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V. RESUMEN

En la actualidad, la papa (Solanum tuberosum L.) es el cuarto alimento basico en el mundo
luego del arroz, el trigo y el maiz. En Venezuela, los productores de papa de la region
Andina, siembran principalmente las variedades Granola, procedente de Alemania y en
menor proporcién, la variedad nativa Arbolona negra, procedente del estado Mérida. El
cultivo de papa es altamente susceptible al ataque de patdgenos que pueden afectar
significativamente la produccion de los tubérculos semilla; en consecuencia, ha sido
necesario implementar metodologias in vitro para la produccion de plantas de papa y de
microtubérculos libres de patdgenos. Se ha reportado que la microtuberizacion puede verse
afectada por factores ambientales tales como la luz, la temperatura y el fotoperiodo, asi
como también por la composicion y consistencia del medio de cultivo. En este sentido, este
trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la composicion del medio de cultivo y del
fotoperiodo sobre la produccion de microtubérculos de papa variedades Arbolona negra y
Granola. Para ello, se micropropagaron plantas de papa variedades Arbolona negra y
Granola, utilizando el medio de cultivo semisolido o liquido, propuesto por Murashige y
Skoog (1962), suplementado con sacarosa, benciladenina, giberelina y nitrato de plata.
Estas plantas se incubaron en diferentes condiciones luminicas y se determiné la longitud
de las plantas y la cantidad, diametro, peso fresco y peso seco de los microtubérculos. Los
resultados muestran que el cultivo en medio semisoélido y medio liquido, bajo condiciones
de oscuridad permanente no favoreci6 la formacion de microtubérculos en ninguna de las
variedades ensayadas. Las plantulas de Granola y Arbolona negra cultivadas en medio
liquido suplementado con 5 mg/L de BA e incubadas bajo condiciones de dias cortos
produjeron la mayor cantidad de microtubérculos por planta (3,80 y 1,90 respectivamente),
y de mayor peso seco. El pre-tratamiento con GA increment6 la longitud de los vastagos de
ambas variedades; sin embargo, la cantidad de microtubérculos obtenidos no superé la
cantidad obtenida en las plantas que no fueron pre-tratadas con GA. La aplicacion de
nitrato de plata al medio de cultivo liquido redujo considerablemente la longitud de los
vastagos de plantas de ambas variedades, mostrando hiperhidricidad y crecimiento anormal
de las plantas. La mayor cantidad de microtubérculos en ambas variedades se obtuvo sin la
adicion de nitrato de plata al medio de cultivo, tanto en plantas incubadas en luz blanca

continua como en fotoperiodo de dias cortos.



Introduccién

1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es un miembro de la gran familia de las Solanaceas, a
la cual pertenecen segun Badillo & col. (2005) otras especies como el tomate
(Lycopersicum esculentum Mill.), el tabaco (Nicotiana tabacum L.) y la berenjena
(Solanum melongena Mill.). De acuerdo con el Centro Internacional de la Papa (CIP),
ubicado en Lima, el cultivo de la papa tuvo su origen probablemente en las cercanias del
lago Titicaca en el Alto Perd, hace mas de 8 mil afos (CIP, 2012). Con el tiempo su
consumo fue creciendo y su cultivo se expandié a todo el mundo hasta posicionarse

actualmente como uno de los principales alimentos para el ser humano.

En el afio 2010, la produccion mundial fue de aproximadamente 300 megatoneladas de
papa, registrada principalmente en el continente Asiatico y Oceania. En tanto que, el mayor
rendimiento se obtuvo en el continente Latinoamericano (FAOSTAT, 2010). En Venezuela,
las areas mas importantes de produccion de papa se encuentran situadas principalmente en
los estados Lara, Mérida y Trujillo (Romero & Monasterios, 2008). En un informe
realizado por el Ministerio del Poder Popular para la Agricultura y Tierras (2011), se

reportd que la produccion nacional alcanz6 aproximadamente 512.544 toneladas métricas.

Como fuente de alimento, la papa es un cultivo rico en carbohidratos principalmente por
su alto contenido de almidon, el cual conforma el 80% de la materia seca. A través del
consumo de papa hay una importante contribucion de proteinas, minerales como el hierro y
el fosforo, y vitaminas como la C y las del complejo B, de gran importancia en la nutricién
del ser humano (Poehlman & Allen, 2003).

La papa tiene la diversidad genética mas abundante de cualquier otra planta cultivada.
Los recursos genéticos de las papas de los Andes Suramericanos incluyen variedades
silvestres, especies autdctonas cultivadas, variedades producidas por los agricultores locales
e hibridos de plantas cultivadas y plantas silvestres. La diversidad genética les ha conferido
caracteristicas importantes, como la resistencia a plagas y enfermedades, valor nutritivo,

gusto y adaptacién a condiciones climaticas extremas (Bachem & col. 1996)

1



Introduccién

El CIP reporta que existen mas de 4000 variedades nativas que crecen en los Andes de
Per(, Bolivia y Ecuador. En Venezuela, las variedades de papa mas cominmente
sembradas son: Sebago, Red Pontiac, Alpha, Kennebec, Meridefia y Arbolona negra
(originarias de Venezuela) y Granola, de origen aleman. Precisamente, estas dos ultimas

variedades, son objeto de estudio en esta investigacion.

Hay dos maneras de obtener plantas de papa en campo, bien por via reproductiva, con
la participacion de los 6rganos sexuales masculinos y femeninos en la flor, o por via
vegetativa mediante la siembra de los tubérculos (Lindorf & col. 2006). Cuando las papas
se reproducen en forma vegetativa, como clones, esta garantizada una propagacion estable.
Sin embargo, los tubérculos que se toman de plantas enfermas transmiten la enfermedad a
las plantas que se desarrollan a partir de ellos. Para evitarlo, el tubérculo que se usa como
semilla tiene que producirse en condiciones de estricto control de las enfermedades, lo que
encarece el costo del material de propagacion, limitando su disponibilidad para los
agricultores de los paises en desarrollo. Una alternativa para superar este problema, es el

cultivo in vitro (Huaman, 1986).

Las técnicas de cultivo in vitro propuestas por G. Haberlandt a comienzos del siglo XX,
se basaron en el principio de la totipotencia celular y el balance hormonal. Estas técnicas no
solo han contribuido a mejorar la comprension de los eventos de diferenciacion celular,
sino también a la utilizacion de tales eventos en el mejoramiento genético, la conservacion
de germoplasma y la obtencion de plantas libres de virus. En el caso particular de la papa,
el cultivo in vitro ofrece una solucién econémica al problema de la presencia de patégenos
en el tubérculo semilla. Las plantulas se pueden micropropagar in vitro un namero ilimitado
de veces, cortandolas en fracciones llamadas explantes y sembrandolas en un medio de
cultivo rico en nutrientes. Con las plantulas se pueden producir pequefios tubérculos en
recipientes, o transplantarse al terreno donde crecen y producen papas semilla economicas
y sin enfermedades. Esta técnica es muy popular y se utiliza comercialmente en muchos

paises en vias de desarrollo (Villalobos & Thorpe 1993).

La micropropagacion es quizas la manera mas facil de obtener plantas in vitro, en

comparacion con la organogénesis o la embriogénesis somatica, en las cuales existe la
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posibilidad de que las células del explante deban pasar por una fase de desdiferenciacion
para luego rediferenciarse en nuevos tejidos. Durante los afios 50, se crearon métodos
elementales de cultivo tisular y desde finales del siguiente decenio se utiliza
comercialmente la micropropagacion para multiplicar materiales de siembra. Se estima que
todos los afios se obtienen por micropropagacion, no sélo plantas de papa, sino cientos de
millones de individuos vegetales agrupados en miles de variedades. (Villalobos & Thorpe
1993).

Sin embargo, es importante destacar que el éxito de la micropropagacion depende de la
composicion del medio en donde sean cultivados los explantes y la atmdsfera gaseosa en
donde se desarrollen. Entre los factores mas comunes que afectan la micropropagacion en
papa, se mencionan: la temperatura, el fotoperiodo, la concentracion de sacarosa, el balance
hormonal y la adicién de algun otro compuesto quimico como el nitrato de plata utilizado
para inhibir la toxicidad del etileno que se concentra en frascos cerrados (Morales, 2006;
Rodriguez-Falcon & col., 2006; Sakar, 2010).

Este trabajo tiene la finalidad de comparar el efecto de la composicion del medio de
cultivo y del fotoperiodo sobre la produccion de microtubérculos de papa (Solanum
tuberosum L.), entre las variedades Arbolona negra (nativa) y Granola (comercial).
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2. ANTECEDENTES
En esta seccion del trabajo se describen algunos aspectos relacionados con la
investigacion realizada. Se inicia con la descripcion botanica de la especie Solanum
tuberosum y el probable origen de la misma. Seguidamente se hace referencia a la
morfologia de la planta y las variedades estudiadas en este trabajo. Por otra parte, se
destaca la importancia del cultivo de papa en Venezuela y se explica como es el cultivo
convencional de la papa. Por ultimo, se destacan las técnicas de cultivo in vitro y los

factores que afectan la microtuberizacion.

Descripcion boténica de la especie
A continuacién se presenta la ubicacion de la papa en un sistema jerarquico de
categorias taxonomicas, de acuerdo con Badillo & col. (2005):
Reino: Vegetal
Divisién: Magnoliophyta
Subdivisién: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Subfamilia: Solanoideae
Género: Solanum
Especie: Solanum tuberosum L.
Subespecies: S. tuberosum subsp. andigena
S. tuberosum subsp. tuberosum
Segun Huaman (1986), el juego de cromosomas de la papa consta de 12 cromosomas.
Las células somaticas de las especies cultivadas de papa pueden variar entre el nivel
diploide y hexaploide (74,6% son diploides, el 3,8% son triploides, el 14,8% son
tetraploides, el 1,6 % son pentaploides y el 5,2% son hexaploides) en donde S. tuberosum

ssp. andigenum y S. tuberosum ssp. tuberosum se ubican dentro del grupo de tetraploides.
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S. tuberosum ssp. andigenum es nativa de los Andes del Pert y se distribuye desde
Venezuela hasta el norte de Argentina mientras que S. tuberosum ssp. tuberosum se cultiva
en todo el mundo (Huaman, 1986). Las diferencias morfoldgicas entre las dos subespecies
de S. tuberosum son muy pequefias. La principal de ellas es que S. tuberosum ssp.
andigenum depende de un fotoperiodo corto para tuberizar mientras que S. tuberosum ssp.
tuberosum tuberiza bajo dias largos o cortos. S. tuberosum ssp. tuberosum tiene plantas,
hojas y tubérculos mas grandes, por esta razén se cultiva mas. Ademas de estas diferencias
morfologicas, ambas subespecies se hallan netamente diferenciadas genéticamente, tanto a

nivel del genoma del cloroplasto como el nuclear (Castro & col., 2012)

Origen del cultivo de la papa

Los investigadores del CIP afirman que la historia de este cultivo comenz6 hace unos
8.000 afios, cerca del lago Titicaca, ubicado a 3.800 metros sobre el nivel del mar, en la
cordillera de los Andes, en la frontera entre Bolivia y Perd. Segun esta organizacion, las
comunidades de cazadores y recolectores que habian poblado el sur del continente por lo
menos unos 7.000 afios antes, comenzaron a domesticar las plantas silvestres de papa que
se daban en abundancia en los alrededores del lago. La invasion espafiola en 1532, puso fin
a la civilizacion inca, pero no a la papa, porque a lo largo de toda la historia andina, la papa,
en todas sus formas, ha sido por excelencia el "alimento del pueblo” y ha desempefiado un

papel central en el comercio de todos los paises de esta region (CIP, 2012).

Morfologia de la planta

La papa (Solanum tuberosum L.) es una planta herbacea, tuberosa, perenne, de tallo
erecto que puede medir hasta 1 metro de altura. Las hojas en su madurez son compuestas
imparipinadas y se disponen de forma helicoidal a lo largo del tallo. Sus inflorescencias son
cimosas, con flores purpuras o blancuzcas de 3 a 4 cm de didmetro, 5 sépalos y 5 pétalos
unidos, ovario supero. Los tallos aéreos son herbaceos, suculentos y pueden alcanzar de 0,6
a 1,0 m de longitud. El sistema radical es fibroso, ramificado y extendido superficialmente,
pudiendo penetrar hasta 0,8 m de profundidad. Los tubérculos son tallos modificados y

constituyen los principales 6rganos de almacenamiento de la planta de papa. Un tubérculo
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tiene dos extremos: el basal, ligado al estolon, llamado taldn, y el extremo opuesto que se

tubérculo madre

foliolos

raices

Figura 1. Morfologia de la planta de papa

Ilama extremo apical o distal. Los 0jos se
distribuyen sobre la superficie del tubérculo
siguiendo un espiral. Se concentran hacia el
extremo apical y estan ubicados en las axilas
de hojas escamosas llamadas cejas.

Morfologicamente, los ojos  del
tubérculo corresponden a los nudos de los
tallos, las cejas representan las hojas y las
yemas de los ojos representan las yemas
axilares. Los tubérculos pueden presentar
una forma alargada, redondeada y oblonga,
y su color puede ser blanco, amarillo,
violeta, rojizo, entre otros (Poehlman &
Allen, 2003).

Variedades de papa

Un aspecto importante a considerar es la disponibilidad de cultivares o variedades para

la multiplicacion de la papa. Segun Romero (2007), se considera que una variedad es

elegible cuando por sus caracteristicas agronémicas y tecnoldgicas retne las condiciones

necesarias como para ser plantada en el pais, de manera que satisfaga las necesidades

econdmicas del agricultor, asi como las de la industria nacional. EI CIP (2012) reporta que

actualmente existen mas de 4.000 variedades de papas nativas que crecen en los Andes de

Perd, Bolivia y Ecuador.

