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Resumen: La micropropagacion in vitro es una importante herramienta biotecnoldgica para la produccion masiva de
plantas, existen varios factores que irtervienen en el desarrollo las plantas in vitro como el medio de cultivo, fitohormonas
y condiciones de iluminacion. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de condiciones de iluminacion
sobre el establecimiento in vitro de yemas de S. tuberosum Var. Cecilia. Se utilizaron brotes de tubérculos previamente
desinfectados y se sembraron en un medio de cultivo compuesto por MS + 20 g.L" de sacarosa + 7 g.L" de agar y
se expusieron a diferentes condiciones de iluminacién, se determind el nimero de nudos, numero de hojas, numero
de brote, altura de planta, porcentaje de establecimiento y porcentaje de contaminacion. A los 30 dias la luz blanca
fluorescente total y 12 h luz natural + 12 h oscuridad mostraron una mayor altura de planta, mientras que las condiciones
de iluminacién no mostraron efecto sobre el numero de nudos, nimero de hojas, nimero de brotes por planta, porcentaje
de establecimiento y porcentaje de contaminacion. En base a los resultados del presente trabajo se concluy6 que tanto la
luz blanca fluorescente total y 12 h luz natural + 12 h oscuridad favorecieron el establecimiento in vitro.

Palabras clave: Brotes, crecimiento, luz, oscuridad.

Abstract: In vitro, micropropagation is an essential biotechnological tool for the mass production of plants. Several factors
influence in vitro plant development, such as the culture medium, phytohormones, and illumination conditions. The present
work aimed to evaluate the effect of illumination conditions on the in vitro establishment of buds of S. tuberosum Var.
Cecilia. Previously disinfected tuber shoots were sown in a culture medium composed of MS + 20 g.L™* sucrose + 7 g.L"
agar and exposed to different illumination conditions. The number of nodes, the number of leaves, the number of shoots,
plant height, percentage of establishment and percentage of contamination were determined. At 30 days, total fluorescent
white light and 12 h natural light + 12 h darkness showed a greater plant height, while the lighting conditions showed no
effect on the number of nodes, number of leaves, number of shoots per plant, percentage of establishment and percentage
of contamination. Based on the results of the present work, it was concluded that both total white fluorescent light and 12
h natural light + 12 h darkness favored in vitro establishment.
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Introduccion

La micropropagacion in vitro es una herramienta que
se ha convertido en una alternativa para producir plantas
masivamente y satisfacer las necesidades alimenticias de
la poblacion actual'. La papa S. tuberosum es uno de los
cultivos mas importantes a nivel mundial y ventajosamen-
te ha sido una de las primeras especies vegetales en ser
desarrolladas por la Biotecnologia, esto ha permitido resol-
ver problemas practicos relacionados con el manejo y su
fitomejoramiento. El primer enfoque biotecnoldgico utiliza-
do para eliminar virus de clones de papa infectados sisté-
micamente fue posiblemente el cultivo de meristemas; con
el paso de los afios esta técnica ha sido combinada con
la micropropagacion in vitro para la produccion de semillas
sanas Yy libres de cualquier agente fitopatégeno?, cabe re-
calcar que debido a la rapida multiplicacion de clones sanos
se considera como una parte fundamental para la produc-

cion de semillas en varios paises®.

La microproagacion in vitro es un método en el cual
el material vegetal se replica a través de explantes, entre
los principales factores que intervienen en este proceso
se pueden mencionar el medio de cultivo, reguladores de
crecimiento, asepsia, pH, condiciones de iluminacion, tipo
de explante, etcétera*. La luz es uno de los factores am-
bientales mas indispensable para el crecimiento de la papa,
debido a que el crecimiento celular, la morfogénesis y la
microtuberizacién de la papa in vitro dependen de la luz;
los niveles de irradiacion pueden provocar plantas in vitro
etioladas y clorodticas, mientras que la calidad de luz influye
en su morfologia®.

La luz interviene en la actividad de las fitohormonas
puesto que estas sustancias quimicas necesitan de condi-
ciones de iluminacion especificas para un correcto funcio-
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namiento, su regulacién y metabolismo dependen conside-
rablemente de la intensidad luminica®; ademas, los cambios
morfoldgicos y fisioldgicos de la planta asimismo dependen
de la intensidad y calidad de la luz, al estar regulados por
las fitohormonas, debido a la interaccidn que existe entre la
intensidad de la luz, las auxinas y citoquininas endogenas,
que directa o indirectamente intervienen en la expansion
celular, callogénesis, proliferacion de brotes, formacion de
raices y actividad fotosintética’.

Hasta la actualidad, se han utilizado diversos tipos de
fuentes de luz, como las lamparas fluorescentes, lamparas
de vapor de sodio a alta presion, luces led. Las lamparas
fluorescentes proporcionan un amplio espectro de luz y son
las mas utilizadas para la produccion de plantas in vitro,
sin embargo, presentan inconvenientes como el alto consu-
mo energético, radiacién inestable y emision de calor®. La
implementacion de luces LED en el cultivo in vitro es una
alternativa a los sistemas convencionales de iluminacion,
mejoran eficientemente la micropropagacion y reducen los
costos de produccion®, la sustitucion de lamparas fluores-
centes por luces LED puede reducir hasta en un 50% los
costos y consumos anuales de electricidad™®.

