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RESUMEN

La expresidn transitoria y estable del gen gusA-intron en explantes internodales de papa
criolla variedad Criolla Colombia cocultivados con Agrobacterium tumefaciens es repor-
tada. Con el fin de determinar la susceptibilidad de esta variedad a la transformacién
mediada por A. tumefaciens, explantes internodales de Solanum phureja fueron infectados
con la cepa LBA4404 de A. tumefaciens que contiene el plasmido pCAMBIA2301. Este
plasmido contiene el gen ntpll que confiere resistencia a kanamicina y el gen reportero
gusA-intron. La seleccién de los explantes potencialmente transgénicos fue realizada
en medios con kanamicina. La eficiencia de transformacién estable y transitoria fue
calculada con base en la actividad GUS (B-glucuronidasa), detectada por el ensayo
histoquimico X-gluc. La expresién transitoria y estable del gen gusA-intron fue obser-
vada en células del explante mds bien que en tejidos completos. Estos resultados
demuestran que la papa criolla (S. phureja Juz. et. Buk) variedad Criolla Colombia es
susceptible a la infeccién por A. tumefaciens.

Palabras clave: Solanum phureja, actividad Gus, expresién estable y transitoria,
Agrobacterium tumefaciens, variedad Criolla Colombia.

ABSTRACT

The stable and transient expression of the gusA-intron reporter gene in internodal
explants of “Papa Criolla” cultivar Criolla Colombia co-cultivated with Agrobacterium
tumefaciens is reported. In order to determine the susceptibility of this cultivar to the A.
tumefaciens-mediated transformation, internodal explants of Solanum phureja were
infected by A. tumefaciens containing the vector pPCAMBIA2301. This vector contains
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the kanamycin resistance gene ntpll and the reporter gene gusA-intron. The selection
of potential transgenic explants was performed on kanamycin-containing media. The
stable and transient transformation efficiency was calculated on the basis of the GUS
(B-glucuronidase) activity, detected by the histochemical X-Gluc essay. Transient and
stable expression of the gusA-intron gene is observed in explants cells rather than in
whole tissues. Nonetheless, these results demonstrated that “Papa Criolla” (Solanum
phureja Juz. et. Buk) Cultivar Criolla Colombia is susceptible to the Agrobacterium
tumefaciens infection.

Key words: Solanum, Agrobacterium tumefaciens, potato, GUS, transient expression,
stable expression, transgenic cultivar.

INTRODUCCION

La papa criolla (Solanum phureja) es una especie diploide originaria de América tro-
pical, derivada de Solanum stenotomum (Franco-Lara y Barker, 1999), se distribuye
desde el norte de Bolivia hasta el suroccidente venezolano con un centro de diversidad
genética al sur de Colombia en el departamento de Narifio (Carrasco y Pineda, 1993;
Carrasco, 1994). Este cultivo presenta importantes caracteristicas agronémicas y nu-
tritivas, un significativo mercado interno en Colombia y un alto potencial como pro-
ducto de exportacién (Carrasco y Pineda, 1993; Franco-Lara y Barker, 1999; Ducreux
et al., 2005a). Razones por las cuales Colombia solicité y obtuvo, la exclusién de S.
phureja del Tratado Internacional sobre Recursos Fitogenéticos para la Alimentaciény
la Agricultura de la FAO (TIRF) (http://www.fao.org/). La variedad Criolla Colombia
es una nueva variedad de papa criolla, liberada comercialmente durante el primer
semestre del afio 2005, que presenta un mayor periodo de reposo respecto a otras
variedades cultivadas, alto rendimiento por cosecha, frescura duradera, consistencia
sélida del producto y resistencia a enfermedades que atacan el cultivo como la gota.
Esta variedad fue seleccionada a partir de la multivariedad yema de huevo. Este trabajo
de mejoramiento genético fue realizado por el grupo de Investigacién en Papa de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.

