tiempo que los materiales pasan en el
laboratorio, debido a que se elimina la etapa de pretrasplante, es decir la etapa

donde se favorece la iniciacion de las raices y el alargamiento del tallo (Hartmann y

Kester, 1987).
t
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5.2.1. Condiciones para la propagacion

Durante el proceso de germinacion, la semilla requiere de ciertas condiciones
ambientales: disponibilidad de agua, temperaturas adecuadas, provision de oxigeno
y presencia o ausencia de luz, para garantizar un adecuado desarrollo de la plantula
(Hartmann y Kester, 1987). Para alcanzar un alto grado de sobrevivencia y un
adecuado crecimiento de los materiales encapsulados (semilla sintética) estas
condiciones ambientales también deben ser proporcionadas adecuadamente en el

invernadero.

Las condiciones internas de la semilla son variables que también influyen

directamente en el desarrollo de las plantulas a la hora de la germinacion.

En ensayos de germinacion in vivo o en invernadero de las semillas
sintéticas, se observd que el vigor de estas plantulas es inferior al vigor de las
plantulas de semillas naturales. En un principio se pens6 que los carbohidratos,
presentes en el endospermo artificial, no estaban disponibles para la germinacion.
Sin embargo, se observd que las reservas de almidon y sacarosa eran rapidamente
consumidas luego de la germinacion, por lo que se descartd tal posibilidad.
Posteriormente se determind que un incremento en el nivel de proteinas de reserva
provocaba un aumento en el vigor de las plantulas, dando luz asi, a los factores que

podrian mejorarse en la tecnologia de la semilla sintética (Artola, 2002).

Finalmente, el tamafio y la calidad del explante, asi como la capacidad para
un desarrollo sincrénico, es decir, un desarrollo equivalente entre la raiz y la zona
aérea, corresponden a factores propios del explante que son necesarios para
obtener un alto porcentaje de sobrevivencia y un alto vigor en el crecimiento (CIAT,
1991; Rodriguez, 2000).

t
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5.3. Crioconservacion

La crioconservacion consiste en el almacenamiento de materiales biologicos a
temperaturas ultra bajas, donde los procesos metabdlicos cesan y el material se
encuentra en condiciones de suspensioén animada. Es posible mantener este estado
de suspensidén por tiempo indefinido, sin que el material sufra alteraciones
(Abdelnour, 2001).

La crioconservacion de células, tejidos y 6rganos vegetales tiene sus raices
histéricas en estudios realizadas en la sobrevivencia de especies vegetales en
condiciones de temperaturas bajo cero grados Celsius. A finales de los cincuentas,
se propone por primera vez que algunos materiales pueden ser recuperados
después de exponerlos a ultra bajas temperaturas. Sin embargo, no fue sino hasta
1973, después de numerosos experimentos, cuando se logré una verdadera
crioconservacion de células de zanahoria (Daucus carota) en nitrégeno liquido (-196
°C) (Abdelnour, 2001; Cisne, 1992).

5.3.1. Conservacion de la biodiversidad

La biodiversidad se refiere a la variabilidad de organismos vivos de todos los
origenes comprendiendo los ecosistemas terrestres, marinos y acuaticos. La
diversidad bioldgica implica la variabilidad de vida sobre la tierra, incluyendo la
variabilidad genética dentro de las especies o abundancia relativa, como también el

numero de especies (riqueza) (Pulgnau, 1996).

La diversidad bioldgica es un recurso limitado y perecedero, que proporciona
la materia prima o "genes” que dan o pueden dar origen a variedades mejoradas. El
valor potencia de la diversidad genética radica fundamentalmente en los genes que
contienen, los cuales son la fuente de resistencia, calidad nutritiva, adaptabilidad, asi

como genes desconocidos que pueden en un futuro ser considerados valiosos

(Abdelnour, 1993; Cisne, 1992).
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La evolucion de las especies vegetales antes de la agricultura tenia solamente
la seleccién natural, actuando sobre la variabilidad genética. Con el inicio de la
domesticacion de las especies de mayor interés para el hombre se presenta la
seleccion artificial. Miles de afos de seleccion artificial y natural ha producido
variedades y/o genotipos adaptados a distintos lugares y practicas culturales. Un
incremento continuo en la produccion y calidad del alimento hace necesario la
conservacion de los recursos fitogenéticos (Cisne, 1992; Centro Agronémico Tropical

de Investigacion y Ensenanza, 1979).

La importancia de la diversidad genética se fundamenta en la relacion
seleccion/variacion. Cuanto mayor es el margen de accidn reservado para la
seleccidon natural (evolucidn) y para la seleccién artificial (mejoramiento), hay mayor
oportunidades para que se pueda encontrar caracteristicas favorables. Es importante
entonces, la disponibilidad de germoplasma para un uso posterior tanto en la

agricultura y como en la industria (Cisne, 1992).

Para la conservacién de germoplasma vegetal se dispone de varias formas o
modalidades. Los bancos de semillas convencionales son adecuados para la
preservacion a largo plazo de especies con semillas ortodoxas (semillas que
soportan deshidrataciéon y almacenamiento a bajas temperaturas). Sin embargo para
especies con semillas recalcitrantes (semillas que no soportan deshidratacion) o
especies con propagaciéon vegetativa, se han implementado comunmente
colecciones de campo. No obstante, este sistema posee la desventaja de requerir

grandes extensiones de tierra y gran consumo de mano de obra (Pulgnau, 1996).