La papa es una planta que en el sistema in vitro re-
quiere de un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad, este fotoperiodo es necesario para los proce-
sos fotosintéticos adecuados'. En cuanto a la proporcion
adecuada de luz roja y luz azul autores manifiestan que
las proporciones que oscilan entre 1:3 y 3:1 son las ade-
cuadas para la mayoria de las plantas’?'. Sin embargo,
su utilizaciéon individual también muestra efectos positivos
en relacion al grosor de hojas, diametro de tallo y peso de
tubérculos™.

En base a la problematica anterior, la presente investi-
gacion se propuso evaluar el efecto de diferentes condicio-
nes de iluminacion en el establecimiento in vitro de yemas
de S. tuberosum Var. Cecilia para determinar su efecto en
el numero de nudos, numero de hojas, numero de brotes
por planta, altura de la planta, porcentaje de establecimien-
to y porcentaje de contaminacion.

|
Materiales y métodos

El experimento se realizé en el Laboratorio de Biotec-
nologia Vegetal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad Técnica de Ambato, ubicado en el cantén
Cevallos, provincia de Tungurahua, en el periodo compren-
dido de abril-septiembre 2022.

Tratamientos

Material vegetal

Se seleccionaron yemas de los tubérculos y cortaron
con un bisturi, se colocaron en un frasco esterilizado. El
protocolo de desinfeccion consistio en sumergir las yemas
en una solucién de etanol al 70% por 30 segundos, luego
se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio al
2% por 15 minutos y se realizaron tres enjuagues con agua
destilada estéril. Una vez desinfectadas las yemas se co-
locaron en una placa y se cortaron explantes de 2 nudos,
para luego colocarlos en un frasco.

Los explantes se cultivaron en medio MS + 20 g.L" de
sacarosay 7 g.L" de agar, el pH se ajustd a 5.9, se sembro
un explante por tubo de ensayo.

Evaluaciones

Se determiné el niumero de nudos, nimero de hojas,
numero de brotes por planta, altura de la planta, porcentaje
de establecimiento y porcentaje de contaminacion a los 15
y 30 dias del ensayo.

Disefo experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar. Los da-
tos obtenidos de las variables se registraron en el paquete
SPSS version 26.0, se comprobaron si presentaban distri-
bucién normal por medio de la prueba de Kolmogorov Smir-
nov y la homogeneidad de varianza mediante la prueba de
Levene. Para las variables que no cumplieron con estos
requerimientos, se utilizé la prueba de Kruskal Wallis com-
pletada con una prueba de U Mann Whitney. Para un nivel
de significacion de un 95%.

|
Resultados

Alos 15y 30 dias del ensayo se observd que no exis-
tieron diferencias estadisticas significativas sobre el esta-
blecimiento in vitro de segmentos nodales de S. tuberosum
Var. Cecilia sobre las variables niumero de nudos y niumero
de hojas por planta; sin embargo, a los 30 dias los explan-
tes expuestos a luz blanca fluorescente total y 12 h luz na-
tural + 12 h oscuridad mostraron una mayor altura (Tabla 2
y Figura 1).

Rangos promedios que en una misma columna tengan
letras no comunes, difieren segun la prueba de Kruskal Wa-
llis complementada con la prueba U de Mann Whitney para
p<0,05 con n=10.

Con relacion a las variables numero de brotes por ex-
plante, porcentaje de contaminacién y porcentaje de esta-

Descripcion

T1

T2

T3

Tabla 1. Tratamientos utilizados en el experimento.

Oscuridad total

Luz blanca fluorescente total

12 horas luz natural y 12 horas oscuridad
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TRATAMIENTOS NUMERO DE NUMERO DE ALTURA
NUDOS HOJAS (cm)
X Rango X Rango X Rango
promedio promedio promedio
Oscuridad total 0,6 13,60 14 15,20 0,7 16,45
2 Luz blanca 0,8 15,95 L5 15.45 0,7 15,75
E fluorescente total
- 12 horas luz naturaly = 0,9 16,95 1.5 15.85 0.5 14,30
12 horas oscuridad
Oscuridad total 2.4 11,20 4.0 11,05 2,2 10.25b
4 Luz blanca 5,8 19,75 9,1 20,25 5.7 20,00 a
E fluorescente total
- 12 horas luz natural y = 4,0 15,55 6.4 15.20 4.5 16,25 ab

12 horas oscuridad

Tabla 2. Efecto de las condiciones de iluminacion sobre el numero de nudos, numero de hojas y altura de planta en el
establecimiento in vitro de yemas de S. tuberosum a los 15y 30 dias.

blecimiento, a los 15 y 30 dias del ensayo no mostraron
diferencias estadisticas significativas entre las condiciones
de iluminacion (Tabla 3 y Figura 1).

