G @ | TOGETHER

!{’\N i D/? L&y

=S~ vears | for a sustainable future
OCCASION

This publication has been made available to the public on the occasion of the 50" anniversary of the
United Nations Industrial Development Organisation.

’-.
Sy
B QNIDQI
s 77

vears | for a sustainable future

DISCLAIMER

This document has been produced without formal United Nations editing. The designations
employed and the presentation of the material in this document do not imply the expression of any
opinion whatsoever on the part of the Secretariat of the United Nations Industrial Development
Organization (UNIDO) concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its
authorities, or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries, or its economic system or
degree of development. Designations such as “developed”, “industrialized” and “developing” are
intended for statistical convenience and do not necessarily express a judgment about the stage
reached by a particular country or area in the development process. Mention of firm names or
commercial products does not constitute an endorsement by UNIDO.

FAIR USE POLICY
Any part of this publication may be quoted and referenced for educational and research purposes
without additional permission from UNIDO. However, those who make use of quoting and
referencing this publication are requested to follow the Fair Use Policy of giving due credit to
UNIDO.
CONTACT

Please contact publications@unido.org for further information concerning UNIDO publications.

For more information about UNIDO, please visit us at www.unido.org

UNITED NATIONS INDUSTRIAL DEVELOPMENT ORGANIZATION
Vienna International Centre, P.O. Box 300, 1400 Vienna, Austria

Tel: (+43-1) 26026-0 * www.unido.org * unido@unido.org


mailto:publications@unido.org
http://www.unido.org/

-

[

/9328

PROGRAMA REGIONAL DE BICYECNOLOGIA PARA
AMERICA LATINA Y EL CARIBE
PNUD/UNESCO/ONUDI
RLA/83/003

Contrato No. 88/63

Proyecto: Resistance to virosis in potato development
of potato plants bearing resistance to potato virus
PVX, PVV, PVS and PRLV by combined molecular and
in vitro plant culture techniques

Primer Ano de Actividades

Pais: Ecuador

Segundo Informe Técnico (Final)
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L3 racultad de Ciencias Agraicolas de la Universidad Lentral del

teuador, desarrolla una parte del proyecto de bilctecnologia

darcminada "RESISTENLIA A VIROSIS EN PRAPA, DESARNICILO CE PLANTAS

0t PAFA nEsiS

-4
m

NTES A VIRUS PVX, PVY Y PLRYV, POR TECMNICAS MOLECU-

LARES COMBINADAS CON EL CULTIVO IN VITRO DE PLANTAS"; en el que

coparticipan Argentina, Chile, Cuba, Mexico, y Urugquay.

En io pertinente adurante el primer afo de ejecucion del proyecto,

le carrespondi10 a Ecuador segun el Plan ade Cperac:icnes, 1qudal que

a Chile, realizar la busqueda y selecci10on de cultivares con alta

frecuencia de reqgeneraci6n, a partir de callo vy cultivo de

cuspensiones celulares.

Para este fin fueron asignados U.S5.%. 15.000,00 de los fondos

aportados por ONUD! para cubrir rubros de materiales, equipo,

capacitacio6n; debiendo aportar el CONACYT un monto de contrapar-

-
tida para cubrar 1os coctos de personal .,
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la  sustripoirdsn el
TMventia o entre UMIIDLE v ta Univers;dad Central, en 1949, habiendc
se ‘ransferidu poster tarmentle la Cantidad e U.L.% Y.0ULU,UU como

aporte wnici1al.

CESCRIPCIONM DEL PROCFSO

Fueron seleccionadas ci1nco variedades de papa comercilal an

Ecuadar , las mismas que integran la Coleccidn Internacional del

CiP vy son oproducto de seleccidn realizada por el INIAP en el

- e
-

pars,. (cuadro 1) .

-

Estas variedades cubren el imayor porcentaje de la demanda interna

para el  consumo  humano Y05.000 TM/ado del Ecuador (446 Xg/per

€apital)l; vy reaqgistran entre sus problemas, ataques de enfermedades

H
ccmo Ph,topthora, Alternaria, etc. ademss de virosis; siendo esta

ultima un  factor de alta i1ncidencia dado que el campesinado

cultiva también otros cultivares poco seleccionados altamente

contaminados, muy susceptibles a enfermedades, por lo que el

material sanittariamente 1dédneo entregado por el INIAP y los

B . . . ’ -
centros de multiplicacion de semilla certificada, rapidamente es

recontaminado,




Las varaiedades en estudio fueron : Maria, Chola, Santa Catalina,

Gabriela y Esperanza, procedenles en unos casos de S.tuberosum,
en otros de andigenum o hibridos de va-iedades de ambas especies,
sequn el cuadro 13 con 4R cromnsomas en su genama, su ciclo varia

entre 150 y 180 dias con redimientos que van entre la:z 40 Yy

las 50 TM/Ha.