La disponibilidad de las técnicas de cultivo de tejidos permitié el desarrollo de
nuevas opciones para la conservacién de germoplasma. La conservacion a mediano
plazo consiste en reducir la taza de multiplicacidén in vitro del material vegetal por
medio de la alteracién en las condiciones fisicas y quimicas. Este procedimiento
cuenta con la desventaja de poseer un alto grado de incertidumbre en cuanto a la
asepsia y también se corre el riesgo de provocar inestabilidad genética en los

t

materiales.
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La crioconservacion se reconoce como la unica opcion para el almacenamiento
de materiales vegetales a largo plazo, sin que experimenten cambios genéticos, es
un método no dependiente de la electricidad, el costo del nitrégeno liquido es bajo y
este no es inflamable, ademas, el espacio para establecer una coleccion en el

laboratorio es relativamente reducido (Abdelnour, 2001).

5.3.2. El proceso de crioconservacion

El proceso general de crioconservacion consiste en llevar el material biolégico
desde su temperatura fisiolégica normal hasta ultra bajas temperaturas y de nuevo al
punto inicial sin causarle dafno. De acuerdo al tejido u 6rgano que se desee
conservar asi variara el procedimiento o conjunto de técnicas que se utilice
(Abdelnour, 2001).

Con respecto de los pretratamientos utilizados para la crioconservacion de
materiales vegetales se pueden identificar dos grandes grupos: los métodos clasicos
y los métodos nuevos. Ambos persiguen lograr una deshidratacion de los materiales
para evitar la formacion de cristales intracelulares de agua, los cuales son

destructivos para las células (Abdelnour, 2002).

Los métodos clasicos son aquellos en que los materiales desnudos son
deshidratados. Por lo general, los procedimientos incluyen la incubacién del material
en soluciones crioprotectoras como sulféxido de dimetilo, sacarosa, polietelenglicol,
glicerol y/o combinados. Otro procedimiento clasico, utilizado con semillas vy
embriones, consiste en la deshidratacion del material, colocando este en un flujo de

aire estéril o utilizando envases con silica gel herméticamente cerrados (Matsumoto

et al, 1995; Sarkar y Naik, 1998; Towill y Jarret, 1992).
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Los nuevos métodos comprenden procedimientos que utilizan la técnica de
encapsulamiento en alginato de calcio. Por lo general, esta técnica es utilizada con
materiales de tamafo mayor como embriones y meristemas. Existen dos
procedimientos generales: el encapsulamiento-deshidratacion que consiste en
cultivar las capsulas en soluciones crecientes de sacarosa para producir la
deshidratacion y el encapsulamiento-vitrificacion que consiste en la incubacion de las
capsulas en las sustancias crioprotectoras concentradas (Abdelnour, 2002; Suzuki et
al, 1998; Wu, et al 1999).

Una vez efectuado el pretratamiento, la fase siguiente en el proceso general de
crioconservacion es el congelamiento. Existen dos procedimientos generales de
congelamiento, el primero conocido como congelamiento rapido, es el método mas
simple y mas utilizado actualmente, el cual consiste en sumergir el material a
conservar directamente en nitrogeno liquido y el segundo método Ilamado
congelamiento lento es el utilizado clasicamente, se utilizan congeladores
programables de manera que la muestra se someta a una velocidad de enfriamiento
constante y controlada. Una vez que la muestra alcanza una temperatura
determinada (generalmente —40 °C), se almacena en nitrégeno liquido (Abdelnour,
2001).

Para el descongelamiento, por lo general se realiza una inmersion de los
criotubos que contienen las muestras en bafos de agua a 40° C por 1 0 2 minutos,
sin embargo se ha utilizado en algunos casos tiempos de descongelamiento

mayores.

Cuando se han utilizado soluciones crioprotectoras durante el proceso, es
necesario proceder a diluirlas o eliminarlas, antes de inducir el material a la

recuperacion, ya que estas pueden resultar toxicos.

A partir de aqui se realiza la etapa de recuperacion del material. Esta etapa
consiste fundamentalmente en el cultivo del explante en condiciones especiales tales
como: medios de cultivo modificados y variaciones en las condiciones fisicas

(cambios en la intensidad luminica dadas al explante) (Abdelnour, 2001).
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5.4. Papa (Solanum tuberosum)

Aunque el género Solanum es de los mas grandes del reino vegetal y su
distribuciéon es mundial, su mayor diversidad se encuentra en el continente
americano. La papa, perteneciente a este género, es una especie nativa de América,
atribuyéndosele dos origenes muy relacionados: un origen chileno y el otro andino
(Peru, Bolivia y Ecuador) (Montano, 1984).

Es una planta suculenta, herbacea y anual por su parte aérea, y perenne por
sus tubérculos (tallos subterraneos) que se desarrollan al final de los estolones que
nacen del tallo principal. Posee un tallo principal y a veces varios tallos segun el
numero de yemas que hayan brotado del tubérculo. En las axilas de las hojas con los

tallos se forman ramificaciones secundarias (Guerrero, 1977).

La papa es uno de los alimentos mas populares del mundo, junto con el arroz y
el trigo constituyen los alimentos mas consumidos por el hombre. Este tubérculo
posee diferentes biomoléculas como constituyentes. Entre los mas importantes
podemos citar: fibra, minerales, vitaminas, proteinas e indudablemente
carbohidratos. Aproximadamente un 25% de su peso seco corresponde a estos
ultimos (Montano, A. 1984).