De acuerdo con este Centro, existen 226 especies silvestres distribuidas en 10.000 km de

longitud, desde el suroeste de Estados Unidos hasta el sur de Chile, con la mayoria de las

especies concentradas en Per( y Bolivia. Ellas crecen en diferentes suelos y climas, desde

el arido desierto a lo largo de la costa peruana, pasando por los valles interandinos, hasta
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altitudes de 4.200 msnm. Estas especies, no comestibles, son los antepasados originales de
las papas cultivadas hoy en dia. Los tubérculos silvestres son méas pequefios que las papas
cultivadas y poseen una gran variedad de formas y colores.

Segun Romero (2007), en Venezuela los productores de papa siembran principalmente
las variedades Granola, procedente de Alemania y Arbolona negra, procedente del estado
Meérida, y en menor proporcion, se cultivan otras variedades tales como Caribay, Diacol
capiro, Monserrate, Atlantic, Kennebec, Alpha, entre otras.

La variedad Granola, perteneciente al grupo S. tuberosum ssp. tuberosum, es de alta
preferencia en el mercado, con la limitante antes sefialada de su alta susceptibilidad al
Oomycete Phytophthora infestans, causante de la enfermedad del tizon tardio, que ocasiona
grandes pérdidas en la produccion. La planta desarrolla 3 a 5 tallos y posee hojas medianas
de color verde palido. En los primeros 15 a 20 dias presenta una formacion lenta del follaje,
que luego acelera su tasa de crecimiento cubriendo bien el terreno. Los tubérculos de esta
variedad se adaptan a zonas medias y altas de cultivo en nuestro pais, pueden demorar de 3
a 4 meses para poder ser cosechados, son de tamafio mediano a grande, forma ovalada, piel
de color amarilla, pulpa amarilla clara (Salas & col., 2000).

Por otra parte, Arbolona Negra es una variedad nativa agrupada dentro de las conocidas
“papas negras” y perteneciente al grupo S. tuberosum ssp. andigena. Se cultiva
significativamente en algunas comunidades del estado Mérida (Gavidia, Pueblo Llano y en
el Paramo del Pajarito). La flor de Arbolona negra es de color morado intenso y es muy
resistente a las heladas. Los tubérculos tienen una corteza de color oscuro y son resistentes
a la mayoria de las enfermedades que atacan este cultivo, principalmente al ataque de
Phytophthora infestans, pero por su maduracion tardia, esta variedad ha sido reemplazada
en campo. Su maduracion ocurre a los 7 0 9 meses, luego de este tiempo se cosechan los
tubérculos y se comercializan, siendo sus cualidades principales: alta calidad y diversidad
en los sabores y texturas, ademas de la capacidad para permanecer en almacenamiento por

varios periodos de tiempo sin dafiarse (Romero & Monasterio, 2008).
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Importancia de la papa en Venezuela

El uso de la papa en la alimentacion se inicié hace aproximadamente 7.000 afos,
cultivandose desde el nivel del mar hasta los 4.200 msnm en las montafias andinas del Peru,
Bolivia y Ecuador. Su mayor produccién se concentra en latitudes de 25 a 55 grados norte-
sur, es decir, en regiones templadas de todo el mundo (Romero, 2007).

En la actualidad, la papa es el cuarto alimento basico en el mundo luego del arroz, el
trigo y el maiz. Figura entre los diez alimentos mas importantes producidos en los paises en
vias de desarrollo. Hasta inicios de la década de los 90, casi la totalidad de las papas se
producian y consumian en Europa, América del Norte y en los paises de la antigua Union
Soviética. En la actualidad, se cultivan papas en 18,6 hectareas de tierras agricolas en 149
de los 167 paises del mundo. En el afio 2010, la produccion mundial fue de
aproximadamente 300 megatoneladas de papa, concentrandose en el continente Asiatico y
Oceania. En tanto que, el mayor rendimiento se obtuvo en el continente Latinoamericano
(ver Tabla 1). Actualmente China es el primer productor de papa a escala mundial, seguido
de India, Federacion Rusa y Estados Unidos (FAOSTAT, 2010).

Tabla 1. Produccidn de papa por region, afio 2010.

Area Cosechada Cantidad Rendimiento
(ha) (Ton) (Ton/ha)
Africa 1.805.921 23.467.851 12,99
Asia/Oceania 9.131.245 154.064.837 53,39
Europa 6.103.799 107.473.229 17,61
Latinoamérica 1.008.725 16.737.002 62,97
Norteamérica 546.533 22.438.970 41,06
MUNDO 18.596.223 324.181.889 17,43
China 5.077.504 74.799.084 14,73
Rusia 2.109.100 21.140.500 10,02
India 1.835.300 36.577.300 19,93
USA 406.588 18.016.200 44,31

Fuente: FAOSTAT

En Venezuela, el cultivo de papa se centra principalmente en la region andina donde las
condiciones ambientales son favorables para su desarrollo, siendo considerado como el
producto basico decimosexto y el primer producto de tubérculos de importancia para el

pais. En el afio 2010, de las 1.252.443 toneladas métricas de tubérculos producidos en un
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area de 105.442 hectareas, 512.544 toneladas métricas correspondieron a la produccion de
papa en una superficie aproximada de 28,99 hectéreas.

En Venezuela, el estado Mérida es el que posee el mayor rendimiento (22 ton/ha) y la
mayor superficie sembrada (9.213 ha), seguido por el estado Tachira con una superficie
cultivada de 2.719 ha (Romero, 2007). Sin duda, la papa es el principal rubro entre los que
sustentan la economia rural de las zonas andinas (MAT, 2011).

El cultivo de papa es de suma

Riboflavina Vitamina C . . e
e 0.02 mg 13 mg importancia en nuestro pais, no solo
0.106 mg / / . .
/ - Proteinas por el bajo costo de produccion, lo
Niacina \\ / y ; 1879 .
144mg  ~ . que lo hace accesible a los estratos
rasa
Hierro _Agua 77 gramos 01g : Lo .
031G ; o g poblacionales de bajos ingresos, sino
— ‘l - :'g’; también por ser una fuente sana de
44 mg .
Bitasio ! Carbohidratos alimento dado su alto valor
379 mg Calclo 20.13 ¢ o
g nutricional. La papa produce
Figura 2. Nutrientes de la papa por cada 100 g de papa. alrededor de 80 Kcal/100g de peso
Fuente: Departamento de Agricultura de los Estados Unidos,
Base de datos nacional de nutrientes fresco y tiene cerca del 2% de

proteinas (peso del producto fresco), el contenido més elevado de proteinas de la familia de
los cultivos de raices y tubérculos. El contenido vitaminico de la papa es similar al de otras
hortalizas: 100 g de papa hervida suministran cerca del 10% de la cantidad total diaria
recomendada de tiamina, niacina, acido ascorbico, de 5 al 10% de é&cido fdlico o
pantoténico y cerca de la mitad de la ingesta diaria recomendada de vitamina C. Ademas la
papa es una fuente de minerales tales como: hierro, fésforo, magnesio y potasio
(FAOSTAT, 2010).

La papa es el alimento ideal para las regiones sobre los 2.000 msnm donde hay pocas
opciones de cultivos y donde el hombre y los animales necesitan mas energia para su
subsistencia (Silva & Cordero, 2009). Actualmente, la tendencia en el mundo es hacia el
aumento de consumo del tubérculo en cualquiera de sus presentaciones, desde las

conocidas papas al vapor hasta las papas fritas.
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Cultivo convencional de papa

Las plantas de papa pueden obtenerse facilmente mediante reproduccion sexual o
asexual. El primer caso requiere la participacion de los 6rganos reproductivos femeninos
(pistilos) y masculinos (anteras) de las flores, en las que tiene lugar la unién del material
genético de los progenitores, lo que da origen a plantas con nuevas combinaciones de genes
(Lindorf & col., 2006).

En la reproduccion asexual, Ilamada también vegetativa, la nueva planta se forma a
partir de los tubérculos y, por no haber cruce de material hereditario, posee la combinacion
de genes del individuo al que pertenecian esos tubérculos. Esta forma de reproduccién da
lugar a descendientes genéticamente idénticos a la planta inicial, es decir, a clones de ella
(Poehlmanm & Allen, 2003).

Durante el crecimiento de la planta de papa, sus hojas compuestas van sintetizando el
almidon que es transferido posteriormente hacia los tallos subterrdneos o estolones. Estos
tallos se engrosan para formar tubérculos cerca de la superficie del suelo. Se pueden llegar
a formar de unos pocos hasta 20 tubérculos. ElI nimero de éstos que llega a la madurez
depende de la disponibilidad de humedad y nutrientes en el suelo. El tamafio y forma de los
tubérculos puede variar y el peso puede alcanzar un maximo de 300g. cada uno (Romero &
Monasterio, 2008).

Al final de la temporada de cultivo, las hojas y tallos mueren y los nuevos tubérculos se
separan de la planta, convirtiéndose en érganos de almacenamiento de nutrientes, lo que le
permite a la planta resistir el frio para mas adelante volver a crecer y reproducirse. Cada
tubérculo tiene de dos a diez brotes (0jos), distribuidos en patron espiral alrededor de la
superficie. De los brotes se generan plantulas que crecen cuando las condiciones son
nuevamente favorables (Romero & Monasterio, 2008).

De manera general, se han definido cuatro pasos en la formacion del tubérculo: 1)
Induccion e iniciacion del estolon, 2) Crecimiento del estolon (elongacion y ramificacion),
3) Cese del crecimiento longitudinal del estoldn y 4) Induccidn e iniciacion del tubérculo,
lo que da como resultado un crecimiento radical de la punta del estolon, formando un

tubérculo. Estos pasos pueden separarse experimentalmente, ya que las condiciones
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ambientales y los tratamientos hormonales les afectan de forma diferente (Salisbury &
Ross, 2000).

El tubérculo de papa presenta todas las caracteristicas de un tallo, aunque sea
subterraneo. Sus yemas axilares permanecen inactivas en respuesta a la presencia de la
yema apical. Cuando se corta el tubérculo, la dominancia apical se pierde y las yemas
axilares crecen en caso de que se haya interrumpido la latencia. Hay razones précticas tanto
para prolongar como para interrumpir la latencia del tubérculo. Cuanto mas tiempo puedan
mantenerse los tubérculos en forma latente hasta que sean comercializados, mayor sera su
precio de venta. Sin embargo, en la certificacion de semilla de papa, es recomendable
interrumpir la latencia con anticipacion para comprobar si hay agentes patégenos en los
tubérculos de la muestra (Poehlman & Allen, 2003).

La propagacion vegetativa por medio de tubérculos tiene algunas desventajas tales
como: la transmision de enfermedades virales y bacterianas, costos por transporte de
tubérculos pesados y voluminosos, y brote de tubérculos antes de la temporada de
plantacion. Sin embargo, una ventaja clara de la propagacion vegetativa es que después de
que el fitomejorador ha seleccionado una variedad determinada, es posible comercializarla
como un cultivar mejorado y conservarla en su estado genético original (Poehlman &
Allen, 2003).

Cultivo in vitro de la papa

El cultivo de tejidos vegetales se define como un conjunto de técnicas que presentan en
comun el hecho de que un explante, tal como protoplastos, células, tejidos y 6rganos, se
cultiva asépticamente en un medio artificial de composicion quimica definida y se incuba
en condiciones ambientales controladas. Estas técnicas pueden ser utilizadas como
herramientas para micropropagacion, eliminacion de virus y enfermedades, produccion de
haploides, aislamiento y utilizacion de protoplastos, cultivo de embriones, produccion de
fitoquimicos, ingenieria genética, mutacion y seleccion celular, produccion de semillas
sintéticas y estudios basicos de anatomia, desarrollo, fisiologia y nutricion vegetal
(Salisbury & Ross, 2000).

El desarrollo de todas las técnicas in vitro se sustentan sobre el principio de la

totipotencia celular, propuesta por Haberlandt en 1902, citado en el trabajo de Villalobos &
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Thorpe (1993). La totipotencia celular se refiere a la capacidad de regeneracion de un
organismo completo a partir de una célula vegetal. Asi, dicha célula contiene en su material
genético la informacion necesaria para expresar durante su ciclo vital cualquier rasgo
morfologico, quimico y/o funcional de la célula, tejido y planta.

Villalobos & Thorpe (1993), comentan que un aspecto importante en el cultivo in vitro
es la preparacion del medio en el que crecerdn las nuevas plantas, el cual se compone de
una mezcla de sales minerales, vitaminas, hormonas vegetales, azlcar, agua Yy
opcionalmente agar. ElI medio mas utilizado por numerosos investigadores es el
desarrollado por Murashige & Skoog en 1962, debido a que reune todos los macro y
micronutrientes necesarios para el desarrollo de la mayoria de las especies vegetales
cultivadas in vitro.

La composicion del medio depende de la especie vegetal con la que se esté trabajando;
en el caso particular de la papa, para su multiplicacién in vitro se utilizan medios nutritivos
que incluyen sacarosa y hormonas vegetales (Rigato & col., 2001).

El hecho de que la papa sea un cultivo seriamente afectado por muchas plagas y
enfermedades, lo convierte en un importante candidato para la manipulacion genética. A
través del cultivo de tejidos se pueden conservar germoplasmas y transferir genes que le
confieran resistencia a enfermedades y mejoren las caracteristicas agronémicas de la papa.
Para esto, la regeneracion in vitro de plantas via micropropagacion, organogénesis o
embriogénesis somatica es un prerrequisito. Se ha reportado para diferentes variedades de
papa una eficiente regeneracion de plantas a partir de una gama de explantes tisulares,

incluyendo hoja, tallo y tubérculo (JayaSree & col., 2001).

Micropropagacion y formacion de microtubérculos.

La micropropagacion consiste en producir plantas a partir de porciones muy pequefias de
ellas, tales como segmentos de tallo con yemas o meristemas aislados, los cuales son
cultivados asépticamente en un tubo de ensayo 0 en otro recipiente en que se puedan
controlar estrictamente las condiciones del ambiente y la nutricion, teniendo como

resultado plantas genéticamente idénticas a la planta parental (Arellano & col., 2010).
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La micropropagacion constituye uno de los métodos biotecnoldgicos que mayores logros
ha aportado al desarrollo de la agricultura. Se aplica en la produccion masiva de especies
horticolas, aromaticas, medicinales, fruticolas, ornamentales y forestales.