La Ingenieria Genética ofrece la posibilidad de introducir genes especificos a las plan-
tas sin alterar las caracteristicas agronémicas propias de las variedades empleadas,
permitiendo modificar y aumentar el pool de las variedades disponibles en poco tiem-
po (Johnson y Veilleux, 2003). La modificacién genética de las variedades cultivadas
a través de la ingenieria genética tiene un alto potencial para solucionar los problemas
causados por el ataque de plagas; reflejo de ellos son las cerca de 56 millones de hec-
tdreas mundiales sembradas con cultivos modificados genéticamente para resistencia
a insectos (James, 2006). Diferentes autores han producido variedades transgénicas
de Solanum tuberosum resistentes a insectos (Kondrak et al., 2005; Meiyalaghan et al.,
2005; Reed et al., 2001; Valderrama et al., 2007), hongos (Conrath et al., 2003;
Johnson y Veilleux, 2003; Osusky et al., 2004) y virus (Franco-Lara y Barker, 1999;
Mlotshwa et al., 2002). Similarmente, variedades transgénicas de Solanum phureja con
mayor produccién de carotenos han sido reportadas (Ducreux et al., 2005a; Ducreux
et al., 2005b). La produccién de una planta transgénica implica el desarrollo de un
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sistema de regeneracién y de transformacién. Diferentes autores han encontrado que
el porcentaje de regeneracién y la eficiencia de transformacién dependen del genotipo
(Heeres et al., 2002; Nam et al., 1997; Trujillo et al., 2001), del explante o tejido y de
la variedad empleada (Dale y Hampson, 1995; Mysore et al., 2000). Por lo cual es
necesario evaluar el potencial regenerativo de cada una de las variedades que
pretenden ser involucradas en un programa de transformacién genética y determinar
si son susceptibles a la transformacién mediada por Agrobacterium tumefaciens.

Las caracteristicas agronémicas de papa criolla (Solanum phureja) variedad Criolla Co-
lombia la hace una excelente candidata para realizar ensayos de transformacién gené-
tica. No obstante es necesario primero evaluar y determinar la susceptibilidad de esta
variedad a la transformacién mediada por A. tumefaciens. Con el fin de determinar la
eficiencia de transformacidn transitoria y estable, explantes internodales fueron infec-
tados con la cepa de A. tumefaciens LBA4404 que contiene el pldsmido pCAMBIA2301
(Fig. 1). La seleccién mediante kanamicina y la expresién gus determinaron una fre-
cuencia de transformacién del 6%. Se reporta asf por primera vez, los procesos iniciales
de transformacién genética para esta nueva variedad de papa criolla.
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Figura 1. Pldsmido pCAMBIA2301. Este vector contiene el gen reportero gusA-intron y el gen ntpll
que codificada la proteina neomicina fosfotransferasa. Esta ultima proteina confiere resistencia al
antibidtico kanamicina. La expresién de ambos genes estd regulada por el promotor constitutivo
CaMV35S. Tomado y reproducido con permiso de CAMBIA (www.cambiar.org).

METODOS

PROPAGACION in vitro DE PLANTULAS DE PAPA CRIOLLA (Solanum phureja)

VARIEDAD CRIOLLA COLOMBIA.

Los individuos in vitro de papa criolla (S. phureja) variedad Criolla Colombia fueron
propagados cada cuatro semanas mediante el cultivo de segmentos terminales y los
dos primeros entrenudos en medio sélido MS (Murashige y Skoog, 1962) suple-
mentado con 25 g/L de aziicar comercial y 0,1 mg/L de acido giberélico (AG3) y
ajustado a pH 5,6. Las poblaciones fueron mantenidas a una temperatura de 20 °C
+ 3 °C, un fotoperiodo de 12 horas luzy 12 horas oscuridad y una humedad relativa
de 55 + 5%. (Diazgranados, 2006; Dfazgranados y Chaparro-Giraldo, 2007).
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CALLOGENESIS Y REGENERACION

Las condiciones de regeneracién para este ensayo fueron establecidas con base en el tra-
bajo desarrollado por Diazgranados y Chaparro-Giraldo (2007) para la variedad yema
de huevo. Los explantes fueron mantenidos en medios sélidos MS (Murashige y Skoog,
1962) suplementados con 2 mg/L de Zeatina ribésido, 0,04 mg/l de ANA, 0,02 mg/L
de AG3, 20 g/L de sacarosa y 50 mg/L de 4cido ascérbico a pH 5,6. Como agente gelifi-
cante se adicioné phytagel (2,8 g/L; Diazgranados y Chaparro-Giraldo, 2007). Los ex-
plantes se mantuvieron en frascos de vidrio con el sistema tapa-tapén para permitir el
intercambio gaseoso (Chaparro-Giraldo, 1999) y en cajas de petri. Los explantes fueron
mantenidos en un cuarto de cultivo a una temperatura de 18 °C + 3 °C, con un foto-
periodo de 16 horas luzy 8 horas oscuridad. Los explantes se cambiaron de medio cada
3 semanas para evitar el agotamiento de los nutrientes y los reguladores de crecimiento.