La papa ha recibido intensamente la influencia de los avances cientificos y
técnicos, y ha sido mejorada en aspectos como el rendimiento y la calidad, la
mecanizacion del cultivo, la resistencia a enfermedades, la conservacion y la
industrializacion. Es uno de los cultivos cuyo paquete tecnolégico favorece mucho la

produccion de alimentos (CIAT, 1991).

t
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Después del éxito de Morel, alrededor del afio 1965, en la multiplicacion de
orquideas in vitro, se incremento el interés por las técnicas de cultivo de tejidos como
alternativas para la propagacion asexual de plantas de importancia econdmica. Esta
premisa hizo que la papa llegara a establecerse como una de las especies
tradicionales de multiplicacién por medio de estas técnicas. La obtencién de plantas
libres de virus y con una alta pureza varietal, que asegura a los productores un
incremento en el rendimiento y una buena calidad del producto, fueron las razones
mas importantes para la implementacion del cultivo in vitro en esta especie (CIAT,
1991; Flores et al, 2002).

Las mejoras genéticas, asi como un incremento continuo en la produccién, hace
necesario la conservacion del germoplasma de papa. Esta conservacion garantiza el
mantenimiento de su diversidad genética, con lo cual se preserva caracteristicas
que son fuente de resistencia, calidad nutritiva, adaptabilidad, asi como genes
desconocidos que pueden en un futuro ser considerados valiosos (Abdelnour, 1993;
Cisne, 1992).

t
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6. METODOLOGIA

Esta practica se llevo a cabo en el Centro de Investigacién en Biotecnologia,
en el Instituto Tecnoldégico de Costa Rica, entre los meses de julio a diciembre del
2002.

6.1. Cultivo in vitro de papa

Para la realizacion de esta investigacion, se utilizaron vitroplantas de papa
donadas por el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB). Se mantuvieron
existencias del material durante el transcurso de la practica. Las condiciones de
crecimiento en el laboratorio fueron de 20 + 2 grados Celsius y un fotoperiodo de 16
horas luz, con una intensidad luminica de 2000 lux. El medio de cultivo utilizado fue
el descrito por Murashige y Skoog, (MS, 1962) (apéndice 1) complementado con 0.5
mgL" de GAs y 2 mgL™" de pantotenato de calcio, 3% de sacarosa, 0.2% de Phyta-
Gel y con un pH de 5.8 (apéndice 2).

6.2. Aislamiento y encapsulado de meristemas

Con la ayuda de un estereoscopio se aislaron meristemas axilares a partir de
vitroplantas de aproximadamente 30 dias. Estos fueron colocados en un medio de

cultivo estandar semi-solido, para promover su recuperacion.

t
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Una vez transcurrido un periodo de 24 horas desde el aislamiento, los
meristemas fueron sumergidos en el medio de cultivo liquido con 3% de alginato de
sodio (apéndice 3). Seguidamente con la ayuda de un gotero estéril se tomo una gota
del medio anterior que contuviera un meristema y se agregé al medio de cultivo con
100 mM de cloruro de calcio (apéndice 4). Se incubaron las capsulas por 20 minutos
aproximadamente, para que tomasen la consistencia adecuada. Pasado este
periodo, se elimind todo el medio con cloruro de calcio y se secd el exceso de
humedad de las capsulas colocandolas en un plato Petri con papel filtro estéril.

Se realizaron controles de aislamiento y de encapsulado. Después de 30 dias,
se evalud la recuperacidn y el crecimiento de los meristemas con base en la

brotacién.

6.3. Propagacion en el invernadero de los meristemas encapsulados

Se procediod a evaluar la sobrevivencia de los meristemas encapsulados en la
propagacion directamente a condiciones de invernadero o in vivo. Las semillas
sintéticas (meristemas encapsulados), fueron colocadas en bandejas de plastico
oscuro en camas de madera cubiertas con Saran y plastico transparente. Un control

periodico sobre la humedad del sustrato fue efectuado durante el tiempo de prueba.

Dos factores o variables fueron evaluados durante la propagacion. El primer
factor evaluado fue: la esterilizacion del sustrato mediante el autoclavado por presién
de vapor (15 Ib, 121,5 °C durante 20 minutos); un ensayo negativo (sustrato no
autoclavado) fue establecido. Adicionalmente se efectué un control negativo
incubando las capsulas durante 20 minutos en una solucion de Afungil 50 WF. El

crecimiento de los meristemas fue evaluado luego de 30 dias luego de colocadas

t

sobre el sustrato.
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Un segundo factor evaluado en esta seccion, fue la fertilizacion periddica del
sustrato. Tal fertilizacién fue realizada con medio de cultivo liquido (apéndice 5) al
20% y con intervalos definidos de 3 dias. Un Control negativo de la prueba fue
evaluado. El crecimiento de los meristemas fue evaluado luego de 30 dias de

colocadas las semillas sintéticas.

6.4. Crioconservacion de los meristemas encapsulados
6.4.1. Protocolo general

Los meristemas encapsulados fueron colocados en una solucién de carga
elaborada a partir de medio liquido M&S (1962) enriquecido con 0.4 M sacarosa y 2
M glicerina (apéndice 6), durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, las capsulas
fueron incubadas en la solucién vitrificadora PVS; mod. (30% v/v glicerol, 30% v/v
polietilenglicol y 5% v/iv DMSO) (apéndice 7), en un erlenmeyer de 100 ml en
agitacion (100 rpm, agitador orbital), estableciéndose siete tiempos de incubacion: 5,
10, 15, 20, 30, 40 y 50 minutos.

Al finalizar cada periodo de vitrificaciéon, parte de las capsulas fueron lavadas
con medio M&S (1962) enriquecido con 1 M sacarosa (apéndice 8) y se procedié con

la etapa de recuperacion (control de vitrificacion).