Segun Villalobos & Thorpe (1993), el proceso de micropropagacion comprende las
siguientes fases:

a) Fase 0. Corresponde a la pre-adaptacion del material parental a condiciones
homogeéneas que favorezcan la multiplicacion vegetativa in vitro.

b) Fase | (Induccion). Es la primera etapa del cultivo durante la cual se induce el
desarrollo del explante con potencialidad. En esta fase se pueden utilizar algunas
hormonas tales como las citoquininas.

c) Fase Il (Multiplicacion). Los véastagos inducidos en la primera fase son multiplicados
por medio de la induccion de brotes adventicios para aumentar el nimero de plantas
que se derivan de una sola planta madre.

d) Fase Il (Enraizamiento). Los tallos producto de las fases | y Il son ahora tratados para
inducir la formacion de raices y producir plantulas completas.

e) Fase IV (Aclimatacion). Esta es la etapa mas dificil del cultivo, cuando las plantulas
salen del ambiente estéril y rico en nutrientes para iniciar su desarrollo en tierra. Esta
fase requiere de condiciones adecuadas y grandes cuidados para que las plantulas no
mueran por pérdida o exceso de agua, o bien por el ataque de microorganismos.

Muchos investigadores sugieren la micropropagacion de papa para la produccién de
semilla, para la coleccion y la distribucion de germoplasma a través del mundo y para el
hallazgo de clones de interés en la agricultura. De Garcia (1991), en un proyecto destinado
a la obtencion de clones de papa resistentes a las heladas, logrd producir microtubérculos
de las plantas transformadas mediante el empleo de las técnicas de cultivo in vitro.

Las papas son susceptibles a una serie de enfermedades que reducen la productividad y
la calidad de los tubérculos. Ademas, los patdgenos se acumulan durante la clonacion
sucesiva del tubérculo y en el suelo donde se cultivan. Por eso la produccion sostenible de
papa depende de la renovacion constante del material de siembra libre de enfermedades
(Agrios, 2005).
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Una innovacion importante para la industria de la papa en los paises desarrollados fue
la adopcion generalizada, en el decenio de 1970, de la micropropagacién como sistema para
multiplicar plantas libres de enfermedades, que se pueden usar para producir tubérculos
semilla sanos para los agricultores. Primero se eliminan los virus y otros patdgenos
cultivando plantas de papa en un ambiente controlado a temperatura elevada. Después se
colocan los brotes libres de enfermedades en un medio nutritivo estdndar en recipientes de
vidrio y en un entorno completamente aséptico. Los brotes se convierten en plantulas que
se pasan a un invernadero o a una parcela protegida contra las plagas de insectos; alli se
desarrollan y producen pequefios tubérculos (Afio Internacional de la Papa, 2008).

Una vez cosechados, estos pequefios tubérculos se deben almacenar en frio. Después
de 45 dias, y por un periodo de hasta siete meses desde la cosecha, se pueden trasladar a
lugares més calidos para inducir la produccién de brotes. Una vez sembrados, produciran
tubérculos de tamafio normal, libres de enfermedades, y estaran listos para distribuirse a los
agricultores (Ao Internacional de la Papa, 2008).

La micropropagacion esta ayudando a los paises en desarrollo a producir tubérculos
“semilla” econdémicos y libres de enfermedades, e incrementar la productividad. Segun
Romero (2007), la obtencion de microtubérculos hoy en dia es de suma importancia
econdmica, debido a que una vitroplanta genera 20 a 30 tubérculos en el invernadero, y
luego cada tubérculo se multiplica por 20 o 30 en cada ciclo. Luego de 4 ciclos, una
vitroplanta puede haber generado 3,2 millones de tubérculos. En otras palabras, una
vitroplanta puede generar mas de 4000 sacos de semilla certificada, luego de una
multiplicacién en invernadero y tres en el campo. Esto disminuye los costos de produccion,
el tiempo de cosecha y el transporte de los tubérculos libres de virus, utilizados como
semillas certificadas. EI Gobierno venezolano con el fin de alcanzar la Soberania
Agroalimentaria, ha puesto sus esfuerzos en la produccion nacional de semillas de calidad
tanto por el sistema formal como por la produccion artesanal de semillas, siendo su primer
objetivo la produccion de vitroplantas de papa (Silva & Cordero, 2009).

Gallardo & col. (1997) utilizaron la micropropagacion de papa para la multiplicacion
rapida de clones libres de enfermedades y la obtencion de microtubérculos sanos para ser

usados como semillas.
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Los microtubérculos ofrecen varias ventajas ya que dependiendo de su tamafio, pueden
ser almacenados Yy transplantados al campo sin la etapa de aclimatacion. Segun Gallardo &
col. (1997), los microtubérculos de longitud mayor a 1 cm pueden cultivarse directamente
en campo. También su transporte y comercializacion es mas féacil, favoreciendo el
intercambio internacional de germoplasma. Los principales problemas asociados con la
produccion de microtubérculos en frascos convencionales, son el bajo rendimiento de
tubérculos (1-1,5 tubérculos/planta) y algunas veces su pequefio tamarfio, lo cual impide el
traslado a campo (Garcia & col., 2004a).

Sin embargo, se han hecho varios ensayos con el propdsito de mejorar la calidad y el
namero de los microtubérculos por planta. Entre éstos se tienen, el cambio de algunos
componentes en el medio de cultivo, como por ejemplo: alta concentracién de sacarosa y la
adicion de hormonas vegetales, manipulacion de las condiciones del cultivo, tales como la
temperatura, el fotoperiodo y por ultimo, el uso de medios liquidos en tubos o biorreactores

en agitacion (Arellano & col. 2010).

Factores que afectan la tuberizacion en campo e in vitro

Aunque la iniciacion del estolon ocurre en un amplio rango de temperaturas y duracion
del dia, el desarrollo de los estolones en tubérculos requiere condiciones méas especificas.
Segun Salisbury & Ross (2000), para la iniciacion del estolon es importante que los niveles
de giberelinas (GA) sean elevados, mientras que los de citoquininas deben ser bajos. Los
dias cortos provocan una disminucion de las giberelinas en la planta, lo que puede explicar
que el estolén deje de alargarse y forme el tubérculo.

Al igual que la tuberizacion en campo, la microtuberizacion se ve influenciada por el
fotoperiodo, la intensidad de luz, la temperatura, la consistencia y la composicion

(nutrientes y hormonas) del medio de cultivo (Morales, 2006).

El fotoperiodo
Segun Kittipadukal & col. (2012), el sitio principal de percepcion de la sefal
fotoperiddica de tuberizacion esta en las hojas, lo que se demostrd cuando las hojas de las

papas andigena que crecen bajo condiciones inductivas de 8h luz, fueron injertadas en

15



Antecedentes

plantas patrones no inducidas de 16h luz, formandose tubérculos en estas Ultimas. Mientras
que, cuando se injertan los patrones con hojas no inducidas, no hay formacion de
tubérculos. Se concluye asi que las condiciones inductivas son detectadas en la hoja y no en
los estolones, lo que lleva a la hipotesis que en respuesta a la sefial fotoperiddica las hojas
producen un estimulo de tuberizacion que es transportado a través de la unidn del injerto a
la planta patrén no inducida en donde se promueve la tuberizacion (Rodriguez-Falcon &
col., 2006).

El responsable de captar la longitud del dia en las hojas es el fitocromo, una proteina
fotoreceptora que regula el crecimiento y las respuestas fotomorfogénicas de las plantas
(Taiz & Zeiger, 2006). Una interrupcion de la noche con luz blanca inhibe la tuberizacion
en plantas de dias cortos; si dicha perturbacién se realiza con luz roja, la inhibicion es mas
efectiva. Sin embargo, un pulso con luz del rojo lejano dado inmediatamente después del
pulso de luz roja, invierte el efecto inhibitorio de la ruptura del rojo indicando que la
longitud de la noche es captada por los fitocromos, especificamente el PHYB (Rodriguez-
Falcon & col., 2006).

La respuesta fotoperiddica de tuberizacién depende de la subespecie y variedad
considerada. Como se mencioné anteriormente, la subespecie tuberosum requiere de un
fotoperiodo largo para desarrollar su area foliar, en tanto que el proceso de tuberizacién es
indiferente del fotoperiodo. Por el contrario, la subespecie andigena tuberiza estrictamente
bajo condiciones de dia corto y al ser llevada a condiciones de fotoperiodo largo, la etapa
de crecimiento se alarga, la floracion es mas abundante, pero no tuberiza o lo hace
escasamente, produciendo tubérculos muy pequefios (Arellano & col., 2010).

Seabrook, (2005) menciona que el fotoperiodo es el principal control morfogenético de
tuberizacion in vitro de papa. Las condiciones fotoperiddicas de dias cortos son inductivas
de la tuberizacion; de hecho, la formacion de microtubérculos puede darse en ausencia de
altas concentraciones de sacarosa y sin reguladores de crecimiento, tan sélo con la
aplicacion de fotoperiodos de dias cortos. En el trabajo de Seabrook (2005), la combinacion
de un pretratamiento de las plantas cultivadas bajo fotoperiodo de dias largos y luego
transferidas a condiciones inductivas de dias cortos, promovié la formacion de

microtubérculos mas grandes y de mayor peso fresco en cuatro cultivares de papa: Jemseg,
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Katahdin, Russet Burkbank y Superior. Ademas,
el mismo autor demostré que la morfologia de la
formacion del microtubérculo fue influenciada
por el fotoperiodo, observandose (a):
microtubérculo ideal para la multiplicacion, (b):
microtubérculo unido al estolén, (c): formacion de
microtubérculo secundario, (d): microtubérculos
axilares secundarios.

Por otra parte, Fixen & col. (2011), estudiaron

el efecto del fotoperiodo sobre la formacién de

1¢m

- ) : - microtubérculos de papa, reportando que los dias
Figura 3. Ejemplo de microtubérculos

formados en segmentos de tallo con un | cortos favorecen la tuberizacion en la subespecie
nudo en respuesta a varios fotoperiodos.

(Seabrook y col. 2005) andigena, mientras que la exposicién continua de

las plantas a luz azul, inhibe la tuberizacion en la

subespecie tuberosum.

La temperatura

El tubérculo en latencia inicia su brotacion y emergencia en forma lenta a 5°C y se
maximiza a los 14-16°C. Es importante considerar esto en la época de plantacion ya que
ésta debe iniciarse cuando la temperatura del suelo oscile entre los 7-8°C. Las altas
temperaturas (28°C 0 mas) son inhibitorias para la tuberizacion, ya sea en dias cortos o dias
largos, debido a que afectan la fragmentacion de los asimilados de carbono, decreciendo la
cantidad de éstos hacia los tubérculos e incrementandose en otras partes de la planta
(Morales, 2006).

La respuesta fotoquimica a la temperatura tiene estrecha relacion con la intensidad
luminica. Asi, cuando esta ultima es alta, la fotosintesis neta se optimiza. Durante el
desarrollo del cultivo, la planta incrementa su area foliar a temperaturas de 20-25°C. Las

temperaturas superiores a los 37°C afectan el proceso fotosintético (Arellano & col., 2010)
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La consistencia del medio de cultivo

La micropropagacion a partir de microesquejes puede realizarse en medios de cultivo
semisolidos o liquidos. Segun Jara (1996), los medios de cultivo solidificados con agar son
comdnmente utilizados para la conservacion de germoplasma y la produccion masiva de
plantulas libres de virus, incluyendo su posterior comercializacion. Este medio ofrece la
ventaja de mantener por mas tiempo el cultivo de las plantas, sin necesidad de refrescarlo
cada dos semanas, lo cual disminuye el riesgo de contaminacion del explante al no tener
que perturbar las condiciones de esterilidad en las que fue cultivado. Por su parte, el cultivo
en medio liquido es usado para diferentes fines debido al buen intercambio gaseoso y a la
facilidad con que difunden las sustancias toxicas (fenoles) en el medio. Generalmente, la
técnica consiste en colocar unos pocos segmentos nodales en fiolas de 250 mL con 15 mL
de medio liquido e incubarlos a 95 rpm en un agitador orbital, para de esta manera permitir
la regeneracion de los brotes (George & col. 2008). Estos autores sefialan que el medio
liquido sin estructuras de soporte, es utilizado para los cultivos de protoplastos, para
obtener metabolitos secundarios a partir de raices y para la propagacion de embriones
somaticos, meristemas nodulares y microtubérculos.

Esta técnica fue desarrollada en plantas de papa por investigadores del CIP, permitiendo
con ello la obtencién de plantulas en un menor tiempo y con una mayor produccion; sin
embargo, su implementacion es costosa ya que se necesitan equipos en agitacién constante
y los frascos utilizados ocupan demasiado espacio en el agitador. Una de las desventajas
que involucra el cultivo en medio liquido es la formacion de estructuras hiperhidricas en los
brotes, hojas y raramente en las raices. Su formacion puede evitarse al trasladar el cultivo a
medios semisolidos. La causa de estas anormalidades se desconoce, aunque se postula que
pueda deberse a cambios en el pH del medio en el cual se desarrollan las plantulas (Jara,
1996).

En la micropropagacion en medio liquido, los explantes pueden estar total o solo
parcialmente sumergidos en el medio. Por ejemplo, Pérez & col. (2008) estudiaron la
tuberizacion in vitro de papa (Solanum tuberosum L.) variedad Diacol Capiro, en
biorreactores de inmersion temporal, en los que se establecen frecuencias de inmersion

cada cierto tiempo en distintos volumenes de medio de cultivo, con el proposito de lograr
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que todas las yemas axilares de los segmentos de tallo utilizados, sean inducidas a formar
microtubérculos y que éstos, a su vez, alcancen un mayor tamafio para que el investigador
pueda utilizarlos directamente en campo y obtener semilla basica.

De manera similar, Jiménez & col. (1999), elaboraron un sistema de inmersién temporal
para mejorar la produccion de microtubérculos de papa, reportando que esta técnica de
cultivo presenta varias ventajas en comparacion con los cultivos solidos, por ejemplo: la
inmersion temporal permitio que el medio de cultivo estuviese en contacto con todas las
partes de la planta por periodos cortos, asi la induccién del microtubérculo fue mas
uniforme entre los brotes axilares, resultando una mayor produccion de estos 6rganos de
almacenamiento. Al mismo tiempo el consumo de nutrientes increment6 y por lo tanto, el
tamafio y peso de los tubérculos fue mayor que los valores obtenidos en medio soélido, con

diferencias estadisticamente significativas para todas las variables estudiadas.