Los explantes fueron tratados con alcohol 70 % durante 1 minuto,
para luego sumergir en hipoclorito de sodio , dos tiempos y tres
concentraciones, (30, 20 7 x 10, 1% y 20 minutos); se dieron

lavedos en agua DE luego del tratamiento con alcohol y cuatro

lavados en agua destilada esteril para eiiminar el hipoclorito

lLos tratamientos consistieron en pruebas 1ni1cilales de contamina-

c1dn  , siembra de explantes procedentes de laminas 7toliares y
medula de tubérculo . Louse explantes fueron cultivados en tubos de
ensayn 2x20 cm en unos casos y frascous de =15 cm en otros.

fis1 también uma repeticion fue cultivada en la obescuridad y otra
con  1luminacaian (1&/0))  uwando lémpuras fluorescentes ge 40 W,
2500 Jux) . La temperatura del cuarto de cultivo tuvc una medis

de 9% 0 debido a un mal sistema de ventilacion . lLos tubos

contensan 10 ml, de medio v los frascos 259 ml.

Los mezice utilizanos Yueron cinco tormulaciones (cuadro 23 , a

-

partir del medio bis:co Murashige & Sroog {(1962) suplementados

con 2-4,D y BAP er concentraciones variables, se utilize €] medio
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Del cuadro 3 se  dgesprende e en la primera  etapa de evaluacion
Ge redlads versus  var:iedades, para todas las variedades se aobtuvo
c3llo entre los dias A v 70 con una mayor frecuencia entre los 9
y W0 dias | currewpondiendo Lo mayor frecuentia, a la variedad
Merio  gque hasta los IV d:ias produjo callo en el 507 de los

expluntes (ti1g. 1)

Cure a1l mismn tiempo se evaluaroan cinco farmulaciunes de medio,
®n un arreglo factorial 5 x 5, se encontrd que de entre ellos, el
m@di1o "1" fue eficiente PDara tuatro variedades, excepto chola,

destac ndose la combinaci6n medio 1 vVS. var. Maria.(cuadro 3)

Los niveles de centaminacion fungosa aungque 1qual que la bgc-
tersanag diependen mayar tent e e los cutildados wn el manipuleo del
material y los tratamienitos e aseépcia, estuvieron estrechamente
relucionados con la eficiencia del medio para qenerar callo, al
punto que los explantes cultivados en medio 1 fueron los mas

afectudos.

La seqgunda etapa en la que se trato exclusivamente 1la variedad
Haria cultivada en el medioc 1 mostro los resultados segun el
Cuddro 4 y fig. 2, en donde se puede observar incremento en la

@elongaciun de ‘'os brotes, numero de nudos Yy hOojas, Creciente en

tunc1on del  tiempo, 1o que demaestra que es posible conseguir

L4
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Una roceticicn 1ol DL T e O Con fines v OIS TLaIlan en ta
VAar j et ad MMar s a CE. o omenlio L Tuae realirracta, wero vari1anaIa 2! rinc
de  expiante; de @sta manéra  segun muestra el cucdra 3 2a toocs
Tus Cas2s s@ Canstud furaacien de callo el N1SM0 que al aaments

’
se enjuentra en 2rtana e GahergenZ:a de los emdriones scamaticos

h

can un  pramedlio Jde en amhiente tluminado y 7 en ambiente
SbsCurg; esto ultimo a partir Jde laos explantes de medula de

tuberculo.

CORENTARICS SGHRE LOS SESUL TADAS

Sequn vari1os autores, ta influenclia que los compuestcs Quimlces
e)ercen sobre el gencma celular cuando éste se encuentrd sobreocx-—
vt detieerminag 1o prasnencia s var 1 A4cC s0uees. geni1cas al acarg

4w1 lumbiren, se explican alguions resul tados con plantas en donde
la variac10n arectd al genuma e«tracromosdmico, inducienao en el

Mayar de los cuscs, eahresianes de resistenclas.