Las restantes capsulas, se introdujeron en criotubos y estos fueron colocados
en nitrogeno liquido de forma directa. Después de permanecer 50 minutos en el
nitrégeno liquido, los criotubos fueron descongelados en un bafio de agua a 40°
Celsius, durante 70 segundos. Una vez descongeladas las capsulas, se procedi6é a
diluir la solucion vitrificadora con medio M&S (1962) enriquecido con 1 M sacarosa

(apéndice 8). Seguidamente, se procedio con la etapa de recuperacion.
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6.4.2. Etapa de recuperacion

Las capsulas fueron colocadas en el medio de papa semi-sdlido enriquecido
con 0.7 M sacarosa, donde permanecieron durante 24 horas en condiciones de
oscuridad. Pasado el periodo, las capsulas fueron colocadas en un medio fresco con
enriquecido 0.5 M sacarosa, y se mantuvieron igualmente durante 24 horas en la
oscuridad. Un tercer paso, consistio en colocar las capsulas en un medio enriquecido
con 0.3 M sacarosa durante 24 horas en la oscuridad. Por ultimo, las capsulas fueron
colocadas en un medio estandar (concentracién normal de sacarosa; 0.1 M) y se
expusieron a condiciones de luz difusa. Un dia después se colocaban a condiciones

normales de luminosidad.

6.4.3. Modificacion a

Esta modificacién consistié en el cultivo de los meristemas aislados, en medio
de cultivo enriquecido con 0.3 M sacarosa (apéndice 9), durante 24 horas. Una vez
encapsulados los meristemas, estos fueron colocados en solucion de carga.
Seguidamente las capsulas fueron incubadas en la solucion vitrificadora PVS2 mod.

por dos periodos de tiempo: 30 y 40 minutos.

Luego de cada periodo de incubacién, las capsulas fueron introducidas en
criotubos y estos colocados en nitrodgeno liquido. Luego de aproximadamente 50
minutos de exposicion al nitrogeno liquido, los criotubos fueron sacados y puestos en
un bano Maria a 40 °C, durante 70 segundos. Seguidamente la solucion vitrificadora
fue diluida de las capsulas utilizando medio liquido M&S (1962) adicionado con 1 M

de sacarosa. Se establecio por ultimo el procedimiento de recuperacion (ver seccidn

t

anterior)
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6.4.4. Modificacion b

En esta oportunidad se realizé el aislamiento y encapsulado inmediatos (el
mismo dia). Una vez obtenidas las capsulas, estas fueron incubadas en una solucion
de carga compuesta por: medio liquido de papa adicionado con 0.3 M de sacarosa y
5 % viv de DMSO (apéndice 10). El erlenmeyer que contenia las capsulas fue
colocado en un agitador orbital a 100 rpm, durante 24 horas.

Se establecieron dos periodos de deshidratacion en la solucion vitrificadora
PVS2 mod.: 30 y 40 minutos.

Luego de cada periodo de incubacion, las capsulas fueron introducidas en
criotubos y estos colocados en nitrogeno liquido. Luego de aproximadamente 50
minutos de exposicion al nitrdgeno liquido, los criotubos fueron sacados y puestos en
un bano Maria a 40 °C, durante 70 segundos. Una vez descongeladas las capsulas,
se retird la solucion vitrificadora lavando las capsulas con el medio liquido MS
enriquecido con 1 M de sacarosa. Se establecié seguidamente el procedimiento de

recuperacion.

6.4.5. Modificacion ¢

Esta modificacion consistio en la incubacion de las capsulas en
concentraciones crecientes de la solucion vitrificadora. Concentraciones de 40%,
60%, 80% y 100% fueron establecidas. Las capsulas fueron mantenidas en las tres
primeras concentraciones durante 5 minutos, en la concentracién de 100% las

capsulas fueron incubadas por 15 minutos.

Las capsulas fueron introducidas en criotubos y congeladas directamente por
inmersion en nitrégeno liquido. Luego de aproximadamente 50 minutos de exposicion
al nitroégeno liquido, los criotubos fueron sacados y puestos en un bafio Maria a 40
°C, durante 70 segundos. Una vez descongeladas las capsulas, se diluyé la soluciéon
vitrificadora lavando las capsulas con el medio liquido MS adicionado con 1 M de

sacarosa. Se establecié seguidamente el procedimiento de recuperacion.
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7. RESULTADOS

Al estudiarse el efecto del aislamiento y encapsulado de los meristemas de
papa sobre su desarrollo bajo condiciones in vitro se encontré que el porcentaje de
brotacion fue del 100% tanto para los meristemas aislados como para los

encapsulados (tabla 1).

Tabla 1. Efecto del aislamiento y encapsulado sobre la sobrevivencia de meristemas

de papa cultivados en condiciones in vitro.

Tratamiento Porcentaje de brotacion
Aislamiento 100
Encapsulado 100

Fuente: Datos de laboratorio

Un desarrollo y crecimiento normal de los meristemas aislados y encapsulados
se muestra en la figura siguiente, lo cual indica que estas técnicas no influyeron

negativamente en la propagacion in vitro de la papa.
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Figura 1. Cultivo in vitro de los meristemas de papa (Solanurm L ~\. Cultivo
de meristemas B. Vitroplanta obtenida a partir de cultivo in vitro de meristemas

encapsulados C. Detalle del crecimiento de los meristemas encapsulados.

33



7.1. Propagacion en invernadero

Los resultados obtenidos en las pruebas de propagacion de las semillas
sintéticas cultivadas en condiciones de invernadero, se muestran en la siguiente
tabla.

Tabla 2. Efecto de algunos tratamientos sobre el porcentaje de sobrevivencia de las
semillas sintéticas de papa (Solanum tuberosum) cultivadas en condiciones

de invernadero.