CURVA DE SENSIBILIDAD A KANAMICINA

Con base en las recomendaciones de Lépez y Chaparro (2007) se determiné evaluar
la sensibilidad de los explantes a la kanamicina mediante una curva de sensibilidad.
Segmentos internodales de 0,5 a 1 cm derivados de plantulas in vitro de cuatro sema-
nas fueron colocados en medios de regeneracién con cuatro diferentes concentra-
ciones de kanamicina (25, 50, 75 y 100 mg/L). Como control se emplearon medios
de regeneracién sin kanamicina. Semanalmente se evalué el porcentaje de clorosis,
oxidacién y callogénesis. Los explantes se cambiaron de medio cada tres semanas.
Después de la séptima semana se tomé el peso fresco y seco de los explantes por
réplica para los diferentes tratamientos con kanamicina y el tratamiento control.

TRANSFORMACION CON Agrobacterium tumefaciens

Para los ensayos de transformacién genética se emplearon los protocolos descritos
previamente por Diazgranados (2006) y por Ducreuxet al. (2005a). El primer ensayo de
transformacidn se realiz6 con base en el protocolo descrito por Diazgranados (2006).
Explantes internodales de 0,5 a 1 cm provenientes de plantulas de seis semanas de edad
fueron cocultivados con la cepa de A. tumefaciens LBA4404 previamente transformada
con el plasmido pCAMBIA2301 (Lépez y Chaparro, 2007). La bacteria se cultivd
previamente en medio Luria-Bertani con 50 mg/L de kanamicina y estreptomicina
durante 17 horas a 28 °C y 250 rpm, hasta obtener un ODj,,de 0,6. La suspensién
bacteriana se diluyé en medio MS suplementado con 20 mg/L de asetosiringona,
utilizando una concentracién de bacteria precrecida de 1/50 para el cocultivo. Los
explantes se agitaron manualmente en esta suspensién durante 30 minutos, poste-
riormente los explantes se secaron en papel absorbente y se transfirieron a medios de
regeneracion suplementados con cefatoxina (250 mg/L) y kanamicina (50 mg/L). Para
el segundo ensayo de transformacién, el cocultivo se realizé de acuerdo al protocolo
descrito por Ducreux et al. (2005a). En este ensayo se emplearon explantes
internodales provenientes de plantulas de cinco semanas de edad. La bacteria se
cultivé previamente como se describié anteriormente hasta alcanzar un ODq,,, de 1,2.
Esta suspensién bacteriana fue concentrada mediante centrifugacién y luego
resuspendida en medio MS. Luego esta suspensién bacteriana fue adicionada al medio
de cocultivo (MS), suplementado con 20 mg/L de asetosiringona. Se empleé una
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concentracién bacteriana de 1:50 para el cocultivo. Los explantes fueron mantenidos en
esta solucién de 5 a 10 minutos sin agitacién y como paso adicional se incluyé un co-
cultivo sélido de 48 horas en luz. Posteriormente los explantes fueron transferidos a
medios de regeneracién. Para ambos protocolos, los explantes co-cultivados fueron
mantenidos en una cdmara de crecimiento para plantas (Phytotron Sanyo) con las
siguientes condiciones: temperatura de 18 °C + 0,5, fotoperiodo de 16 horas luzy 8
horas oscuridad, humedad del 60 + 2% y una iluminacién de 3000 Lux.

ENSAYO DE EXPRESION GUS

Este ensayo se realizé con base en el protocolo descrito por Lacorte (1998). 50 mg de
X-Gluc fueron disueltos en 1 mL de Dimetil sulféxido (DMSO). Esta solucién se adicio-
né a 100 mL de tampén de reaccién (NaH,PO4.H,0 100mM, Na,EDTA.2H,0 10 mM,
K:Fe(CN), - 3H,0 0,5 mM, Triton X-100 0,1%, X.Gluc 50 mg/mL TmM). Se tomaron
10 explantes sin co-cultivo como control. Después de 72 horas del co-cultivo, se to-
maron 100 explantes para el ensayo de expresion transitoria y 15 callos de 11 semanas
para el ensayo de expresién estable. Los explantes y callos se retiraron del medio de
regeneracién y se lavaron con agua destilada estéril. Después fueron secados en papel
absorbente y se colocaron en tubos eppendorf estériles de 0,6 ml, cubiertos por el
tampén de reaccién. Posteriormente, fueron incubados en oscuridad a una tem-
peratura de 37 °C por 36 horas. Después se adicioné etanol al 70% para interrumpir
la reaccién y retirar la clorofila. Luego de 24 horas se lavaron las muestras en agua
destilada y se transfirieron a glicerol 50% en una caja de petri. Finalmente las muestras
se visualizaron en un estereoscopio.