Siendo estos resultados ligadus al campo de las probabilidaces,
los que buscar;amos al someter a segmentos de teji1do de papa vy
cultivarlos en medios que estimulan la desdiferenciacion de
teji1dos, dando origen al aparecimiento de callo, es de esperarse
qQue de entre las celulas asi1 producidas, sean estimuladas para
der origen a embrxones.somitxcos » los mismos que al crecer,

producirdn plantas con su ADN extracromosdmico moodificado.
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anar vita wvarivdad o ras coerabl'e para el
F5:100% -2 rapa 20 Kouador, ajustar la metodologia
aar ca e e D loga cenne oL atelanreonto de Segmentos e haja,
tullo aeren v medula  de tanerculo, produci~ Zallo como tejido
desdriterenciads v posteriarmente inducir la embriogénesis, v la
regener ;i larn corpleta de la planta, ccmp!et&ndose de esta manera
el ci1clo wmetiwo e trana;o en la primera etapa del! proyecto que

Basia feitilar 2l Gendma en papAa, buscando reslstencla a viras-

e tuechio @ partar e la concepoion tedri1ca del proceso metodola-

LU PArd conLegulr variadion somaclonal, al momento ya existe la
probabiiitdad e bater consequido @) objetivo, pero ser necesari1o
restizar evaluadiones  al respecto. Prueba ce 10 expresacdo  se

tivrne  cuanta se observan algunas  alteraciones fenotipicas en

lgunas d: las plantitas roegeneradas.
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RESISTENCIA A VIROSIS EN PAPR. DETARKOLIO EN FLANTAS [E PAPA.
RESISTENTES A VIRUS PVX. PVY Y PLRV. POR TECNICAS HMOLECULARES
COMBINADAS CON EL CULTIVO IN VITRO DE PLANTAS

LABORATORIO Dg BIOTECNOLIGIA VFGETAL Dg LA UNIVERSIDAD CENTRAL
DEL ECUAIOR

La  Facultad de Clencias Acricolas de la Universidad Central del
Ecuador. desarrolla upa tarte del proyecto de Biotecnologia

deniminado hesistenc)s a Viresis en popa, desarreilado en plantas

dee para. posistente: a Vieus Foa, Yy Y PurV. por Técnicas
e jecwuisnres, Con i conoel o cultive I ViR

oy -~

rivus

UEE

1.~ Evaluar e} BALErIal  Iitorenitica dizponible  en buscs ae

plantas resistentes s Virosle,

i

dooodnbeciy rencsten o s VIIOL LT UL et Lal tecnyas del Cultivo
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Ye selecciond cinco varledades de papa cowercial, las cuales '
cubren. el mayvor porcentaje de la dewmanda nacional, para el
consumo humano. estas variedades presentan entre sus problemas el
ataque de virosis. siendo este un factor de alta incidencia en la
baja produccién. lo cual afecta el aspecto econdaico de los
productares de para.
Realizadoe la in@tigaci(\n de las cinco variedades. se selecciond
a la varh$iad MAKIA. por su alta frecuencia deiregeneracién de .17";7
callo\ én el BUL ae los explantes, como la recensndable  para ( -
continsar . cen la investigacion, y «<umplic con les Zines ’
Propuestos.
celeccionada  la varjedad  de pare MAakIAT. 3¢ continud  la
invertigacion d= acueran a lo propramadio en el proyecto. s
realizd nuevas priuebaz  de pedios para induecidn a callo.
DEZCRIPCION DEL PROCESQO
SUBETAPA 2 ARQ !
{ros  explantes Seloccioladgod para indiecion a calio fueron
Serchenit o e heega e oo aprodinacamenle cultivados en trasoos
e az1lhe con T8 ml e Keedae e calblive por trasooe. Laego ae da
Slewbra lon explantes Doeron culbivados con ung 1husenacion u Vi




os medios utilizados fusron cinco formulaciones (cuadro 1 ). &

partir ael medio basico de MURASHIGE & SHOOG (1952),
suplementade con Z,4-D vy BAP, en concentraciones variables. Ge
utilize el medio 30lido agregando agar U.74. la sucrosa fue

anadida en la concentracién de 3u g/1. el pH ajustade a 6.9.