Tratamiento

Autoclavado del Incubacion en Afungil Porcentaje de
Fertilizacion . )
sustrato 50 WF sobrevivencia
+ + - 26
+ - - 30
- + - 2
- + + 10

Fuente: Datos de invernadero

La esterilizacion del sustrato mediante el autoclavado fue determinante para
lograr los mayores porcentajes de sobrevivencia (26 y 30%), de las semillas
sintéticas. Un 10% de sobrevivencia se obtuvo cuando los meristemas encapsulados
fueron incubados en la solucion de Afungil 50 WF, fertilizados y colocados en el

sustrato sin esterilizar.

La siguiente figura muestra de forma grafica los resultados obtenidos de las

t

pruebas de crecimiento de las semillas sintéticas en invernadero.
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Tratamientos

Figura 2. Efecto de algunos tratamientos sobre el porcentaje de sobrevivencia de las
semillas sintéticas de papa (Solanum tuberosum) cultivados en condiciones de

invernadero.

Figura 3. Plantula de papa (Solanum tuberosum) obtenida a partir del cultivo de las

t

semillas sintéticas en invernadero.
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7.2. Crioconservacion

La tabla 3 es presentada a continuacién, esta muestra los resultados
obtenidos con relacion a la sobrevivencia de los meristemas encapsulados expuestos
a deshidratacion, en la solucién vitrificadora PVS2 mod. por varios periodos de

tiempo.

Tabla 3. Efecto del tiempo de exposicion en la solucion vitrificadora PVS2 mod. sobre

el porcentaje de sobrevivencia de meristemas encapsulados.

Tiempo de incubacién en la solucién

vitrificadora PVS2 mod. Sobrevivencia (%)
(minutos)
5 93
10 83
15 80
20 80
30 75
40 65
50 30

Fuente: Datos de laboratorio

En la figura 4 se puede observar graficamente la sobrevivencia presentada al

incubar los meristemas encapsulados en PVS2 mod. durante siete lapsos distintos

t

de tiempo.
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Figura 4. Efecto del tiempo de exposicion a PVS2 mod. sobre el porcentaje de

sobrevivencia de meristemas encapsulados.

Modificacion a

A continuacion se muestran los resultados obtenidos al precultivar los
meristemas aislados en un medio de cultivo semi-sélido enriquecido con 0.3 M

sacarosa, antes de su encapsulamiento.

Tabla 4. Efecto del precultivo de los meristemas en medio semi-sélido enriquecido

con 0.3 M sacarosa sobre la sobrevivencia al congelamiento en nitrégeno

liquido.
Tiempo de incubacién en PVS2 mod. Sobrevivencia (%)
(minutos) -NL +NL
30 75 0
40 65 0

Fuente: Datos de laboratorio

t
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Modificacién b

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de la modificacion b,
realizada al protocolo general. Tal modificacién corresponde a la incubaciéon de los
meristemas encapsulados en un medio de cultivo liquido enriquecido con 0.3 M

sacarosa y 5 % v/iv DMSO, durante 24 horas.

ARTabla 5. Efecto del la incubacién en medio de carga sobre la sobrevivencia de los

meristemas encapsulados al procedimiento de vitrificacidn-crioconservacion.

Tiempo de incubacién en PVS2 mod. Sobrevivencia (%)
(minutos) -NL +NL
30 75 0
40 65 0

Fuente: Datos de laboratorio

Modificacion ¢

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de la modificacién c,
realizada al protocolo general. Esta modificacion consistié en la incubacién de las

capsulas a concentraciones crecientes de la solucion vitrificadora.

Tabla 6. Efecto de la incubacidbn en concentraciones crecientes en la solucidn
vitrificadora PVS mod., sobre la sobrevivencia de los meristemas

encapsulados crioconservados.

Tiempo de incubacion en PVS2 mod. Sobrevivencia (%)

(minutos) -NL +NL

40 65 0

Fuente: Datos de laboratorio

t
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8. DISCUSION

El cultivo de meristemas es una estrategia de propagacion utilizada para la
obtencién, mantenimiento y multiplicacién de materiales vegetales, ademas de ser
util para la erradicacion de virus en plantas contaminadas. Los meristemas son las
regiones de crecimiento de la planta tanto de forma primaria como secundaria. El
presente proyecto se fundament6 en el uso de los meristemas axilares (regién de
crecimiento primario) de papa (Solanum tuberosum) para su utilizacion en la

tecnologia de las semillas sintéticas.

Se determiné un 100% de sobrevivencia y regeneracion de vitroplantas a partir
del aislamiento y cultivo in vitro de los meristemas de papa en medio estandar

semisolido.

Aunque el aislamiento de los meristemas no presentd efectos adversos en la
regeneracion de vitroplantas, esta separacion causa cierto estrés en los meristemas,
lo que hace necesario cultivarlos en medio estandar semi-sélido durante 24 horas

para inducir su recuperacion antes de proceder con el encapsulamiento.

El encapsulamiento de materiales vegetales o formacion de las semillas
sintéticas es un procedimiento simple y que ademas requiere de poco tiempo para su
obtenciéon (ver metodologia). En este procedimiento el punto mas importante es el
mantener las capsulas una vez formadas, durante 20 o 30 minutos en incubacién en

la solucidn de calcio, para asegurar asi el grado adecuado de aglutinacioén y dureza.

Se obtuvo un 100% de sobrevivencia cuando los meristemas fueron
encapsulados y cultivados en medio semi-sélido en condiciones in vitro. Se podria
aseverar entonces, que el encapsulado en alginato de calcio no present6 factores

inhibidores sobre el crecimiento de los meristemas, ni representé una barrera para la

t

elongacion del brote.
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8.1. Propagacion en invernadero

Las pruebas de propagaciéon en invernadero, sefalaron algunos factores
importantes de tomar en cuenta para obtener un adecuado desarrollo de las semillas

sintéticas de papa.

