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INTRODUCCION

Las variedades de papa Diacol Capiro y Parda Pastusa son las mas cultivadas en
Colombia debido a sus excelentes cualidades para el consumo. La primera tiene
ademas muy buenas propiedades para la industria (Morales, 1994, Alvarado,
1990). Sin embargo este cultivo se ve sometido a una fuerte presion por plagas y
enfermedades, siendo la Gota enfermedad causada por el hongo Phytophthora
infestans, la mas limitante, dado que estas variedades se han vuelto susceptibles,
por la siembra de una sola variedad en grandes areas (monocultivo). Mediante la
manipulacion genética "in vitro" es posible introducir genes de resistencia mas
rapida y eficientemente.

El éxito de técnicas celulares y moleculares en el mejoramiento de plantas
depende de la capacidad regenerativa de éstas a partir de tejido o células
somaticas. Antes o a la par de adelantar trabajos de biologia molecular tendientes
a la caracterizacion, aislamiento e introduccion de genes de resistencia, desde una
variedad y/o especie tolerante hacia otra susceptible, es necesario establecer un
sistema eficiente de regeneracion.

A pesar de que a nivel mundial en papa se han realizado numerosos trabajos de
este tipo, se ha demostrado una gran dependencia del genotipo en la capacidad y
eficiencia de regeneraciéon (Hulme etal, 1992, Paketal, 1995).

La regeneracion de plantas a partir de cultivo de tejidos es la manifestacion de la
totipotencia celular; la cual puede ocurrir de manera parcial siguiendo la ruta
organogénica (caulogénesis o rizogénesis) o en forma completa siguiendo la ruta
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embriogénica. Ambos fendmenos pueden ocurrir directa o indirectamente, es decir
sin la presencia de fase callosa previa a la regeneracion o con ella
respectivamente, aunque en la practica no siempre es posible distinguir estos dos
modelos de desarrollo (Montoya, 1991, Segura, 1993; Litz y Jarret, 1991; George
and Sherrington, 1984).

Aungque los sistemas actuales de micropropagacion y transformacion estan
basados casi exclusivamente en la organogénesis de brotes, la embriogénesis
somatica contribuye a mejorar los métodos de aplicacion biotecnologica,
ofreciendo un gran potencial para. la propagacion masiva a gran escala y para la
produccion eficiente de clones o variedades de plantas transgénicas ya futuros
para la produccion de semilla artificial (Parrot et al, 1991 ).

La papa ha mostrado una gran plasticidad en su desarrollo haciendo posible la
regeneracion de plantas enteras a partir de diferentes fuentes de explantes
(Dodds, 1984). Asi por ejemplo se ha logrado regenerar plantas de Solanum
tuberosum L. a partir de discos de tubérculo (Lam, 1975; Jarret et al. 1980),
secciones nodales de tallo (De Garcia y Martinez, 1995; Wang and Huang citados
por Flick et al, 1983, Hoque et al, 1996), anteras (Johanson, 1988), raices (Dodds,
1984) y actualmente de manera mas rutinaria a partir de hojas (Webb et al citado
por Dodds, 1984; Jadav and Sticklen, 1995; Wenzler at al, 1989; Hulme et al,
1992; Park et al, 1995).

El factor mas importante para que la regeneracion sea posible es el balance
adecuado de reguladores de crecimiento, especialmente auxinas y citoquininas. El
acido indolacético (AlA) y la bencilaminopurina (BAP), son efectivos para inducir la
regeneracion de brotes (Park at al, 1995; Hulme et al, 1992; Lam, 1975; Hoque et
al, 1996), aunque se ha demostrado que no siempre es necesaria la adicion de
auxinas al medio para obtener regeneracion y el uso de otras fuentes de
citoquininas como el Ribésido de zeatina pueden mejorar significativamente la
eficiencia de esta regeneracion (Yadav, 1995; Park et al, 1995).

Otros factores que pueden afectar de manera considerable la respuesta
morfogenética son la fuente del explante y su estado fisiologico (Perl et al, 1988),
condiciones de luz y temperatura (Lam, 1975), tratamiento inicial de oscuridad
(Park et al, 1995) y la acumulacion de etileno en la atmdsfera del frasco (Perl et al,
1988; Hulme et al, 1992; Economou, 1991) entre otros.