ANALISIS ESTADISTICO

Con los datos obtenidos en la curva de sensibilidad a kanamicina para las variables
peso seco y peso fresco, se realizé una prueba de normalidad de Shapiro-Wilks. Ba-
sados en estos resultados, se realizé una prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis
para establecer si habfa diferencias estadisticas significativas entre el peso fresco y seco
de los explantes para los diferentes tratamientos con kanamicina. Finalmente, se
determiné mediante un grafico de Whisker-Box la diferencia entre las medianas de los
tratamientos con kanamicina y el control (STATIGRAPHS v4.0). Las pruebas se reali-
zaron asumiendo un nivel de confiabilidad del 95%.

RESULTADOS

CURVA DE SENSIBILIDAD A KANAMICINA

El tratamiento control presenté un menor porcentaje de oxidacién y clorosis respecto
a los tratamientos con kanamicina (resultados no mostrados). El porcentaje de callo-
génesis para el tratamiento control fue mayor que para el resto de los tratamientos.
El menor porcentaje de callogénesis lo presenté el tratamiento 3 (Fig. 2). Las variables
peso seco y peso fresco para los tratamientos con kanamicina, no presentaron una
distribucién normal de acuerdo a la prueba de Shapiro Wilks (p<0,05), por lo tanto
se realiz6 una prueba no-paramétrica de Kruskall Wallis. Para |a variable peso fresco,
no se encontraron diferencias significativas (p=0,088=0,05). En contraste, para la
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variable peso seco se encontraron diferencias altamente significativas entre los
tratamientos (p<0,01).
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Figura 2. Ntimero de callos con procesos de callogénesis a la cuarta, quinta y sexta semana en los
diferentes tratamientos. TO=Control, T1=25 mg/L, T2=50mg/L, T3=75 mg/Ly T4=100 mg/L las ba-
rras de error representan la desviacion estdndar (SD).

La ganancia de peso seco fue mayor para el tratamiento control, mientras los trata-
mientos con kanamicina tuvieron una ganancia menor de peso seco (Fig. 3). El tra-
tamiento tres presentd la menor ganancia de peso seco, mientras el resto de los trata-
mientos con kanamicina tuvieron una distribucién de valores de peso seco similar.
Estos resultados corroboran el efecto téxico que ejerce la kanamicina sobre la sintesis
de proteinas en el cloroplasto y la mitocondria en plantas (Brasileiro y Aragdo, 2000;
Miki y McHugh, 2004). Dado que el tratamiento uno presenté un mayor porcentaje
de callogénesis, se decidié emplear una concentracién de kanamicina de 50 mg/L
para los ensayos de transformacién genética con el fin de disminuir el porcentaje de
escapes.

EXPRESION GUS TRANSITORIA Y ESTABLE

En el tratamiento control para el primer ensayo de transformacién, los explantes no
co-cultivados en la tercera semana ya eran inviables en medios de seleccién con
kanamicina. En los explantes co-cultivados del primer ensayo de transformacién, se
observaron signos de callogénesis a partir de la semana cuatro, mientras en el se-
gundo ensayo de transformacién se observaron callos a la tercera semana. En el
primer ensayo de transformacién solo el 32% de los explantes co-cultivados eran
viables y los signos de clorosis y oxidacién eran evidentes en la mayoria de los explates
durante la semana cuatro. En la sexta semana se observaron los primeros regeneran-
tes. Los explantes que presentaron regenerantes tenian aproximadamente cuatro
regenerantes por callo. Después de 11 semanas de seleccién en kanamicina (50
mg/L), solo 19 explantes de 190 eran viables y solo dos de estos explantes presen-
taban regenerantes. El porcentaje de oxidacién del ensayo fue del 52% y fue el proceso
que mds afecté la viabilidad de los explantes (Fig. 4). Dado el bajo porcentaje de
regeneracién presentado por los explantes cocultivados a las 11 semanas en el primer
ensayo de transformacién, se decidid realizar el ensayo GUS sobre 15 explantes via-
bles que presentaban procesos de callogénesis hasta ese momento.



Acta biol. Colomb., Vol. 13 No. 1, 2008 125

To
T1 m e

T3 }-Hﬁ
w  E

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Peso

Muestra
=
.~}

Figura 3. Grafico de Whisker-Box para la variable seco para los diferentes tratamientos con
kanamicina y el control (TO). Se partié de 10 réplicas para el tratamiento control y cinco réplicas
para los tratamientos con kanamicina. Cada réplica tenia 10 explantes.