Los calles obtenidos ftueron seleccionados de acuerdo a su

consistencia. seleccionands en un estado intermedio entre calios

cultivar en medios para  induccidn  a

triables W

tr. eata otap: fueron 32lec0i0RAadns Cueiro ioradiaciones  {(Ccuadro
4y, & partir del medls badico d8 MURASRIGE & SROOG (1 I¥el:.

on  ANA v ZEATINA en concentraclones variables., se

n
z
et

K
o
R
3

v
R4
]
-
v
o
¢
)

utiiizs #n medio sdlido agregando agar 0.7%. ia sucrosa tue

-~ -

anatida =0 una concentracion ds W 25, Coms sustanci organita

N

. ) e e IR
W atllioo AGUA de cooe S0 WA concentracidn de Iuw mi/i. el n

RESULTADUS
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Al reallzar la observacion a los 30 dlias desyues de la sieabra,

en el medio 5. el 100% de ios explantes indujo callc. mientras

-y

que el medic 2 en donde el balance entre Auxinas v Citogquininas

fue ipgual, el porcentaje de induccién a callo fue en el 60%.

El cuadro 3 hace :-:erencia a la consistencia v color del callo,
alecanzando en t s los medios. a ios 30 dids wna consistencia
semitriable con con el pavor jorcentaje en el Ml o con ULE.

crowt e e M oarTanzoel will

. . . v sy P . . . i .. . P Torde s
PLowsbor del oeallo e el DI WAL D v verde osours con £ 1U0U.,
SR YRERT S« FPaN

il cuadro 5, fig 2 se obazrva <) deszrroilo de los brotes en loz
diterentes medios de prusba.  asi los medicos 1 ¥ 4 presentan un
seniio de B brotes por callo deld U030 g2 1os cailes fornadns el
medio 3 pregentde ] mayor promedio oon oo bheatas por calis ael
) o e Ters nt Ve Ko
i e e Jog raclos tormscde,.
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Lo brdten obbenidas =i 1ot aodios Ny M9 pressntan una vars

e el o colar de las Bogas. tomanids una ccloracion blanca sensgante

ot plantas  albinac, eLban Lusrodn,  seRbLrosdsas el medioo e
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COMENTARIOS DE LOS RESULTADOS

Es bien conocido en la actualidad que la variabilidad genética
puede  ocurrir en el cultive de tejidos sin qus haya habide la

apllcacion de un agaente putacinico {isico o quimico conoecido.

£l contenido hormonal asrepads 2 ios medios de oultivo, pueden
goen=rsr va-isbilidad nstaral., esto se explica en los resultados
de la investigacion. en dond: oz Lrotes cultivadsoes en los pedios
de prusba mostraron una variacidén en el color de las plantitas

obtenidas. para lo cual seri necesario ovaluar para resistencia

incculands en suteniitivo,

™~
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VARIACION CLONAL E&l’APA VARIEDAD MARIA
u&ios DE PRUEBA WARA INDUCCION A CALLO
COMPONENTES
AUXINAL CITOQUININAS
MEDLOS Z.5-0 (mes ) BAY (ms/])
Mi 1.5 1.0
1.5 1.+
A N¢ 1.5
M4 ) 2.U
i) 3.0 1.5
£l

6.0




-d

CUADRO 2

vm}nq»émcmm, DE PAPA VARIEDAD MARIA

DE CALLO EN
Via
MEDIQE e Jiy 30
- o
M1 50 Q0 us
il 10 e} 650
M3 43 e Rje}
hy?] b0 R
yie! 35 (Y 100




CUADRO 3

'wmmmy/ iONAL PAPA VARIEDAD MARIA

CONSISTENCIA Y COLOR DEL CALLO

S0 DIAY

MEDIOG SEMIFRIABLE VERDE QZCURO (2.5GY 5/4)
Ml ab 1
Mz 60 s0
MJ Uy 1u0
M4 Y 10V
Mb R Wi

¥ Se utilizd la tabla de colores de MUNCELL.
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CUADRO 4
VARIA SOMACLONAL EN PAPA VARIEDAD MARIA
MEDIOS DE PRUEBA PARA EMERIOGENESIS SOMATICA
COMPONENTES
AUNINGC UL TN INAS

' Halion ArAtun 75 SEATIRALRS 1)

GUUROSA Sl
AGAR Ui

i th.u

ey




CUADRO 5

VARIACION SOMACLONAL EN PAPA VARIEDAD MARIA

NUMERO DE BROTES POR CALLO VS MEDIOS

_MEDIOS N DE BROTES % DE CALLOS
M1 ) 90
Mz 3 50
\ M3 6 0
M4 5 80

J & Datos propedios tomados a 1oe 4% dias después de la siembra.

CUALRO 6

MEDIO PARA MICROPROPAGACION

SUBCULTIVO DE LOS BROTES PROCEDENTES DE CALLO

MEDID MG Palls
(ng/1) (me )
M1 .o .0
M (1482) .
SUCRUSA Aogsd
AUAKR 0.7 Wl

H SRy,
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