La concentracion de sacarosa en el medio de cultivo.

La sacarosa ha sido ampliamente utilizada como fuente de carbohidratos en la mayoria
de las investigaciones in vitro de todas las especies y en especifico de la papa. Ademas,
tradicionalmente se ha utilizado en la produccién de microtubérculos de papa y de fiame
(Garcia & col., 2004b).

Algunos autores han referido un doble papel de la sacarosa en el desarrollo de los
microtubérculos. Ademas de ser una fuente de carbono adecuada, facilmente asimilable por
las plantas in vitro y que se convierte en almidon en el desarrollo del microtubérculo; la
sacarosa, a una concentracion de 80 g/L, también proporciona una osmolaridad favorable
para el desarrollo del microtubérculo (Khuri & Moorby, 1995).

Morales (2006) menciona que la sacarosa es un inductor de varios genes en el tubérculo,
tales como los de la patatina (proteina de reserva), inhibidor de proteinasas Il (regulador de
proteasas) y ADP-Glc pirofosforilasa. EI mismo autor reporta que se han encontrado altos
niveles de giberelinas (hormona inhibidora de la microtuberizacion) en la punta de los
estolones, cuando se agrega al medio una concentracion de 10 g/L de sacarosa. Estos

niveles disminuyen cuando se incrementa la cantidad de sacarosa a 80 g/L, sugiriendo que
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este aztcar puede modular los niveles de giberelinas en los estolones y desarrollar mayor
cantidad de éstos para la induccién de los tubérculos.

Adicionalmente, Gopal & col. (2004) evaluaron el efecto del genotipo, acido abscisico y
sacarosa sobre la produccion de microtubérculos para la conservacion del germoplasma de
papa, reportando que las concentraciones entre 60 y 80 g/L de sacarosa promovieron la

formacion microtubérculos e incrementaron su peso seco.

Las giberelinas y el PHYB en la microtuberizacion.

A causa de gue la biosintesis de las giberelinas bioactivas (GAS) es regulada tanto por la
luz como por el PHYB, las GAs han sido implicadas desde hace mucho tiempo en la
inhibicion fotoperiddica de la tuberizacion en papa. La iniciacion de tubérculos es retardada
por la aplicacion de giberelinas mientras que la adicion de inhibidores de su biosintesis,
tales como cloruro de clorocolina, pacobutrazol o ancimidol, aumenta la formacién de
tubérculos en explantes de tallo con un solo nudo y en plantas que crecen en invernaderos
(Sakar, 2010).

Segun Rodriguez-Falcén & col. (2006), una de las evidencias para una funcién
inhibitoria de las giberelinas sobre la formacion de tubérculos es que la iniciacion de estos
organos esta relacionada con una disminucion aguda del contenido enddgeno de dicha
hormona en el estolon. Sin embargo, aunque se acepta que la induccion de tuberizacién en
las plantas de dia corto se correlaciona con un tasa reducida de la sintesis de giberelinas
bioactivas en las hojas, se ha observado que la transferencia a condiciones de dia corto
induce el alargamiento de los entrenudos mas jovenes del tallo, funcién que realiza dicha
hormona (Rodriguez-Falcén & col., 2006).

Altos niveles de giberelinas en los estolones afectan negativamente la formacién de
tubérculos; sin embargo, una alta tasa de conversion de GA, a GA; en el vastago, favorece
la formacidn de este 6rgano de almacenamiento, probablemente por la disminucion de los
niveles de GAy en los tejidos aereos y el subsiguiente transporte de este precursor al
estolén (Rodriguez-Falcén & col., 2006).
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Coria & col. (2004) mencionan que GAj inhibe la tuberizacion porque priva la
participacion de la glicoproteina patatina, la cual es considerada como un indicador de la

actividad promotora del microtubérculo a partir del estolén.

La concentracion de citoquininas

Desde hace algun tiempo se ha sugerido que las citoquininas juegan un papel importante
en la tuberizacion pues se cree que ellas estimulan la iniciacion y el crecimiento de los
tubérculos. La principal muestra de los efectos favorables de las citoquininas en la
tuberizacion fue obtenida en experimentos in vitro, en los cuales se observo que la
presencia de cinetina en el medio de cultivo estimuld la formacion de tubérculos en
estolones aislados de papa (Aksenova & col., 2009).

La estimulacion de la tuberizacién inducida por citoquininas es comprensible ya que la
iniciacion de los tubérculos esta relacionada con la citoquinesis y la formacion de almidon.
Ademas, estas hormonas estimulan la division celular y mejoran la actividad de los érganos
subterraneos. Sin embargo, los tratamientos con cinetina en plantas de papa intactas,
estolones y explantes no siempre han resultado en la estimulacion de tuberizacion, sino que
algunas veces llevan a su supresion (Aksenova & col., 2009).

Zhang & col., (2005) determinaron el papel del acido indol acético (AlA), &cido
giberelico (GA) y Benciladenina (BA) en el crecimiento de véstagos y tuberizacion de
Solanum tuberosum variedad Zihuabai (cultivar comercial chino), reportando que la
presencia de BA fue indispensable para inducir la formacion de microtubérculos puesto que
no se formaron microtubérculos en los tratamiento con AIA + GA o s6lo con AlA.

Rodriguez-Falcon & col. (2006), mencionan que los intentos para inducir la formacién
de tubérculos aplicando citoquininas en las hojas, han producido resultados ambiguos ya
que estos tratamientos son incapaces de inducir la tuberizacién en plantas andigena que
crecen bajo condiciones no inducidas. Ademas, el efecto promotor de estas hormonas
podria ser observado solamente en presencia de altas concentraciones de sacarosa por
encima del 40%. Estas observaciones sugieren que la citoquinina podria funcionar para
controlar el alargamiento y el crecimiento del tubérculo pero no tendria papel en la

sefializacion de la transicion para formar estos 6rganos de almacenamiento.
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Efecto del nitrato de plata en la microtuberizacion

Aunque la propagacion de plantas de papa en envases cerrados evita o disminuye la
contaminacion, algunas veces se puede observar un crecimiento anormal de la planta y una
inhibicion de la tuberizacion debido a la acumulacion de gases tales como el etileno. Esta
hormona vegetal es la responsable de los procesos de estrés en las plantas, la maduracion de
los frutos, la senescencia de hojas y flores y la abscision del fruto. Cuando este gas se
acumula en envases cerrados, puede inhibir el crecimiento de las plantas y evitar la
formacion de microtubérculos (Turhan, 2004).

Segun Kumar & col. (2009), el receptor de etileno, ETR1, contiene un sitio de enlace al
etileno y el enlazamiento esta mediado por un ién de Cobre presente en el sitio de
enlazamiento de esta molécula. Los iones de plata son capaces de generar insensibilidad al

etileno en las plantas. Las mutaciones de insensibilidad al etileno y los iones de plata se

piensa que perturban los sitios de enlace del
etileno. El reemplazo del cofactor cobre por
z 2 la plata bloguea el receptor en una
s ok ETHYLENE

conformacién tal, que continuamente

reprime los efectos del etileno (ver figura 4).

Nucleus

EIN3/EIL1/EIL2 ., i
La accion del etileno en las plantas es

iERFl+H}EBP>‘ A L . L.
inhibida por antagonistas débiles tal como el
CO; y antagonistas fuertes como lo son los
s compuestos de plata. La inhibicion por parte
ﬂ del CO, se debe posiblemente a la oxidacion
del etileno por un sistema enzimatico unido

Silver ions nullify the adverse
effects induced by ethylene

a un ién metalico. El nitrato de plata inhibe

Figura 4. La participacion de los iones de cobre | laaccion de esta hormona vegetal por medio

en la transduccion de la sefial del etileno. . .
de iones plata que reducen la capacidad del

receptor para unir etileno, lo cual resulta en

altas concentraciones de etileno en los tejidos inhibiendo asi los pasos tempranos de su

propia ruta de biosintesis (Kumar & col. 2009).
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Zhang & col. (2006) y Turhan (2004), publicaron el efecto del nitrato de plata en el
crecimiento in vitro de véstagos y tuberizacion de Solanum tuberosum L, reportando que la
adicion de este compuesto quimico al medio de cultivo promueve el desarrollo de los brotes

e incrementa el peso fresco de los microtubérculos.

Esta revision bibliogréafica permite tener las bases tedricas necesarias para entender el
efecto de la composicion del medio de cultivo y del fotoperiodo sobre la produccién de
microtubérculos de papa (Solanum tuberosum L.), entre las variedades Arbolona negra

(nativa) y Granola (comercial).
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3. JUSTIFICACION

Tal como se ha sefialado, la papa es un cultivo que ha ganado considerable importancia
en las ultimas décadas. Desde sus origenes, hace milenios en algin lugar de la cordillera
andina, el cultivo de la papa se ha extendido a Europa, Asia y Africa; de hecho, China es el
mayor productor de este tubérculo. Tal vez ningin otro cultivo en la historia
contemporanea ha jugado un papel mas importante en la seguridad alimentaria y en la
nutricion de la poblacion, provocando ademéas un gran impacto en el bienestar social de
quienes lo cultivan y quienes lo consumen. La importancia econdmica de la papa se
fundamenta en que su capacidad de produccién de sustancias alimenticias por unidad de
superficie, es tres veces mayor que en los cereales, o que permite suplir de alimento a un
elevado numero de personas.

El interés principal de quienes cultivan la papa es la produccién comercial de tubérculos
para consumo fresco, procesamiento industrial o semilla, por lo tanto los factores que
estimulan la formacion de los tubérculos o que afectan en alguna medida el proceso de
tuberizacion deben ser cuidadosamente estudiados.

Entre los factores que intervienen en la tuberizacion se han mencionado las
caracteristicas propias de la variedad, la edad fisioldgica de la semilla, la temperatura del
suelo, la humedad, la nutricion de la planta, la intensidad y duracién de la luz, la accién de
reguladores del crecimiento y la incidencia de plagas y enfermedades. Todos estos factores,
actuando en forma individual o combinada, ademéas de afectar el cultivo, influyen
directamente en su rentabilidad, particularmente el dltimo de ellos dado que los tubérculos,
por el medio en que se desarrollan, estin muy expuestos a la accion de microorganismos
patdgenos.

Ante la dificultad de controlar exitosamente la mayoria de las variables que afectan
negativamente la produccion de tubérculos de papa en condiciones naturales, se ha acudido
a la propagacion in vitro, una tecnologia que mediante el cultivo de yemas axilares, bajo
condiciones asépticas y con un medio de -cultivo apropiado, permite obtener
microtubérculos con relativa facilidad.

Como se ha descrito anteriormente, los microtubérculos tienen algunas ventajas sobre
los tubérculos obtenidos en condiciones de campo; sin embargo sobre el proceso de

microtuberizacion inciden también diferentes variables tanto exégenas como enddgenas. Es
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por ello que se justifica una investigacion como la que aqui se describe, por cuando se esta
tratando con variables como el fotoperiodo, la consistencia del medio de cultivo, la
concentracion de sacarosa y la adicion de citoquininas y de nitrato de plata, que en las
condiciones planteadas y con las variedades seleccionadas (Granola y Arbolona negra) no

habian sido previamente estudiadas.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general: Comparar el efecto de la consistencia y composicion del medio de
cultivo, asi como del fotoperiodo, sobre la produccion de microtubérculos de papa

(Solanum tuberosum L.), entre las variedades Arbolona negra y Granola.

Objetivos especificos:

1. Micropropagar las variedades de papa Arbolona negra y Granola, a partir de

microesquejes.

2. Evaluar el efecto de la concentracion de sacarosa, consistencia del medio de cultivo y
condiciones luminicas, sobre la produccién de microtubérculos de papa (variedades

Arbolona negra y Granola).

3. Determinar el efecto de la concentracion de Benciladenina (BA) y del fotoperiodo sobre

la produccion de microtubérculos de papa (variedades Arbolona negra y Granola).

4. Determinar el efecto de la concentracion de Giberelinas (GAS) y del fotoperiodo sobre la

produccién de microtubérculos de papa (variedades Arbolona negra y Granola).

5. Determinar el efecto de la concentracion de Nitrato de plata (AgNO3) y del fotoperiodo

sobre la produccién de microtubérculos de papa (variedades Arbolona negra y Granola).



Materiales y Métodos | 27

5. MATERIALES Y METODOS

A continuacion se explican los diferentes aspectos relacionados con la metodologia que
se siguié durante el proceso investigativo, tales como material vegetal y las diferentes

experiencias realizadas para lograr los objetivos propuestos.

1. Micropropagacion del material vegetal que se usara como fuente de explantes
Siguiendo el protocolo establecido en el CIP Peru (Espinoza & col., 1989), se
cultivaron asépticamente los segmentos nodales de plantas de papa in vitro (variedades
Arbolona negra y Granola), de dos meses de edad, colocados en tubos de vidrio con tapas
de polipropileno que contenian medio semis6lido Murashige y Skoog (1962) suplementado
con vitaminas de Morel (1950), 25 g/l de sacarosa y solidificado con 6 g/l de agar. Todo el
material (120 segmentos nodales de cada variedad) se incubd bajo luz blanca continua (95
umol m?s-!) a 18 °C, durante dos meses, en el Laboratorio de Mejoramiento Vegetal del
Instituto de Biologia Experimental (IBE) de la Universidad Central de Venezuela. Luego de
ese tiempo las vitroplantas presentaron el tamafio adecuado para extraer los segmentos

nodales que se usaron en las siguientes experiencias:

2. Efecto de la concentracion de sacarosa, consistencia del medio de cultivo y

condiciones luminicas, sobre la produccién de microtubérculos de papa.