En ensayos preliminares (datos no mostrados), se destacé la necesidad de un
control estricto sobre el porcentaje de humedad en el sustrato utilizado para la
brotacién y desarrollo de las semillas sintéticas. Este control fue necesario debido a
que la membrana de alginato de calcio presenta un alto grado de permeabilidad y un
grosor relativamente bajo, lo que permite un movimiento de agua desde la capsula
hacia el sustrato, provocando asi una deshidratacion y la posible muerte del explante

si el porcentaje de humedad alcanza valores muy bajos.

El tamafo apropiado del meristema fue otro aspecto importante a tomar en
cuenta para obtener un alto porcentaje de sobrevivencia de las semillas sintéticas. La
utilizacion de meristemas de un tamafo muy pequeno (menor a 2 mm) resulté en una
pobre sobrevivencia de estas en las pruebas in vivo (datos no mostrados). Roca y
Mroginski aseguran que cuanto menor sea el segmento utilizado mayor sera la
dificultad encontrada para fomentar la producciéon de brotes y raices (CIAT, 1991). El
uso de meristemas con un tamano considerable (mayor a 4 mm) y aislados de

vitroplantas de condicién sana garantizo, en parte, una alta sobrevivencia.

De los tratamientos evaluados sobre germinacion y sobrevivencia de las
semillas sintéticas (tabla 2 y figura 3), se determiné la importancia de la esterilizacién
del sustrato. Cuando las semillas fueron colocadas en el sustrato sin esterilizar el
porcentaje de sobrevivencia alcanzé porcentajes bastantes bajos (2%). Por otra
parte cuando no se esterilizd el sustrato, pero las capsulas fueron incubadas en la
solucién funguicida, se alcanz6 un 10% de sobrevivencia. Los mayores porcentajes

de sobrevivencia (26 y 30%) se obtuvieron cuando el sustrato fue esterilizado

t

mediante el autoclavado por presion de vapor de agua.
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La necesidad de la esterilizacion del sustrato, se fundamenta en la presencia
de azucar en la solucién interna de la capsula (semilla sintética), lo que provoca la
colonizacion por microorganismos. Aunque se ha pensado en la posibilidad de retirar
el azucar de la semilla sintética para evitar la contaminacién, sin embargo, algunos
estudios han determinado claramente que la presencia de carbohidratos es
necesaria para el desarrollo del explante encapsulado al igual que sucede en las

semillas naturales.

En cuanto a la fertilizacion utilizando medio de cultivo liquido sin azucar
(apéndice 5), se observo que su aplicacion peridédica aumenta la vigorosidad de las
plantulas. Sin embargo, no se observd deferencia positiva entre el porcentaje de
sobrevivencia de las unidades experimentales con y sin fertilizacion (26 y 30%
respectivamente) (tabla 2 y figura 3). La presencia de suficientes nutrientes en el
endospermo artificial de las semillas sintéticas, durante las primeras etapas de

desarrollo del explante, puede explicar estos resultados.

En general, las pruebas de propagacion a invernadero de las semillas
sintéticas demostraron la clara posibilidad de utilizar esta tecnologia para la
propagacion de materiales provenientes de laboratorio, como la papa, y reducir asi
el costo y tiempo de su aclimatizacibn. Es necesario realizar mayores
investigaciones para incrementar el porcentaje de sobrevivencia alcanzados en este

proyecto.

8.2. Crioconservacion

La crioconservaciéon ha demostrado a través de numerosas investigaciones
ser un método viable para el almacenamiento de colecciones a corto y largo plazo.
Para el almacenamiento de colecciones vivas muchos laboratorios en diferentes

partes del mundo estan utilizando este método (Abdelnour, 1996).
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En esta seccion del proyecto se determin6 como primer punto, la relacion
existente entre el tiempo de incubacion de los meristemas encapsulados y el
porcentaje de sobrevivencia de los mismos (tabla 3 y figura 4). El andlisis de estos
datos, nos muestra que el porcentaje de sobrevivencia de los meristemas
encapsulados se mantiene alto entre los 5 y los 30 minutos, y que desciende
después de los 40 minutos de incubacion en la solucién vitrificadora. Estos
resultados confirman los expuestos por Matsumoto y colaboradores (1998), los
cuales determinaron que después de 40 minutos de incubacidn en la solucion
vitrificadora, hay un descenso significativo en la sobrevivencia de los meristemas

encapsulados.

Aunque se comprobd que los componentes de las soluciones vitrificadoras
poseen toxicidad para el material vegetal de la semilla sintética, se determiné que

una exposicion corta (menor a 30 minutos), tiene pocos efectos en la sobrevivencia.

Debido a que no se obtuvo sobrevivencia cuando el protocolo general fue
evaluado (datos no mostrados), se dispuso como necesario, la evaluacion de
métodos de precultivo y de recuperacion mas eficientes para obtener datos positivos

en esta seccion del proyecto. Se realizaron tres modificaciones al protocolo general.