Debido a que la respuesta morfogénica puede variar de un genotipo a otro, en
este trabajo se exploraron las posibilidades de inducir embriogénesis somética u
organogénesis en las variedades "de papa Diacol Capiro y Parda Pastusa a partir
de explantes de hoja, estudios que abrirdn las posibilidades de aplicar nuevas
técnicas de mejoramiento gen ético en nuestras variedades, como es el caso de la
produccion de plantas transgénicas.



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en los laboratorios de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin. Se establecio el cultivo “In vitro" a partir de meristemas
de plantas de papa de las variedades Diacol Capiro y Parda Pastusa, de acuerdo
a la metodologia recomendada por Espinoza (1984), los cuales se multiplicaron
cada 2-3 semanas usando fragmentos de tallo con un nudo por lo menos,
colocados en el medio basal MS (Murashige and Skoog, 1962), el cual contiene
0.4 mg/1 de inositol, suplementado con 20 g/1 de sacarosa, 2 mg/1 de pantotenato
de Calcio y tiosulfato de plata (STS) cuya concentracion varié desde 0 hasta 2
mg/l. Estos se incubaron a una temperatura promedio de 25°C, una humedad
relativa del 70% y una intensidad luminica de aproximadamente 2500 lux durante
16 horas diarias.

Para la fase de regeneracion se tomaron hojas de las plantas crecidas "in vitro"
con 3 a 4 semanas de edad, a las cuales se les descartd su base y fueron
colocadas con el haz en contacto con el medio de cultivo. Los medios usados
consistieron en la combinacion de diferentes concentraciones de 2,4-0 (de O a 1
mg/l) y BAP (de O a 4 mg/l), BAP y AgNO' (de O a 5 mg/l), BAP y STS (de O a 4
mg/l), los cuales fueron adicionados a los medios MI, Mil y Mili respectivamente
(ver Tabla 1). Ademas fueron sometidas a un periodo inicial de oscuridad de 2
semanas.
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Los medios de cultivo se autoclavearon por espacio de 20 minutos a una presion
de 20 Ib ya 110°C de temperatura.

Adicionalmente se evallo en la variedad Diacol Capiro la regeneracion a partir de
explantes tomados de diferente posicidbn en plantas crecidas en presencia de
varias concentraciones de STS, para lo cual se utilizd el medio Mili suplementado
con 2 mg/1 de BAP y 2 mg/1 de STS, debido a que previamente se di6 una rapida
y vigorosa regeneracion en este medio (a los 30 dias fué posible contar alrededor
de 17 tallos).

RESULTADOS Y DISCUSION

En las dos variedades se obtuvo regeneracién, observandose inicialmente una
proliferacion de callo en el borde de las hojas y luego la emisidn de brotes
caulinares sin necesidad de transferir los explantes a un medio fresco de diferente
composicion. Aparentemente los brotes se originaron del tejido calloso. La
presencia de auxina no fué indispensable para que ocurriera la respuesta
morfogénica esperada, corroborandose lo encontrado por Yadav (1995) y Park et
al. (1995) en cultivares Europeos y Norte Americanos de papa. Sin embargo se di6
una mayor proliferacion de tallos en presencia de ésta a una concentracion de
0.05 mg/l, combinada con 4 mg/1 de BAP.

La presencia de citoquinina fue necesaria para la induccion de plantas, lograndose
obtener las regeneraciones mas eficientes con concentraciones de 2 y 2.5 m gil.
Ademas se obtuvo mayor nimero de plantas por explante y fueron mas vigorosas
cuando se colocaron hojas tomadas de plantas crecidas en presencia de STS en
un medio mas completo como el MIIl.

En la variedad Diacol Capiro se produjeron estructuras que podrian ser
consideradas producto de embriogénesis somatica (fig. 1) a partir de hojas
tomadas de las posiciones 2 y 3 de plantas crecidas en presencia de STS a una
concentracion de 0.87 mg/l, considerando que la posicion 1 es la hoja que emerge
del apice, colocadas en el medio Mili + 2 mg/1 de BAP + 2 mg/1 de STS. El 75%
de los explantes sembrados fueron embriogénicos.

La obtencion de medios de cultivo con metodologias apropiadas para la
regeneracion de nuestras variedades de papa es de gran importancia, ya que abre
las posibilidades de obtener a partir de éstas, plantas transgénicas utilizando
sistemas de transformacion gen ética como aquellos mediados por Agrobacteriun
tumefacien5, biobaristica y otros tal como lo anota Parrott at a!. (1993).
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