Explantes a utilizar

Para la micropropagacion en medio semisolido se utilizaron explantes de tallo con
cuatro nudos para inducir el desarrollo de las yemas axilares y garantizar la formacién de
mayor nimero de microtubérculos. Los explantes de tallo fueron tomados de vitroplantas
de papa variedades Arbolona negra y Granola, de dos meses de edad, cultivadas en medio
semisolido, segun el protocolo detallado en el experimento 1.

Para la micropropagacion en medio liquido se utilizaron explantes de tallo con un nudo,
tomados de plantas de papa variedades Arbolona negra y Granola, de dos meses de edad,

cultivadas en medio semisélido.
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Medios de cultivo

El medio base que se utilizo6 en todos los tratamientos fue el conocido como MS, por las
siglas de quienes lo formularon, Murashige y Skoog (1962). Este medio se suplementé con
vitaminas de Morel (1950) (pantotenato de calcio 1mg/l, mio-inositol 100 mg/l, tiamina
1mg/l, biotina 0,01 mg/l, piridoxina 1 mg/l, &cido nicotinico 1 mg/l), sacarosa (a distintas
concentraciones, ver tabla 2) y se solidificdé con agar 6 g/l (s6lo en el caso del cultivo en
medio semisélido). A todos los medios se les ajusté el pH a 5.6 y posteriormente se

esterilizaron en autoclave a 120 °C, 15 libras de presion, durante 20 minutos.

Condiciones del cultivo

Para el cultivo en medio semisolido, las plantas con 2 meses de edad, se cortaron en
secciones de tallo con 4 nudos y se cultivaron en tubos estériles con 20 ml de medio MS,
sellados con tapas de polipropileno. En cada tubo se colocé una seccion de tallo, para hacer
un total de 45 plantulas de cada variedad (ver tabla 2).

Para el cultivo en medio liquido, se obtuvieron explantes de tallo con un nudo y se
colocaron en fiolas estériles con 20 ml de medio MS (5 explantes por fiola, para hacer un
total de 45 segmentos nodales de cada variedad). Estas se sellaron con tapones de gasa y

algodon y se colocaron en agitacion orbital continua (125rpm).

Tabla 2. Disefio experimental para estudiar el efecto de la consistencia del medio y la
concentracion de sacarosa, sobre la formacion de microtubérculos de papa.

. N° de explantes, para | N° de explantes, para
Concentracion de sac.

Tratamiento ) cada variedad. cada variedad.
en el medio (g/l) ) . o
(Medio semisolido) (Medio liquido)
Control o5 15 15
1 50 15 15

2 100 15 15
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45 explantes en medio semisolido y 45 explantes en medio liquido (para cada variedad)
fueron incubados bajo luz blanca continua (95 pmol-m?-s™) durante dos meses, a una
temperatura de 18 = 1 °C. La misma cantidad de explantes se incubaron en oscuridad

permanente bajo las mismas condiciones. Al finalizar el experimento se registro:

- Longitud de las plantas (LP).

- Cantidad de microtubérculos por planta (CMPP).

- Didmetro de los microtubérculos (D), para lo cual se utilizé un Vernier.

Siguiendo las recomendaciones de Fandifio & col. (1990), el didmetro de los
microtubérculos se tomo siempre por la parte media, en especial por aquellos que no son

esféricos sino cilindricos.

3. Efecto de la concentracion de Benciladenina (BA) y del fotoperiodo sobre la

produccion de microtubérculos de papa.
Explantes a utilizar

Se utilizaron explantes de tallo con un nudo, tomados de las vitroplantas de Arbolona
negra y Granola con 2 meses de edad, micropropagadas en medio semisélido.

Medios de cultivo

Para la etapa de crecimiento de los vastagos se utilizd el medio de Murashige y Skoog
(1962) suplementado con vitaminas de Morel (1950) y 25 g/l de sacarosa. En la etapa de
induccion de microtubérculos se utilizé este mismo medio liquido, suplementado con 50 g/l

de sacarosa y tres concentraciones diferentes de BA (0, 1 y 5 mg/l).

Condiciones del cultivo

En la campana de flujo laminar, se cortaron segmentos de tallo con un nudo y se
colocaron en grupos de cinco en fiolas estériles con 20 ml de medio MS, para hacer un total
de 120 segmentos nodales de cada variedad. Las fiolas se sellaron con tapones de gasa y
algodon y se colocaron en agitacion orbital continua a 125rpm. Luego de tres semanas, en

la etapa de induccion de microtubérculos, las plantas se subcultivaron en un medio MS
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suplementado con 50 g/l sacarosa y tres concentraciones de BA (0, 1 y 5 mg/l).
Seguidamente, la mitad del material se colocé bajo condiciones de luz blanca continua (95
umol-m?-s™) y la otra mitad bajo fotoperiodo de dias cortos, equivalentes a 8 horas de luz
(ver tabla 3).

Tabla 3. Disefio experimental para evaluar el efecto de la concentracion de Benciladenina y
el fotoperiodo sobre la produccion de microtubérculos de papa.

Tratamiento

[BA] en el medio (mg/l)

N° de explantes, para
cada variedad (24h Luz)

N° de explantes, para
cada variedad (8h Luz)

Control 0 20 20
1 1 20 20
2 5 20 20

Durante 6 semanas, todos los explantes se incubaron a una temperatura de 18 £ 1 °C, en

agitacion orbital continua. Al finalizar el experimento, se registraron los siguientes datos:

- Longitud de las plantas (LP).
- Cantidad de microtubérculos por planta (CMPP)
- Diametro de los microtubérculos (D)

- Peso fresco (PF) y peso seco (PS) de los microtubérculos, utilizando una balanza

analitica. El peso seco se determind luego de colocar los microtubérculos

individualmente en estufa a 80 °C por una semana.
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4. Efecto de la concentracion de Giberelinas (GA3z) y del fotoperiodo sobre la

formacién de microtubérculos de papa.

Explantes a utilizar

Se utilizaron explantes de tallo con un nudo, tomados de las vitroplantas de Arbolona
negra y Granola con 2 meses de edad, micropropagadas en medio semisdlido.
Medios de cultivo

Para el pretratamiento, los explantes se cultivaron en medio MS suplementado con
vitaminas de Morel (1950), 25 ¢/l de sacarosa y 0,25 mg/l de GAs. Para la etapa de
induccion de microtubérculos se utilizo este mismo medio, sin GA3 y suplementado ahora

con 50 g/l de sacarosa y tres concentraciones de BA (0, 1 y 5 mg/l).

Condiciones del cultivo

En la campana de flujo laminar, se cortaron segmentos de tallo con un nudo y se
colocaron en grupos de cinco en fiolas estériles con 20 ml de medio MS suplementado con
vitaminas de Morel, 25 g/l de sacarosa y GAg, para hacer un total de 120 segmentos nodales
de cada variedad. Las fiolas se sellaron con tapones de gasa y algodén y se colocaron en
agitacion orbital continua a 125rpm. Luego de este pretratamiento (tres semanas), las
plantas se subcultivaron en un medio MS sin GAs, suplementado con vitaminas de Morel,
50 g/l de sacarosa y tres concentraciones de BA (0, 1 y 5 mg/l). A continuacién, la mitad
del nimero total de explantes se colocd bajo condiciones de luz blanca continua (95
umol-m™-s™) y la otra mitad bajo fotoperiodo de dfas cortos (8h luz), por 6 semanas.

La distribucion de los explantes y las mediciones finales fueron similares a las del
experimento 3 (ver tabla 3)
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5. Efecto de la concentracion de Nitrato de plata (AgNO3) y del fotoperiodo sobre la
formacién de microtubérculos de papa.

Explantes a utilizar

Se utilizaron explantes de tallo con un nudo, tomados de vitroplantas de Arbolona negra

y Granola con 2 meses de edad, micropropagadas en medio semisolido.

Medios de cultivo

Para la etapa de multiplicacion de los brotes se utilizo el medio MS suplementado con
vitaminas de Morel (1950) y 25 ¢/l de sacarosa. Para la etapa de induccion de
microtubérculos se utilizé este mismo medio suplementado con vitaminas de Morel, 50 g/l

de sacarosa, 5 mg/l de BA y cinco concentraciones diferentes de AgNOg (ver tabla 4).

Condiciones del cultivo

En la campana de flujo laminar, se cortaron segmentos de tallo con un nudo y se
colocaron en grupos de cinco en fiolas estériles, para hacer un total de 90 segmentos
nodales de cada variedad. Las fiolas se sellaron con tapones de gasa y algodon y se
colocaron en agitacion orbital continua a 125rpm. Luego de tres semanas, en la etapa de
induccion de microtubérculos, las plantas se subcultivaron en medio MS suplementado con
50 g/l de sacarosa, 5 mg/l de BA, y cinco concentraciones de AgNO; (0, 1, 1,5, 25y 5
mg/l). Durante 6 semanas, 45 segmentos nodales de cada variedad se cultivaron en medio
liquido suplementado con tres concentraciones de AgNOs (0, 1 y 1,5 mg/l) y se colocaron
bajo fotoperiodo de dias cortos equivalentes a 8 horas luz. Otros 45 segmentos nodales de
cada variedad se cultivaron en medio liquido suplementado con tres concentraciones de
AgNO; (0, 2,5 y 5 mg/l) y se colocaron bajo condiciones de luz blanca continua (95
umol-m'z-s'l) (ver tabla 4). Al cabo de este tiempo, se determind la cantidad de

microtubérculos por planta (CMPP), su diametro (D), peso fresco (PF) y peso seco (PS).
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Tabla 4. Disefio experimental para evaluar el efecto de la concentracion del nitrato de plata
y del fotoperiodo sobre la produccion de microtubérculos de papa.

Tratamiento

[AgNOg3] en el medio

N° de explantes, para

N° de explantes, para
cada variedad (8h Luz)

(mg/l) cada variedad (24h Luz)
Control 0 15 15
1 1 0 15
2 1,5 0 15
3 2,5 15 0
4 5 15 0

6. Tratamiento estadistico.

El analisis estadistico de datos derivados de un experimento tiene como propdsito

proveer informacion referente a la manera en que las unidades experimentales responden a

los tratamientos aplicados. Este analisis se realizo con el programa Statgraphics Centurion

12. Con la finalidad de esclarecer este analisis, se le asigné una nomenclatura especifica a

cada variable y se definieron las variables dependiente e independiente para poder analizar

en conjunto cédmo afectan estas variables la produccién de microtubérculos en las dos

variedades de papa estudiadas (ver tabla 5).
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Tabla 5. Definicion de variables dependiente e independiente de los experimentos
realizados.

Variables independientes

Variable Caracteristicas del medio de cultivo FOtOp(ierOIdO
dependiente A A (Horas de luz)
(Produccién de Medio Sac.] (gl 3 AGNO.T (ma/l

microtubérculos) [Sac.] (/) (mg/l) | (mg/l) [AgNO:] (mg/) 24 | 0sc. | 8

Solido | Liquido | 25 |50 | 100 |0 |1 |5| 0,25 |[0|1|15|25|5

Cantidad de
microtubérculos/
planta (CMPP)

Diametro (D)

Peso fresco (PF)

Peso seco (PS)

En la tabla 5 se define la interaccion entre las variables independientes (consistencia del
medio de cultivo, composicion del medio de cultivo y fotoperiodo) y los diferentes niveles
de la variable dependiente (cantidad de microtubérculos por planta, diametro, peso fresco
Y Peso seco).

En cada experimento, los 6 tratamientos se separaron en dos grupos con base en el
fotoperiodo (grupo morado: 8horas de luz y grupo azul: 24 horas de luz) (ver tablas 6, 7 y
8). En cada grupo, el primer paso del andlisis estadistico consistié en someter los datos a un
analisis de varianza acompafiado de una prueba t de student, para establecer si hay
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos. Al estudiar el
comportamiento de los tratamientos de un grupo, mediante un ANOVA, el Unico objetivo
es saber si dichos tratamientos difieren significativamente entre si. Si se acepta la existencia
de diferencias entre los efectos de los tratamientos, es necesario conocer qué tratamiento
concreto producen mayor efecto o cuéles son los tratamientos diferentes entre si. Para ello
se realiz6 una prueba de rangos multiples de Tukey con un grado de confianza del 95%.

Es importarte destacar que al experimento 2 (Efecto de la concentracién de sacarosa,
consistencia del medio de cultivo y condiciones luminicas sobre la produccion de
microtubérculos de papa), no se le aplico el analisis estadistico puesto que sélo dos
tratamientos tuvieron efecto sobre la cantidad y diametro de los microtubérculos, mientras
que en los otros diez no hubo produccién de microtubérculos (valores iguales a cero), por lo

cual la evaluacién en el programa estadistico resulta no computable.
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La tabla 6 muestra el disefio utilizado para evaluar el efecto de la concentracion de BA'y
del fotoperiodo sobre la produccién de microtubérculos de papa (cantidad, didmetro, peso
fresco y peso seco), a fin de poder concluir cual resulté ser la mejor combinacion de

variables para lograr una eficiente microtuberizacién en cada variedad.

Tabla 6. Disefio estadistico para evaluar el efecto de la concentracion de BA y del
fotoperiodo sobre la produccion de microtubérculos de papa.

Descripcién de las experiencias
NP Niveles de la variable dependiente
Tratamientos | (Produccion de microtubérculos)
CMPP D PF PS
1 8H/OBA X X X X
2 8H/1BA X X X X
3 8H/5BA X X X X
4 24H/0BA X X X X
5 24H/1BA X X X X
6 24H/5BA X X X X

X= Valores promedios obtenidos a partir de un n=20 explantes por tratamiento

La tabla 7 muestra el disefio utilizado para evaluar el efecto de la concentracion de GAs
y del fotoperiodo sobre la produccion de microtubérculos de papa (cantidad, diametro, peso
fresco y peso seco), a fin de poder concluir cuél resultd ser la mejor combinacién de

variables para lograr una eficiente microtuberizacién en cada variedad.
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Tabla 7. Disefio estadistico para evaluar, el efecto de la concentracion de GAs y del

fotoperiodo sobre la produccion de microtubérculos de papa.