Los explantes con regenerantes no fueron empleados para el ensayo GUS porque este
ensayo es destructivo. De los 15 callos cocultivados sometidos al ensayo GUS, 11 de
ellos presentaron evidencias del metabolismo del sustrato x-gluc por la presencia del
precipitado insoluble azul (Fig. SA). Los focos de coloracién azul obtenidos fueron muy
pequefios y comprendian células de la corteza del explante (Fig. 5A). De acuerdo con
los resultados de la expresién del gen gusA-intron, se determiné que la eficiencia de
transformacién fue del 6,8%. En el ensayo de transformacién transitoria, después de 72
horas del co-cultivo sélido, solo seis explantes de 100 presentaron la coloracién azul
que evidencia el metabolismo del sustrato x-gluc. La coloracién fue observada en células
corticales de los explantes (Fig. 5B). Para este ensayo se determiné una eficiencia de
transformacién del 6%. Para los explantes control no se detecté la coloracién azul que
evidencia la degradacién del sustrato x-gluc y la expresion del gen gusA-intron.
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Figura 4. Ndmero de explantes co-cultivados viables y con oxidacién total a través del tiempo. Desde
la cuarta semana hasta la onceava semana en medios de seleccién con kanamicina. Se partié se 190
explantes de entrenudo cocultivados con Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (pCAMBIA2301) y 10
explantes por réplica. Las barras de error representan la desviacién estandar (SD).

DISCUSION

El porcentaje de callogénesis observado después de siete semanas fue significativa-
mente menor al reportado por Dfazgranados y Chaparro-Giraldo (2007) bajo las
condiciones citadas en ese trabajo. Una de las posibles causas que pudieron afectar
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Figura 5. A. Expresién estable del gen gus-intron en células corticales de explantes internodales co-
cultivados con Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (pCAMBIA2301) después de 11 semanas. Aumento
de 50X. B. Expresion transitoria del gen gus-intron en células corticales de explante cocultivado con
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (pCAMBIA2301) después de 72 horas. Aumento de 20X.