La primera modificacion evaluada consistié en el cultivo de los meristemas
aislados en un medio enriquecido con 0.3 M sacarosa por 24 horas, antes del
encapsulado. La induccién de una deshidratacion del meristema, antes de la
incubacion de las capsulas en la solucion vitrificadora y con esto una menor
formacién de cristales que rompen el material vegetal intracelular cuando se realiza
la crioconservacion, consistié la razon para efectuar este pretratamiento. Sin
embargo, esta modificacibn no presentd sobrevivencia de los meristemas

encapsulados luego de la crioconservacion.
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La incubacion de los meristemas encapsulados durante 24 horas en una
solucion de carga, constituyo la segunda modificacion. Esta incubacion llevaba como
objetivo una deshidrataciéon progresiva de las capsulas y su habituacion a los
crioprotectores. Esta segunda modificacion del protocolo general, no presenté

sobrevivencia de los meristemas encapsulados luego de la crioconservacion.

La tercera modificacién consisti6 en la incubacién de las capsulas a
concentraciones crecientes de la solucion vitrificadora. Esta modificacion obedecio a
la posibilidad de aumentar el porcentaje de sobrevivencia de los meristemas
encapsulados, gracias a la habituacién y deshidratacién progresiva del material
vegetal a la solucion vitrificadora. No obstante, esta modificacion tampoco presenté

sobrevivencia de los meristemas encapsulados.
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9. CONCLUSIONES

v' El encapsulamiento de meristemas de papa en alginato de calcio no

representd una barrera para la sobrevivencia y desarrollo de brotes.

v Fue posible la propagacion de las semillas sintéticas (meristemas
encapsulados) en condiciones de invernadero, lo que permite la utilizacion de
esta tecnologia para el desarrollo y aclimatizacion de materiales vegetales

provenientes de laboratorio.

v' La humedad presente en el sustrato, asi como las caracteristicas propias del
explante (tamafio y calidad) son factores importantes para alcanzar un alto
porcentaje de sobrevivencia de las semillas sintéticas propagadas en

condiciones de invernadero.

v La esterilizacién del sustrato utilizado para la propagacién en invernadero fue

un factor determinante para la sobrevivencia de las semillas sintéticas.

v La fertilizacion periddica aumentd el vigor de las plantulas cultivadas en
invernadero, pero no aumento el porcentaje de sobrevivencia de las semillas

sintéticas.

v' La incubacién de los meristemas encapsulados, en la solucién vitrificadora
PVS2 mod. durante un periodo menor a los 30 minutos presenté una poca
reduccion de la sobrevivencia, pero no permitié la regeneracion después de la

crioconservacion.
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10. RECOMENDACIONES

v’ Para aumentar el porcentaje de sobrevivencia de las semillas sintéticas
(meristemas encapsulados) propagadas directamente en invernadero, se
podria adicionar el medio de encapsulado con: proteinas de reserva, y/o

reguladores de crecimiento.

v' Evaluar adicionales ensayos de vitrificacién para determinar el adecuado

protocolo para la crioconservacion de los meristemas encapsulados.
v Evaluar otras soluciones de vitrificacién que se han descrito recientemente.

v’ Evaluar el protocolo de emcapsulamiento/deshidratacion para la

crioconservacion de meristemas encapsulados de papa (Solanum tuberosum).
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12. APENDICES

12.1. Apéndice 1

Tabla 7. Composicion quimica del medio de cultivo basico Murashige y Skoog

(1962). Base para la preparacion de los medios utilizados en la practica.

Componentes Concentracion (mg/l)
MACROELEMENTOS
NH4NO; 1650.00
KNO; 1900.00
CaC|2 *2 Hzo 440.00
MgSO, 370.00
KH,PO, 170.00
MICROELEMENTOS
Fe-EDTA 43.00
FeSO, * 7 H,O 27.00
HsBO3 6.20
MnSO, * 4 H,O 22.30
ZnS0O, * 4 H,O 8.60
Kl 0.83
N32M004 *2 H20 0.25
CuSO, * 5 H,0 0.025
CoCl, *6 H,O 0.025
CoOMPUESTOS ORGANICOS
] Myo-inositol 100.00
Acido nicotinico 0.50
Piridoxina 0.50
Tiamina 0.10
Glicina 2.00

Fuente: Murashige y Skoog, 1962.
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12.2. Apéndice 2

Tabla 8. Composicion del medio de cultivo semi-solido utilizado para multiplicaciéon
de papa. Medio utilizado en el Centro de Investigacion en Biotecnologia

(CIB) del Instituto Tecnolégico de Costa Rica.

Componente Concentracion
Macroelementos M&S
Microelementos M&S

Vitaminas e inositol M&S
Fe EDTA M&S

AG; 0.5 mgl/l
Pantotenato de calcio 2 mgl/l
Sacarosa 30 g/l
Gelificante 2.2 g/l

Fuente: Datos de laboratorio
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12.3. Apéndice 3

Tabla 9. Medio de cultivo liquido adicionado con 3% de alginato de sodio. Utilizado

para la preparacién de las capsulas.

Componente

Concentracion

Macroelementos*

Microelementos

Vitaminas e inositol

Fe EDTA

AG;

Pantotenato de calcio

Sacarosa

Gelificante

Alginato de sodio

M&S

M&S

M&S

M&S

0.5 mgl/l

2 mgl/l

30 g/l

15 g/l

Fuente: Datos de laboratorio

* Las formulas con calcio han sido retiradas.
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12.4. Apéndice 4

Tabla 10. Medio de cultivo liquido adicionado con 100 mM de cloruro de calcio.

Utilizado para la preparacion de las capsulas.