Descripcion de las experiencias
NP Niveles de la variable dependiente
Tratamientos (Produccion de microtubérculos)
CMPP D PF PS
1 | 0,25 GA; | 8H/OBA X X X X
2 | 0,25 GA; | 8H/1IBA X X X X
3 | 0,25 GA; | 8H/5BA X X X X
4 | 0,25 GA; | 24H/0BA X X X X
5 | 0,25 GA; | 24H/1BA X X X X
6 | 0,25 GA; | 24H/5BA X X X X

X= Valores promedios obtenidos a partir de un n=20 explantes por tratamiento

La tabla 8 muestra el disefio utilizado para evaluar el efecto de la concentracion de

AgNOQO; sobre la formacion de microtubérculos de papa (cantidad, diametro, peso fresco y

peso seco), a fin de poder concluir cual resultd ser la mejor combinacion de variables para

lograr una eficiente microtuberizacion en cada variedad.

Tabla 8. Disefio estadistico para evaluar; en cada variedad, el efecto de la concentracion de
AgNO; sobre la formacién de microtubérculos de papa.

Descripcion de las experiencias
NP Niveles de la variable dependiente
Tratamientos | (Produccion de microtubérculos)
CMPP D PF PS
1 | 8H/0AgNO; X X X X
2 | 8H/1AgNO; X X X X
3 | 8H/1,5AgNQ; X X X X
4 | 24H/0AgNO, X X X X
5 | 24H/2,5AgNO; X X X X
6 | 24H/5AgNO; X X X X

X= Valores promedios obtenidos a partir de un n=15 explantes por tratamiento
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Micropropagacion del material vegetal

Siguiendo el protocolo establecido en el CIP Per( (Espinoza & col., 1989) se
micropropagaron 120 plantas de papa de cada variedad, en medio MS semisélido
suplementado con 25¢g/L sacarosa e incubadas bajo luz blanca continua. A los dos meses
de cultivo, las plantas micropropagadas mostraron vigorosidad y desarrollo de raices,
tallos y hojas, pudiendo ser ya utilizadas como fuente de explantes para los siguientes
experimentos. Es importante destacar que este protocolo funcioné con la misma eficiencia
para ambas variedades. Espinoza & col., (1989) reportan que en el CIP se cuenta con un
programa permanente de propagacion de plantas de papa a través de este protocolo.

Morfologicamente, las hojas de Arbolona negra in vitro son de mayor tamafio en
comparacion con las hojas de la variedad Granola, poseen una coloracion verde
amarillenta, forma acorazonada, son compuestas e imparipinadas con 1 a 5 foliolos (ver
figura 5). Las hojas de Granola presentan una coloracion verde oscura, son pequefias,
lanceoladas, con poca frecuencia de aparicion de los foliolos secundarios (ver detalles en
la figura 6).

En campo, las hojas de papa son alternas, compuestas, con 4 o mas pares de foliolos
ovalados, opuestos, y un foliolo terminal, muy similar a lo que se pudo observar en plantas
cultivadas in vitro (Poehlman & Allen, 2003).

Figura 5. Hojas de plantas de papa in vitro con dos meses de edad, A. variedad Arbolona
negra y B. variedad Granola (20X).
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Figura 6. Detalles de hojas de Arbolona negra. A. Haz y envés, B. Hoja compuesta con 5
foliolos. C. Hoja inmadura, D. Detalle de los foliolos secundarios (20X).

2. Efecto de la concentracion de sacarosa, consistencia del medio de cultivo y
condiciones luminicas, sobre la produccion de microtubérculos de papa.

En muchos de los trabajos relacionados con los factores que afectan la
microtuberizacion en papa, es comun encontrar a la sacarosa como el principal inductor de
tuberizacion, asegurando que altas concentraciones de esta azUcar favorecen la formacion
de microtubérculos. También es comun encontrar protocolos de induccion de
microtubérculos en donde las plantas se cultivan en medio liquido mas que en medio
semisolido, y preferiblemente bajo condiciones de oscuridad permanente. En general, los
principales factores que afectan la tuberizacion son: el fotoperiodo, la consistencia del

medio de cultivo y la composicién del mismo.

2.1 Plantulas cultivadas en medio semisolido, suplementado con tres concentraciones
de sacarosa e incubadas bajo condiciones de luz blanca continua.

En la tabla 9 se puede apreciar el efecto de la concentracion de sacarosa sobre la
longitud (LP) y la cantidad de microtubérculos por planta (CMPP), reportdndose que bajo
las condiciones establecidas para este experimento, a los dos meses de cultivo, ambas
variedades cultivadas en medio suplementado con 50g/L de sacarosa mostraron el mayor
crecimiento y vigorosidad, con diferencias estadisticamente significativas entre las
variedades. Sin embargo, las plantas de Granola mostraron un crecimiento mas lento, con
menos brotes, en comparacion con lo observado en las plantas de Arbolona negra. La
concentracion de 100 g/L de sacarosa, retardd el crecimiento de los explantes de tallo de

ambas variedades (ver figura 7), lo que podria explicarse por el alto potencial osmotico al
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que estan sometidas las células, las cuales al estar colocadas en un medio hipertonico
(mayor concentracién de soluto en el medio externo), el agua sale hacia el medio
extracelular, el citoplasma se deshidrata, se encoge y ocurre plasmolisis. De no cambiar
esta situacion este proceso puede convertirse en irreversible, ocasionando la muerte de la
célula (Khuri & col. 1995).

Con relacion a la formacion de microtubérculos, en la tabla 9 se observa que las plantas
de Granola, cultivadas en medio semisolido con 50 g/L de sacarosa y luz blanca continua,
tuvieron una produccion de 0,13 microtubérculos/planta con un diametro de 0,7 cm,
mientras que no hubo formacién de microtubérculos en Arbolona negra. Los
microtubérculos de Granola, algunos con brotes, se formaron en la base de la plantula, en

contacto con el medio de cultivo (ver figura 8).

Tabla 9. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre la longitud de las plantas (LP) de
dos meses de edad, y la cantidad de microtubérculos (CMPP), en las variedades Arbolona
negra y Granola, cultivadas en medio semisolido e incubadas bajo luz blanca continua.

Concentracion de sacarosa en el medio de cultivo (g/L)
Variedades Variables
25 50 100
Arbolona neara =P €M) 20,25 23,13 15,00
g CMPP 0,00 0,00 0,00
Granola LP (cm) 12,75 16,13 8,38"
CMPP 0,00 0,13 0,00

Los valores corresponden a promedios de 15 explantes por tratamiento, para cada variedad, obtenidos
de un ANOVA con un nivel de confianza del 95%. Para cada columna, en los promedios con la letra a,
no existen diferencias significativas entre variedades, mientras que la letra b significa que si existen
diferencias significativas entre variedades.


http://es.wikipedia.org/wiki/Soluto
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Plantulas de Arbolona negra

25 g/L de sacarosa 50 g/L de sacarosa 100 g/L de sacarosa

Plantulas de Granola

carosa

100 g/L de s

25 g/L de sacarosa 50g/L de sacarosa
A AN

Figura 7: Plantulas de Arbolona negra y Granola, de dos meses de edad, cultivadas en
medio semisolido suplementado con tres concentraciones de sacarosa (25, 50 y 100
g/L) e incubadas bajo luz blanca continua.

Figura 8: Microtubérculos formados en plantulas de Granola, con dos meses de edad,
cultivadas en medio semisélido con 50g/L de sacarosa y bajo luz blanca continua.
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Numerosos investigadores han reportado que las concentraciones optimas de sacarosa
para inducir la microtuberizacion en papa oscilan entre 60 y 80 g/L. Por ejemplo, Fandifio
& col. (1990) reportaron que la mayor cantidad de microtubérculos se obtuvo en plantas
de la variedad Chitaga (0,1 microtubérculos por plantas), cultivadas en medio liquido
suplementado con 80 g/L de sacarosa e incubadas bajo oscuridad permanente, para
semejar el ambiente subterraneo en donde se forman comunmente los tubérculos en
campo. Este autor también reportd que las plantulas de las cuatro variedades cultivadas
(Chitaga, Monserrate, Pastusa y Tequendama) en medios semisolidos, produjeron una
menor cantidad de microtubérculos que los obtenidos en los tratamientos con medio
liquido.

Gopal & col. (2004) reportaron que en las tres variedades de papa estudiadas (Kufri
Badshash, Kufri Chandramukhi y Kufri Sindhuri) la mayor cantidad de microtubérculos
(0,1 microtubérculos por planta) se obtuvo al cultivar las plantas en medio liquido
suplementado con 80 g/L de sacarosa, bajo oscuridad permanente.

Sin embargo, pocos de ellos mencionan es sus protocolos el cultivo bajo luz blanca
continua cuando se desea obtener una gran cantidad de microtubérculos. Sin embargo, en
nuestro caso, las plantulas de Granola cultivadas en medio semisélido suplementado con
50¢/L de sacarosa, y en condiciones de luz blanca continua, produjeron la mayor cantidad
de microtubérculos por planta, y esta resulto ser muy similar a la cantidad reportada por

estos autores.

2.2 Plantulas cultivadas en medio semisélido, suplementado con tres concentraciones
de sacarosa e incubadas bajo condiciones de oscuridad permanente.

Las plantulas de Granola y Arbolona negra se cultivaron por dos meses en medio
semisolido y oscuridad permanente Estas mostraron caracteristicas tipicas de plantas
etioladas, tallos y hojas de color blanco, pocos brotes, raices delgadas (ver figura9). Sin
embargo, de manera similar a lo observado bajo luz blanca continua, en la tabla 10 se
reporta que las plantas de Arbolona negra mostraron un mayor crecimiento en
comparacion con las de Granola, en las tres concentraciones de sacarosa ensayadas, siendo

nuevamente la concentraciéon de 50 g/L de sacarosa la que permitié la mayor elongacién
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de las plantas en ambas variedades, con diferencias estadisticamente significativas entre

ellas.

Tabla 10. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre la longitud de las plantas (LP) de
dos meses de edad, y la cantidad de microtubérculos (CMPP), en las variedades Arbolona
negra y Granola cultivadas en medio semisolido e incubadas bajo oscuridad permanente.

Concentracion de sacarosa en el medio de cultivo (g/L)

Variedades Variables
25 50 100
Arbolona negra LP (cm) 10,50 14,50 5,67°
CMPP 0,00 0,00
Granola LP (cm) 7,75" 5,43
CMPP 0,00 0,00

Los valores corresponden a promedios de 15 explantes por tratamiento, para cada variedad, obtenidos
de un ANOVA con un nivel de confianza del 95%. Para cada columna, en los promedios con la letra a,
no existen diferencias significativas entre variedades, mientras que la letra b significa que si existen
diferencias significativas entre variedades.

Plantulas de Arbolona neara
25 g/L de sacarosa 50 g/L de sacarosa 100 g/L de sacarosa

Plantulas de Granola

25 g/L de sacarosa 50 g/L de sacarosa 100 g/L de sacarosa
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Figura 9: Plantulas de Arbolona negra y Granola, de dos meses de edad, cultivadas en
medio semisolido suplementado con tres concentraciones de sacarosa (25, 50 y 100
g/L) e incubadas bajo oscuridad permanente.

En la tabla 10 también se puede observar que el cultivo bajo oscuridad permanente no
favorecio la formacion de microtubérculos en ninguna de las variedades. Esto puede
deberse a que dichas plantas fueron cultivadas desde el inicio bajo esta condicion, donde
la fotosintesis, la disponibilidad de energia y la produccion de los asimilados de carbono
que serian dirigidos hacia la formacion de los microtubérculos, se vié notablemente
disminuida. Gopal & col. (2004) obtuvieron la mayor cantidad de microtubérculos de
papa, cuando suplementaron el medio con 80 g/L de sacarosa y en oscuridad permanente;
sin embargo, ellos establecieron una primera fase bajo luz blanca continua para promover
el crecimiento y la multiplicacion de los brotes y luego una segunda fase bajo oscuridad
permanente con el propdsito de inducir la formacion de microtubérculos en plantas
desarrolladas. Estas condiciones no fueron ensayadas en nuestro trabajo.

Fandifio & col. (1990) establecieron tres tratamientos para inducir la tuberizacién en
papa, en donde las plantas cultivadas fueron incubadas en medio semisolido o liquido e
incubadas bajo condiciones de oscuridad permanente. Como se comentd anteriormente, el
tratamiento mas efectivo fue el de medio liquido suplementado con 80 g/L de sacarosa
reportandose que bajo estas condiciones, de cuatro variedades ensayadas sélo una produjo
la mayor cantidad de microtubérculos de 0,5 cm de diametro en promedio.

El medio semisélido permite mantener por méas tiempo el cultivo de las plantas, sin
tener que refrescarlo, lo cual disminuye el riesgo de contaminacion del explante. Sin
embargo, este tipo de medio es poco utilizado cuando se desea producir microtubérculos
ya que las plantas, al tener los nutrientes menos disponibles que en medio liquido, reducen
la formacidn de microtubérculos y aquellos que se forman resultan pequefios y con pocas

yemas desarrolladas (Jara, 1996).

2.3 Plantulas cultivadas en medio de liquido, suplementado con tres concentraciones
de sacarosa e incubadas bajo condiciones de luz blanca continua.

Se evaluo el efecto del medio liquido, suplementado con tres concentraciones de
sacarosa, sobre la produccion de microtubérculos en ambas variedades, cultivadas bajo luz

blanca continua (ver tabla 11). La mayor longitud de los brotes se observé en plantas de
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ambas variedades cultivadas en medio liquido suplementado con 25 g/L de sacarosa, Sin
embargo no hubo diferencias estadisticamente significativas entre ellas. La concentracion
de 100 g/L de sacarosa resulto ser inhibitoria para el crecimiento de las plantas de ambas
variedades probablemente debido a la alta osmolaridad, mayor que en el medio semisoélido
(ver figura 10).

Aunque las dos variedades cultivadas en medio liquido suplementado con 50 g/L de
sacarosa y en condiciones de luz blanca continua mostraron un crecimiento lento, este
tratamiento permitié la formacion del mayor nimero de microtubérculos de Granola en
comparacion con los obtenidos en medio semisélido bajo estas mismas condiciones; sin
embargo, los microtubérculos de esta variedad resultaron tener menor didmetro que los
obtenidos en medio semisolido (ver tabla 11). Igualmente, la mayoria de los
microtubérculos se formaron en la base de la planta, en contacto con el medio de cultivo y

algunos desarrollaban yemas y brotes bajo estas mismas condiciones (ver figura 11).