este porcentaje fueron las variaciones en la temperatura que se presentaron en el
cuarto de cultivo durante la regeneracién de los explantes. Carvajal (2004) reporté la
obtencién de callos y regenerantes de Solanum phureja (variedad yema de huevo)
después de lograr controlar las condiciones de temperatura y humedad en el cuarto
de crecimiento. De la misma manera Gémez et al. (1997) citan que ademds de un
adecuado balance de citoquininas y auxinas, la temperatura, la iluminacién y el
estado fisiolégico de los explantes también influyen en la respuesta morfogenética.
Otra posible causa de este bajo porcentaje de regeneracién fue que Diazgranados y
Chaparro-Giraldo (2007) trabajaron con la multivariedad yema de huevo clon 1,
mientras en este trabajo se empleo la variedad Criolla Colombia. Dado que son va-
riedades diferentes, se espera que la respuesta morfogenética no sea uniforme. Dale
y Hampson (1995) y Heeres et al. (2002) evaluaron la susceptibilidad a la transfor-
macién mediada por A. tumefaciens y la capacidad morfogenética en 34 diferentes
variedades de S. tuberosum para tres tipos de explantes provenientes de: discos de
tubérculo, entrenudos y hojas, estos autores reportan variaciones en los procesos de
regeneracién y de transformacién asociados con el tipo de explante y variedad em-
pleada para los ensayos de transformacién genética. El bajo porcentaje de regene-
racién obtenido en el ensayo de transformacién estable a las 11 semanas, puede ser
explicado por dos posibles hipétesis. Primero, el proceso de seleccién con kanamicina
pudo afectar la respuesta morfogenética de los explantes, debido a su efecto téxico
sobre la fidelidad en la traduccién de proteinas en el cloroplasto y la mitocondria
(Brasileiro y Aragdo, 2001; Miki y Mchugh, 2004). Segundo, basados en los resul-
tados de la expresién del gen gusA-intron en grupos de células de los explantes méas
bien que en tejidos completos y dado que los genes de resistencia a kanamicina ntpl|
(neomicina fosfotransferasa) y el gen reportero gusA-intron estdn presentes en el
mismo vector (Fig. 1), se puede sugerir que la expresién de la proteina neomicina
fosfotransferasa fue también baja y por lo tanto insuficiente para metabolizar la
kanamicina y contrarrestar los efectos téxicos mencionados previamente. La expresion
del gen gusA-intron en células de explantes mas bien que en tejidos completos se espera,
puesto que no se realizé el ensayo GUS sobre plantas completas con tejidos diferen-
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ciados, sino sobre explantes y callos, donde es normal encontrar células transfor-
madas y no transformadas. Por otro lado, la inclusién de una fase de co-cultivo sélido
puede aumentar la eficiencia de transformacién y por la tanto la actividad GUS. Esta
fase de co-cultivo sélido tiene como objetivo que A. tumefaciens permanezca mas
tiempo con las células y aumente el porcentaje de infeccién. A pesar de que, Ducreux
et al. (2005a) y Franco-Lara y Barker (1999) incluyeron en sus ensayos de trans-
formacién una fase de co-cultivo sélido, en este trabajo se decidié excluir la fase de
co-cultivo sélido basados en los resultados obtenidos por Carvajal (2004) quien
observé que el co-cultivo sélido disminufa la viabilidad de los explantes. Otros
autores (Deng et al., 1995; Hansen, 2000) también reportan procesos de necrosis y
de oxidacién en células de maiz y Vitis vinifera después del cocultivo con A. tumefaciens.
Respecto a la eficiencia de transformacién obtenida de acuerdo con el ensayo histo-
quimico se puede afirmar que es més alta que la eficiencia de transformacién repor-
tada por Ducreux et al. (2005a). Estos autores reportan 30 lineas transgénicas a partir
de 1.000 explantes distribuidos en seis ensayos de transformacién, lo cual implica una
eficiencia de transformacién aproximada del 3%. Franco-Lara y Barker (1999) no re-
portaron la eficiencia de transformacién ni el ndmero de lineas transgénicas obte-
nidas en sus ensayos de transformacién. Actualmente, solo dos articulos reportan la
obtencién de lineas transgénicas de S. phureja y ninguno ha reportado la expresién del
gen reportero gusA-intron en esta especie de papa. Los porcentajes de regeneracién y
de transformacién en papa criolla (Solanum phureja) son bastantes bajos en compa-
raciéon con los obtenidos en la subespecies de Papa de afo (Solanum tuberosum;,
Banerjee et al., 2006; Valderrama, 2004). Trujillo et al. (2001) reportaron eficiencias
de transformacién del 15 al 50% basado en el ensayo de expresién del gen GUS. Final-
mente, con base en los resultados de la expresién del gen gusA-intron y la obtencién
de explantes viables en kanamicina, se puede concluir que A. tumefaciens infecté células
de explantes internodales derivados de plantulas de S. phureja variedad Criolla Co-
lombia y que esta variedad es apropiada para realizar ensayos de transformacién
empleando genes de interés agronémico. De la misma manera, se puede sugerir, con
base en las experiencias previas del Grupo de Ingenieria Genética de Plantas y en este
trabajo que la eficiencia de transformacion se puede incrementar, empleando explan-
tes en buen estado fisiolégico y controlando las condiciones ambientales de tem-
peratura, humedad y luz durante las etapas de regeneracién.

En los diferentes trabajos desarrollados en el grupo de Ingenieria Genética de Plantas
y en observaciones realizadas en el laboratorio, se ha detectado que la papa criolla (S.
phureja) es bastante sensible a los cambios de temperatura, y humedad. Variaciones
minimas en el ambiente induce procesos de estrés en la planta, afectando la respuesta
morfogenética y la viabilidad de los explantes. En contraste, papa de afio (Solanum
tuberosum) siempre ha presentado una mayor resistencia a los cambios en las condi-
ciones in vitro de cultivo. Dado esta susceptibilidad de S. phureja en las condiciones
iniciales de regeneracién, también se sugiere que aplicar el proceso de seleccién con
antibidticos 10 6 12 dias después puede aumentar la viabilidad de los explantes. Con
base en los altos porcentajes de oxidacién observados durante el proceso de rege-
neracién también es aconsejable mantener los explantes en oscuridad los primeros
dias después del co-cultivo con el fin de disminuir los procesos de oxidacién. Por dltimo,
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la inclusién de una fase de co-cultivo sélido durante 36 6 48 horas podria aumentar la
infeccién de A. tumefaciens. No obstante, para evitar que los explantes pierdan viabilidad
por el co-cultivo se debe realizar el co-cultivo liquido por 5 6 10 minutos y secar bien los
explantes para evitar sobreinfeccién durante el cocultivo sélido.
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