Componente

Concentracion

Macroelementos*

Microelementos

Vitaminas e inositol

Fe EDTA

AG;

Pantotenato de calcio

Sacarosa

Gelificante

Cloruro de calcio

M&S

M&S

M&S

M&S

0.5 mgl/l

2 mgl/l

30 g/l

100 mM

Fuente: Datos de laboratorio

* Las formulas con calcio han sido retiradas.
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12.5. Apéndice 5

Tabla 11. Medio de cultivo liquido sin azucar,

pruebas en invernadero.

utilizado para la fertilizacion de las

Componente

Concentracion

Macroelementos

Microelementos

Vitaminas e inositol

Fe EDTA

AG;

Pantotenato de calcio

Sacarosa

Gelificante

M&S

M&S

M&S

M&S

0.5 mgl/l

2 mgl/l

Fuente: Datos de laboratorio
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12.6. Apéndice 6

Tabla 12. Medio de cultivo liquido adicionado con 0.4 M sacarosa y 2 M glicerina.

Soluciéon de carga (LSD), para las pruebas de crioconservacion etapa

general del protocolo.

Componente

Concentracion

Macroelementos

Microelementos

Vitaminas e inositol

Fe EDTA

AG;

Pantotenato de calcio

Sacarosa

Gelificante

Glicerina

M&S

M&S

M&S

M&S

0.5 mgl/l

2 mg/l

136.92 g/l

145.756 ml/l

Fuente: Datos de laboratorio
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12.7. Apéndice 7

Tabla 13. Solucion vitrificadora PVS2 mod. Constituida en base a medio de cultivo

liquido 0.4 M sacarosa.

Componente

Concentracion

Macroelementos

Microelementos

Vitaminas e inositol

Fe EDTA

AG;

Pantotenato de calcio

Sacarosa

Gelificante

Glicerol

Polietilenglicol

Dimetil Sulfoxido (DMSO)

M&S

M&S

M&S

M&S

0.5 mgl/l

2 mgl/l

136.92 g/|

30 ml/l

30 mi/l

5ml/l

Fuente: Datos de laboratorio
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12.8. Apéndice 8

Tabla 14. Medio de cultivo liquido adicionado con 1 M sacarosa, utilizado para el

lavado de las capsulas luego de la exposicién a la solucidn vitrificadora.

Componente

Concentracion

Macroelementos

Microelementos

Vitaminas e inositol

Fe EDTA

AG;

Pantotenato de calcio

Sacarosa

Gelificante

M&S

M&S

M&S

M&S

0.5 mgl/l

2 mgl/l

342.30 g/!

Fuente: Datos de laboratorio
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12.9. Apéndice 9

Tabla 15. Medio de cultivo semisdlido adicionado con 0.3 M sacarosa, utilizado en el

aislamiento de meristemas (modificacion a del protocolo general).

Componente

Concentracion

Macroelementos

Microelementos

Vitaminas e inositol

Fe EDTA

AG;

Pantotenato de calcio

Sacarosa

Gelificante

M&S

M&S

M&S

M&S

0.5 mgl/l

2 mgl/l

102.69 g/l

2.2/l

Fuente: Datos de laboratorio
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12.10. Apéndice 10

Tabla 16. Medio de cultivo liquido adicionado con 0.3 M sacarosa y DMSO al 5% v/v.
Solucion de carga utilizado para las pruebas de crioconservacion

(modificacion b).

Componente Concentracion
Macroelementos M&S
Microelementos M&S

Vitaminas e inositol M&S
Fe EDTA M&S
AG; 0.5 mgl/l
Pantotenato de calcio 2 mgl/l
Sacarosa 102.69 g/l
Gelificante —
Dimetil Sulféxido (DMSO) 5 ml/l

Fuente: Datos de laboratorio

61



	Portada
	Agradecimiento
	Contenido
	Tablas
	Figuras
	1. RESUMEN
	La tecnología de la semilla sintética consiste en el encapsulamiento de un explante meristemático para su cultivo in vitro o en condiciones directamente in vivo. Esta tecnología aumenta la protección del material vegetal y facilita su manipulación, por l
	2. ABSTRACT
	3. INTRODUCCIÓN
	4. OBJETIVOS
	4.1. Objetivo  general
	4.2. Objetivos específicos

	5. REVISIÓN DE LITERATURA
	5.1. Semilla sintética
	5.1.1. Encapsulamiento
	5.1.2. Usos de las semillas sintéticas

	5.2. Propagación en invernadero de la semilla sintética
	5.2.1. Condiciones para la propagación

	5.3. Crioconservación
	5.3.1. Conservación de la biodiversidad
	5.3.2. El proceso de crioconservación
	Para  el descongelamiento, por lo general se realiza una inmersión de los criotubos que contienen las muestras en baños de agua a 40º C por 1 o 2 minutos, sin embargo se ha utilizado en algunos casos tiempos de descongelamiento mayores.

	5.4. Papa (Solanum tuberosum)

	6. METODOLOGÍA
	6.1. Cultivo in vitro de papa
	6.2. Aislamiento y encapsulado de meristemas
	6.3. Propagación en el invernadero de los meristemas encapsulados
	6.4. Crioconservación de los meristemas encapsulados
	6.4.1. Protocolo general
	6.4.2. Etapa de recuperación
	6.4.3. Modificación a
	6.4.4. Modificación b


	7. RESULTADOS
	7.1 Propagación en invernadero
	7.2 Crioconversación

	8. DISCUSIÓN
	8.1. Propagación en invernadero
	8.2. Crioconservación

	9. CONCLUSIONES
	10. RECOMENDACIONES
	11. LITERATURA CONSULTADA
	12. APENDICES
	12.1. Apéndice 1
	12.2. Apéndice  2
	12.3. Apéndice  3
	12.4. Apéndice  4
	12.5. Apéndice  5
	12.6. Apéndice  6
	12.7. Apéndice  7
	12.8. Apéndice  8
	12.9. Apéndice  9
	12.10. Apéndice  10


	Indice: 