Tabla 11. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre la longitud de las plantas (LP) de
dos meses de edad, y la cantidad de microtubérculos (CMPP), en las variedades Arbolona
negra y Granola, cultivadas en medio liquido e incubadas bajo luz blanca continua.

Concentracion de sacarosa en el medio de cultivo (g/L)
Variedades Variables
25 50 100
LP (cm) 19,00? 8,47° 1,532
Arbolona negra CMPP 0,00 0,13 0,00
D (cm) 0,00 0,40 0,00
LP (cm) 23,80° 7,48° 1,672
Granola CMPP 0,00 1,07 0,00
D (cm) 0,00 0,37 0,00

Los valores corresponden a promedios de 15 explantes por tratamiento, para cada variedad, obtenidos
de un ANOVA con un nivel de confianza del 95%. Para cada columna, en los promedios con la letra a,
no existen diferencias significativas entre variedades, mientras que la letra b significa que si existen
diferencias significativas entre variedades.
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Figura 10: Plantulas de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo), de dos meses de
edad, cultivadas en medio liquido suplementado con tres concentraciones de sacarosa
(A: 25 g/L, B: 50 g/L y C: 100 g/L) e incubadas bajo luz blanca continua.

Figura 11. Microtubérculos formados en plantulas de Arbolona negra (A y B) y
Granola (C y D), con dos meses de edad, cultivadas en medio liquido con 50g/L de
sacarosa Yy bajo luz continua.
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Estos resultados coinciden con Vreugdenhil & col. (1998) quienes recomendaron
utilizar para la inducciéon de microtubérculos, un medio liquido suplementado con una
concentracion de sacarosa de 50 g/L; sin embargo, la mayor cantidad de microtubérculos

obtenidos en esa investigacion se formaron bajo oscuridad permanente.

Segun Jara (1996), el cultivo en medio liquido es el mas recomendado para la
induccién de microtubérculos en papa, debido al buen intercambio gaseoso y a la facilidad
con que difunden las sustancias toxicas (fenoles) en el medio. Las plantas crecen mas
vigorosas y los microtubérculos se forman en mayor cantidad y de mayor tamafio. Los
resultados de nuestro trabajo coinciden con lo reportado por este autor, debido a que las
plantas de ambas variedades mostraron un mejor crecimiento en medio liquido que el

observado en medio sélido.

2.4 Plantulas cultivadas en medio liquido, suplementado con tres concentraciones de
sacarosa e incubadas bajo oscuridad permanente.

En la tabla 12 se puede apreciar que en condiciones de oscuridad las plantas de ambas
variedades se desarrollaban con caracteristicas tipicas de plantas etioladas. La
concentracion de 100g/L de sacarosa resulta inhibitoria para el crecimiento de las
plantulas de las dos variedades de papa. Igualmente, bajo estas condiciones no hubo
formacion de microtubérculos en ninguna de las dos variedades (ver figura 12).
Nuevamente suponemos que esta condicién inhibe la fotosintesis y la traslocacion de
energia hacia la formacion de microtubérculos.

Tabla 12. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre la longitud de las plantas (LP) de
dos meses de edad, y la cantidad de microtubérculos (CMPP), en las variedades Arbolona
negra y Granola, cultivadas en medio liquido e incubadas bajo oscuridad permanente.

Variedades Variables Concentracion de sacarosa en el medio de cultivo (g/L)
25 50 100
Arbolona negra LP (cm) 18,56° 6,97° 1,28?
CMPP 0,00 0,00 0,00
Granola LP (cm) 17,24° 9,718 1,37°
CMPP 0,00 0,00 0,00

Los valores corresponden a promedios de 15 explantes por tratamiento, para cada variedad, obtenidos
de un ANOVA con un nivel de confianza del 95%. Para cada columna, en los promedios con la letra a,
no existen diferencias significativas entre variedades, mientras que la letra b significa que si existen
diferencias significativas entre variedades.
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Figura 12. Plantulas de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo), de dos meses de edad,
cultivadas en medio liquido suplementado con tres concentraciones de sacarosa (A: 25
g/L, B: 50 g/L y C: 100 g¢/L) e incubadas bajo oscuridad permanente.

Casi todos los investigadores antes mencionados, han reportado que si se desea obtener
microtubérculos es necesario cultivar las plantas en medio liquido e incubarlas bajo
oscuridad permanente. Sin embargo, en esta investigacion no hubo formacion de
microtubérculos en condiciones de oscuridad, para ninguna de las concentraciones de
sacarosa probadas en ambas variedades. Estos resultados difieren de lo reportado por
Fandifio & col. (1990) quienes obtuvieron la mayor cantidad de microtubérculos (0,1
microtubérculos por planta) con el mayor didametro promedio (0,5 cm) en el tratamiento
con 80 g/L sacarosa, medio liquido y oscuridad permanente. Sin embargo, Slimmon & col.
(1989) reportaron que el peso fresco de los microtubérculos es mayor cuando las plantas
se cultivan bajo condiciones fotoperiddicas de dias cortos (8 horas de luz) que cuando se

cultivan en oscuridad permanente.

La interaccion entre todas las variables analizadas en este experimento se resume en la
figura 13, en donde se aprecia claramente que s6lo dos tratamientos fueron exitosos:
medio semisélido suplementado con 50 g/L de sacarosa y luz blanca continua y medio

liquido suplementado con 50 g/L de sacarosa y luz blanca continua.
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Figura 13: Anélisis de la interaccion condicion luminica—concentracion de sacarosa-
consistencia del medio de cultivo sobre la cantidad y didmetro de los microtubérculos de

papa.

3. Efecto de la concentracién de Benciladenina (BA) y del fotoperiodo sobre la

produccion de microtubérculos de papa.

En la produccion de microtubérculos de papa, no sélo es importante suplementar el
medio cultivo con fuentes de carbono tales como la sacarosa. Muchas veces es necesario
afiadir hormonas vegetales como las giberelinas, auxinas y citoquininas las cuales tienen un
papel importante en el crecimiento de vastagos y microtuberizacién en papa (Aksenova &
col. 2012). La citoquinina promueve la division celular y mejora la actividad de los 6rganos
subterrdneos. Ademas, evidencias experimentales han demostrado que tanto la combinacion
de hormonas como el fotoperiodo, tienen un papel crucial en el crecimiento, morfogénesis
y tuberizacion de los tejidos de papa in vitro (Seabrook, 2005). Es por ello que en este
trabajo se evaluo el efecto de tres concentraciones de benciladenina y dos condiciones

fotoperiddicas sobre la formacién de microtubérculos de las dos variedades de papa.

3.1 Efecto del fotoperiodo y de la concentracion de BA sobre el desarrollo de los

vastagos

Segun los resultados obtenidos, las plantas cultivadas en medio liquido suplementado
con 5 mg/L de BA e incubadas bajo fotoperiodo de dias cortos mostraron la mayor longitud
promedio: 16,07 cm para Granola y 15,57 cm para Arbolona negra (ver tabla 13), sin existir

diferencias estadisticamente significativas entre ambas variedades. Este resultado es de
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gran valor ya que mientras mas yemas axilares se desarrollen, mas microtubérculos pueden
formarse (ver figuras 14 y 15).

Tabla 13. Efecto de diferentes concentraciones de BA y del fotoperiodo sobre la longitud
de las plantas de Arbolona negra y Granola.

Tratamientos

Variedades Variable 8 horas luz 24 horas luz

OBA | 1BA | 5BA | OBA | 1BA | 5BA
Arbolona negra | Longitud (cm) | 12,96 | 14,55 | 15,57 | 12,78% | 12,86° | 11,872
Granola Longitud (cm) | 13,03% | 14,18 | 16,07% | 11,78% | 13,62% | 12,28°

Los valores corresponden a promedios de 20 explantes por tratamiento, para cada variedad, obtenidos
de un ANOVA con un nivel de confianza del 95%. Para cada columna, en los promedios con la letra a,
no existen diferencias significativas entre variedades.

Figura 14. Plantas de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo), de dos meses de edad,
cultivadas bajo dias cortos y tres concentraciones de BA: A. 0 mg/L, B. 1 mg/Ly C. 5

Figura 15. Plantas de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo), de dos meses de edad,
cultivadas bajo luz blanca continua y tres concentraciones de BA: A. 0 mg/L, B. 1 mg/L y
C.5mg/L.
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3.2 Fase de induccion de microtubérculos

En la tabla 14 se puede observar que bajo condiciones fotoperiddicas de dia corto y bajo
luz blanca continua, la variedad Granola, cultivada en medio liquido, produjo mayor
cantidad de microtubérculos, de mayor diametro, peso fresco y peso seco que la variedad
Arbolona negra, en todas las concentraciones de BA ensayadas; observandose en la mayoria

de los tratamientos diferencias estadisticamente significativas entre ambas variedades.

Tabla 14. Efecto de la concentracién de BA y del fotoperiodo (FP) sobre la cantidad de
microtubérculos/plantas (CMPP), didametro (D), peso fresco (PF) y peso seco (PS) de los
microtubérculos formados en plantas de dos meses de edad, variedades Arbolona negra y
Granola.

Tratamientos

Variedades | Variables [ g horas de luz 24 horas de luz
OBA | 1BA | 5BA | OBA | 1BA | 5BA
CMPP | 1,00* | 1,10* | 1,90° | 0,00° | 0,05" | 0,252
D (cm) |0,28°|0,38" | 0,34° | 0,00° | 0,302 | 0,222
PF(g) |0,06°|0,09%|0,06°|0,00°| 0,222 | 0,03
PS(g) |0,02°|0,01°|0,03"|0,00°|0,01%|0,02°
CMPP | 1,85 |2,10% | 3,80° | 0,25" | 0,70" | 0,252
D (cm) |0,47°|0,47°|0,50° | 0,22° | 0,56% | 0,402
PF(g) |0,18"|0,16%|0,17° | 0,04" | 0,23% | 0,112

PS(g) |0,03"|0,04°|0,06"|0,01°|0,02% | 0,04°
Los valores corresponden a promedios de 20 explantes por tratamiento, para cada variedad; obtenidos de
un ANOVA con un nivel de confianza del 95%. Para cada columna, en los promedios con la letra a: no
existen diferencias significativas entre variedades, mientras que la letra b significa que si existen
diferencias significativas entre variedades.

Arbolona negra

Granola

En la figura 16, se separan los tratamientos en dos grupos: el primero corresponde a los
resultados obtenidos bajo fotoperiodo de dias cortos y el segundo corresponde a los
resultados obtenidos bajo condiciones de luz blanca continua. Las pruebas estadisticas
aplicadas en el primer grupo confirmaron que el tratamiento méas efectivo para lograr una
mayor cantidad de microtubérculos en las dos variedades de papa ensayadas, resultd ser el
de 8 horas luz y 5 mg/L de BA. Con este tratamiento también se obtuvo el mayor peso seco

de los microtubérculos en ambas variedades.
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El analisis estadistico para el segundo grupo de tratamientos permitio inferir que la
condicion de luz blanca continua no favorecio la produccion de microtubérculos en ninguna
de las dos variedades, puesto que el numero de microtubérculos se vio notablemente
reducido y no hubo diferencias significativas entre el efecto de cada uno de los tratamientos
(ver figura 16). Sin embargo, los pocos microtubérculos obtenidos se formaron en plantas
cultivadas en medios suplementados con BA, corroborando que dicha hormona juega un
papel crucial en la formacion de microtubérculos tanto en fotoperiodo de dias cortos como
en condiciones de luz continua. EI mejor tratamiento para obtener el mayor diametro y peso
fresco de los microtubérculos de Granola y el mayor peso fresco de los microtubérculos de
Arbolona negra resultd ser con 1 mg/L de BA e incubadas bajo luz blanca; sin embargo, este

resultado no fue estadisticamente significativo.
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Figura 16. Andlisis de la interaccion condicion luminica — BA sobre la cantidad, diametro,
peso fresco y peso seco de los microtubérculos de papa.
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En las figuras 17 y 18 se puede apreciar que la apariencia de los microtubérculos de
ambas variedades obtenidos bajo fotoperiodo de dias cortos es muy diferente a los obtenidos

bajo luz blanca continua, estos Ultimos no poseen ojos, su color es blancuzco y son mas

pequefos.

Figura 17. Microtubérculos de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo), de dos meses de
edad, cultivadas bajo condiciones fotoperiddicas de dias cortos y tres concentraciones de
BA: A.0mg/L,B.1mg/LyC.5mg/L.

No hubo formacion de
microtubérculos

Figura 18. Microtubérculos de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo), de dos meses
de edad, cultivadas bajo condiciones de luz blanca continua y tres concentraciones de
BA: A.Omg/L,B.1mg/LyC.5mg/L.

Zhang & col. (2005) reportaron que los microtubérculos de papa se formaron con
5mg/L de BA en combinacién con auxinas e inclusive con giberelinas, pero nunca sin la
adicion de BA, indicando la importancia de esta citoquinina en la tuberizacion in vitro de
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papa. La aplicacion de un conjunto de hormonas vegetales incrementd el didmetro de los
microtubérculos, con un promedio de 1,4 cm. Este resultado no concuerda con lo obtenido

en esta investigacion, donde los microtubérculos tuvieron un didametro maximo de 0,56 cm.

Donelly & col. (2003) mencionan, en una revision sobre la produccion de
microtubérculos de papa, que la microtuberizacion es mas rapida en oscuridad, pero el
porcentaje de nudos tuberizando y el peso fresco de los microtubérculos de algunos
cultivares incrementa en luz comparado con oscuridad continua. Esto coincide con lo
obtenido en nuestro trabajo debido a las condiciones fotoperiodicas favorecieron la
formacion de microtubérculos y el incremento de su tamafio y peso, a diferencia de lo

obtenido bajo oscuridad permanente.