1
Discusién

La luz es uno de los factores principales dentro del cul-
tivo de tejidos vegetales, de ello depende el crecimiento y
desarrollo de las plantas'; la iluminacion artificial es clave
en la produccién de plantas in vitro, siendo las mas utiliza-
das las lamparas fluorescentes, éstas emiten luz omnidirec-
cionalmente lo cual permite obtener una gran uniformidad
luminica'®. La utilizacién de lamparas fluorescentes de luz
blanca calida indujo una mayor altura en planta, area fo-
liar y peso fresco y seco de plantas de Cucumis sativus L.,
mientras que la luz blanca fluorescente fria produjo un ma-
yor grosor en los tallos'. En la presente investigacion la luz
blanca fluorescente mostrdé una mayor altura de las plantas
de S. tuberosum a los 30 dias.

Autores han sefialado que los explantes de S. tube-
rosum expuestos a condiciones de luz total mostraron los
mejores resultados para las variables longitud de brote, nu-
mero de raices y hojas en comparacion con los explantes
mantenidos en condiciones de oscuridad total o temporal,
también cabe mencionar que las condiciones de oscuridad
ocasionaron que las plantas tuvieran un menor numero de
raices, hojas y longitud'®. Los resultados obtenidos en esta
investigacion, demostraron que la mayor longitud de planta
se obtuvo con la exposicién a luz blanca fluorescente total;
ademas, las plantas en oscuridad tuvieron una menor lon-
gitud y se tornaron cloroéticos y etiolados.

Mientras que, otros autores sefialaron que todos los
fatores de crecimiento medibles a excepcion del numero

de hojas y nudos obtuvieron los mejores resultados al man-
tener los explantes por 30 dias expuestos a condiciones de
luz solar (con un fotoperiodo de 16 horas luz y 6 horas de
oscuridad)'®. También se menciona que el fotoperiodo de 16
horas luz favorece la regeneracion in vitro y establecimiento
de brotes de S. tuberosum?®. Del mismo modo, para la mi-
crotuberizacion in vitro se observé que 16 horas de luz con
8 horas de oscuridad fue el fotoperiodo mas recomendable,
seguido de las condiciones completas de oscuridad?'.

En algunas investigaciones se ha sefalado que la si-
mulacion del espectro solar mediante iluminacion artificial
LED permitié el desarrollo de plantas con mayor longitud,
entrenudos mas largos y mayor uniformidad en la longitud
de entrenudos por planta??. Los resultados obtenidos indi-
caron que en las plantas que se expusieron a luz natural
también se favorecié la variable altura.

Por otra parte, la luz es un elemento esencial para el
crecimiento y desarrollo de plantas en el sistema in vitro,
en su ensayo probaron diferentes colores de luz LED y en-
contraron que la luz roja es superior a la luz blanca pues
existié un incremento significativo en la longitud de la planta
y grosor de las raices?. Los resultados mostraron que la
combinacién de la luz roja y azul aumentaron el masa fres-
ca, masa seca, el diametro del tallo, el nimero de laminas,
el area foliar, el peso especifico de la hoja y el indice de
salud de plantulas de patata in vitro®.

|
Conclusiones

Con el uso de la luz blanca fluorescente total y 12 h
luz natural + 12 h oscuridad se logré una mayor altura de
las plantas lo cual beneficia el establecimiento in vitro de
yemas de Solanum tuberosum L. Var. Cecilia. El uso de
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TRATAMIENTOS NUMERO DE PORCENTAJE DE PORCENTAJE DE
BROTES ESTABLECIMIENTO | CONTAMINACION
X Rango Rango X Rango
promedio promedio promedio
Oscuridad total 0,6 14,50 100 14,50 0 13,50
z Luz blanca 0,7 16,00 100 16,00 0 13,50
E fluorescente total
a 12 horas luz natural v | 0,7 16,00 100 16,00 0 19,50
12 horas oscuridad
Oscuridad total 0,9 13,30 100 13.50 0 13,50
z Luz blanca L5 18,10 100 16.50 0 13,50
E fluorescente total
- 12 horas luz natural v | 1,0 15,10 100 16,50 0 19.50

12 horas oscuridad

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de Kruskal

Wallis complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<<0,05 con n=10.
Tabla 3. Efecto de las condiciones de iluminacién sobre el nimero de brotes, porcentaje de establecimiento y porcentaje
de contaminacion en el establecimiento in vitro de yemas de S. tuberosum a los 15y 30 dias.

oscuridad total en los explantes fue perjudicial al producir
plantas cloréticas y con una menor altura.
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Figura 1. Yemas de S. fuberosum Var. Cecilia establecidas in vitro bajo condiciones: Oscuridad total (A), luz blanca fluo-
rescente total (B) y 12 horas luz natural + 12 horas oscuridad (C) a los 15 y 30 dias.
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