El mismo autor comenta que curiosamente la presencia de baja intensidad luminica y
un fotoperiodo corto (8-10 horas) incrementa el nimero de ojos en los microtubérculos de
algunos cultivares en comparacion con el crecimiento en la oscuridad. Esto coincide
nuevamente con nuestros resultados, debido a que en la superficie de algunos
microtubérculos cultivados bajo fotoperiodos cortos, habia ojos o yemas, algunas ya
desarrolladas. Esto es muy importante ya que garantiza que el uso de hormonas vegetales
no afecta la regeneracion de plantas a partir de microtubérculos, debido a que estos poseen

caracteristicas muy similares a las de un tubérculo convencional.

Finalmente, en nuestros resultados se observa que la variedad Granola (subespecie
tuberosum) responde a la condicion fotoperiddica de dias cortos con un incremento
significativo en el namero de microtubérculos; mientras que el incremento obtenido en la
variedad Arbolona negra (subespecie andigena), no es tan notable. Sin embargo, segun lo
reportado por Rodriguez-Falcon & col. (2006) las variedades andigenas de papa son las que
responden con un incremento en la tuberizacion en condiciones de dias cortos. Para
explicar esta aparente discrepancia entre nuestros resultados y lo reportado por Rodriguez-
Falcon & col. (2006), debemos recordar que son multiples los factores que afectan la
tuberizacion, entre ellos el genotipo de la planta, y que la variedad Arbolona negra es de
lenta maduracién, por lo cual, el estimulo fotoperiddico deberia ser efectivo cuando ya la
planta haya alcanzado la madurez para percibir y traducir de manera adecuada las sefiales

inductoras del proceso de tuberizacion. No obstante, la variedad Arbolona negra, en
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condiciones fotoperiddicas de dias cortos produjo un promedio de 1,90 microtubérculos por
planta, a los 2 meses de cultivo, por lo que la duracion del dia debe ser uno de los
principales factores que regulan la tuberizacion en esta variedad y que podria ser utilizado
como una estrategia para reducir el tiempo en el cual esta variedad comienza a formar

tubérculos.

4. Efecto de la concentracion de Giberelinas y del fotoperiodo sobre la produccion de

microtubérculos de papa.

Hasta hace unos pocos afios, se consideraba que las GAs inhibian la tuberizacion; sin
embargo, Rodriguez-Falcon & col., (2006) comentan que esta inhibicion sélo ocurre si las
giberelinas se concentran en la punta de los estolones, promoviendo su alargamiento y
evitando que se ensanchen para formar el tubérculo. Por el contrario, si las giberelinas se
concentran en las ramas superiores, la tuberizacién ocurre normalmente junto con el

alargamiento de los brotes axilares en el vastago.

Tal como se comentd anteriormente, el éxito en producir la mayor cantidad de
microtubérculos depende del nimero de brotes o yemas axilares que tenga la planta, debido
a gque generalmente, es en este lugar donde se forman dichos érganos de almacenamiento.
Por tal razdn, en este experimento se agregd 0,25 mg/L de GA al medio de cultivo liquido
en la fase de multiplicacion de los brotes. En la etapa de induccion de microtubérculos se

utilizé un medio de cultivo liquido sin la adicion de GA.

4.1 Efecto del pre-tratamiento con GAs sobre el desarrollo de los vastagos

La tabla 15 muestra la longitud de las plantas de ambas variedades cultivadas en medio
liquido, suplementado inicialmente con GA por 3 semanas Yy luego subcultivadas en medios
suplementados con diferentes concentraciones de BA, e incubadas en condiciones de luz
blanca continua y fotoperiodo. Como puede observarse en esta tabla, las plantas de Granola
y de Arbolona negra mostraron la mayor longitud promedio (14,94cm y 18,10cm
respectivamente) cuando fueron pretratadas con GA, subcultivadas en medios sin BA e

incubadas bajo condiciones de dias cortos, existiendo diferencias estadisticamente
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significativas entre ambas variedades. En las figuras 19 y 20 se aprecia claramente que la
aplicacion de GA favorecio el alargamiento de los brotes en ambas variedades, tanto en luz
blanca continua como en fotoperiodo de dias cortos, en comparacion a lo observado en las

plantas cultivadas en el experimento anterior, sin el pretratamiento con GA.

Tabla 15. Efecto del pre-tratamiento con GA sobre la longitud de las plantas de dos meses
de edad, variedades Arbolona negra y Granola.

Tratamientos
Variedades Variable 8 horas luz 24 horas luz

0BA | 1BA | 5BA | OBA | 1BA | 5BA
Aagg'fa”a Longitud (cm) | 18,10° | 16,11° | 17,76" | 8,27° | 9,07° | 7,03"

Granola Longitud (cm) | 14,94° | 13,13° | 10,45° | 13,00° | 14,30° | 9,18"°
Los valores corresponden a promedios de 20 explantes por tratamiento, para cada variedad, obtenidos de
un ANOVA con un nivel de confianza del 95%. Para cada columna, en los promedios con la letra b, si
existen diferencias significativas entre variedades.

Figura 19. Plantas de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo) de dos meses de edad,
cultivadas bajo fotoperiodo de dias cortos, pre-tratadas con 0,25 mg/L de GA y
subcultivadas en tres concentraciones de BA: A. 0 mg/L, B. 1 mg/L y C. 5 mg/L.
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Figura 20. Plantas de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo) de dos meses de edad,
cultivadas bajo luz blanca continua, pre-tratadas con 0,25 mg/L de GA y subcultivadas
en tres concentraciones de BA: A. 0 mg/L, B. 1 mg/L y C. 5 mg/L.

Las GAs son reconocidas como las hormonas vegetales que inducen el
alargamiento de véastagos en muchas especies (Taiz & Zeiger, 2006). En nuestros
resultados se comprueba este efecto inductor de las GAs en el cultivo in vitro de plantas
de papa para las dos variedades estudiadas.

Estos resultados coinciden con Zhang & col. (2005) quienes reportaron que la
longitud de los vastagos de papa aumentd junto con el incremento de las
concentraciones de AlIA (0,5 a 10 mg/L) y la adicion de 0,5 mg/L de GAs.

4.2 Fase de induccion de microtubérculos

Luego de subcultivar las plantas en los medios sin GA, se comenzaron a formar los

primeros microtubérculos.

En la tabla 16 se observa la interaccion entre el pre-tratamiento con GA y el subcultivo
en diferentes concentraciones de BA a diferentes regimenes luminicos. La variedad
Arbolona negra produjo el mayor nimero de microtubérculos en medio sin BA y
fotoperiodo de dias cortos; mientras que los mayores promedios de diametro, peso fresco y
peso seco de microtubérculos se obtuvieron en medios con 1 mg/L de BA. Bajo
condiciones de luz continua, no se obtuvieron microtubérculos para esta variedad.
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Al igual que para Arbolona negra, la variedad Granola produjo el mayor numero de
microtubérculos en medios sin BA y fotoperiodo de dias cortos, sin embargo tanto el
didmetro como el peso fresco de los microtubérculos resulto significativamente mayor en
plantas cultivadas en medios sin BA pero incubadas bajo luz blanca continua. Al comparar
el comportamiento de las dos variedades, debemos destacar que el numero de
microtubérculos, su didmetro, peso fresco y peso seco, fue siempre mayor en la variedad

Granola, en condiciones de fotoperiodo de dia corto.

Zhang & col. (2004) no observaron formacion de microtubérculos en ausencia de BA,
sin embargo, nuestros resultados muestran que esta condicion es 6ptima para la produccién
de microtubérculos.

Tabla 16. Efecto de la concentracion de giberelinas (GA) y del fotoperiodo (FP) sobre la
cantidad de microtubérculos/plantas (CMPP), diametro (D), peso fresco (PF) y peso seco

(PS) de los microtubérculos formados en plantas dos meses de edad, variedades Arbolona
negra y Granola.

Tratamientos
Variedades | Variables
8H/OBA | 8H/1BA | 8H/5BA | 24H/0BA | 24H/1BA | 24H/5BA

CMPP 1,80° 1,40° 0,35 0,00° 0,00° 0,00°
b a b b b b

Arbolona D (cm) 0,48 0,57 0,56 0,00 0,00 0,00
negra (*) PF (g) 0,18 0,27° 0,16 0,00° 0,00° 0,00°
PS (g) 0,03 0,05° 0,03 0,00 0,00° 0,00°
CMPP 2,30° 1,65° 1,85° 0,05° 0,15° 0,30°
D (cm) 0,60° 0,68 0,70 0,80° 0,50° 0,72°
Granola (*) a a a b b b
PF (g) 0,23 0,39 0,42 0,47 0,20 0,29
PS (g) 0,03 0,06 0,06" 0,06° 0,06° 0,04°

(*) Estas plantas fueron pre--tratadas por 3 semanas con 0,25 mg/L de GA

Los valores corresponden a promedios de 20 explantes por tratamiento, para cada variedad; obtenidos de
un ANOVA con un nivel de confianza del 95%. Para cada columna, en los promedios con la letra a: no
existen diferencias significativas entre variedades, mientras que la letra b significa que si existen
diferencias significativas entre variedades.

En la figura 21, se muestra el andlisis estadistico aplicado al primer grupo de
tratamientos (microtubérculos obtenidos bajo fotoperiodo de dias cortos), donde se infiere
que no hubo diferencias significativas entre el efecto de los tres tratamientos sobre la

produccién de microtubérculos de papa en ambas variedades.
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No se realizd el analisis estadistico del segundo grupo de tratamientos (plantas
cultivadas bajo luz blanca continua) debido a que se obtuvieron datos para Granola pero no
para Arbolona negra (ver tabla 16 y figura 21).
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Figura 21. Andlisis de la interaccion condicion luminica — BA sobre la cantidad, diametro,
peso fresco y peso seco de los microtubérculos de las plantas de papa pre-tratadas con GA.

Los microtubérculos obtenidos bajo fotoperiodo de dias cortos mostraron caracteristicas

tipicas de un tubérculo, como por ejemplo la presencia de ojos (ver figura 22)

Figura 22. Microtubérculos de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo), de dos meses de
edad, cultivados bajo fotoperiodo de dias cortos, pre-tratados con 0,25 mg/L de GA3 y
subcultivados en medios suplementados con tres concentraciones de BA: A. 0 mg/L, B. 1
mg/L y C. 5 mg/L.
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El cultivo bajo luz blanca continua no promovié la tuberizacion; de hecho no hubo
formacion de microtubérculos de Arbolona negra bajo ninguna de las tres concentraciones
de BA ensayadas y los pocos microtubérculos de Granola mostraron un aspecto agrietado y

sin ojos (ver figura 23).

No hubo formacion de
microtubérculos de Arbolona negra
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Figura 23. Microtubérculos de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo), de dos meses
de edad, cultivados bajo condiciones de luz blanca continua pretratados con 0,25 mg/L de
GA; y subcultivados en medios suplementados con tres concentraciones de BA: A. 0
mg/L, B. 1 mg/L y C. 5 mg/L.

Cabe destacar que aunque hubo una mayor proliferacion de brotes, la produccion de
microtubérculos no superd a la obtenida en el experimento 3, donde no se realizo el pre-
tratamiento con GA. Este resultado es muy importante porque reduce el costo del
experimento al obtener la misma produccion de microtubérculos sin necesidad de usar GA.
Sin embargo, es importante destacar que los microtubérculos obtenidos en este experimento
superan en didmetro a los obtenidos anteriormente. Esto coincide con Zhang & col. (2004)
quienes reportaron que la aplicacion de 0,5 mg/L de GA incremento el diametro y peso

fresco de los microtubérculos.

En el trabajo realizado por Coria & col. (2004), la formacion de microtubérculos ocurrio
en ausencia de GAs aunque ellos destacan que la ausencia de dicha hormona no es total, ya
gue existen bajos niveles o niveles criticos enddgenos que siempre estan presenten y no

pueden ser detectados. Es por ello que es importante suplementar el medio de cultivo con
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altas concentraciones de sacarosa puesto que este carbohidrato actia como regulador de

dichos niveles endogenos de GA durante la formacién del microtubérculo.

5. Efecto de la concentracion de Nitrato de plata (AgNO3) y del fotoperiodo sobre la

produccion de microtubérculos de papa.

El 6ptimo desarrollo de las plantas in vitro no sélo depende de la consistencia y
composicion del medio de cultivo sino también de la atmdsfera gaseosa, el intercambio de
oxigeno y la acumulacion de gases que puedan resultar toxicos para la planta, entre ellos el
etileno. Turhan (2004), menciona que la acumulacion de etileno puede afectar el
crecimiento normal de las plantas de papa cultivadas en envases cerrados e incluso inhibir
la formacion de microtubérculos. Para solventar este problema, numerosos investigadores
(Turhan 2004, Zhang & col. 2006 y Kumar & col. 2009) han reportado que el nitrato de
plata inhibe la accion del etileno y favorece el crecimiento de las plantas principalmente el
area foliar. Ademas dicho compuesto quimico promueve la formacién de microtubérculos y
reduce la hiperhidricidad, uno de los problemas mas frecuentes observados en plantas
cultivadas en medio liquido.

Por lo mencionado anteriormente, en este experimento se evalud el efecto de cinco
concentraciones de AgNO3 (0, 1, 1,5, 2,5y 5 mg/L) sobre la produccion de microtubérculos

de papa.
5.1 Efecto del AgNO; y del fotoperiodo sobre el desarrollo de los vastagos

En la tabla 17 se observa, en términos generales, que la adicion de nitrato de plata al
medio de cultivo provocd un crecimiento anormal de las plantas de ambas variedades. La
longitud de los véastagos cultivados en medio con este compuesto quimico se redujo
considerablemente en comparacién con la longitud de las plantas cultivadas en el
tratamiento control sin AgNOs. Por ejemplo, en el tratamiento sin AgNO3 la longitud
promedio de los vastagos era de 12,34 cm para Granola y 12,23 cm para Arbolona negra;
mientras que en medios suplementados con 1,5 mg/L de AgNOj; los vastagos de Granola
median 7,38 cm y los de Arbolona negra, 5,67 cm; éstas plantas se cultivaron bajo
condiciones de dias cortos, sin existir diferencias estadisticamente significativas entre
ambas variedades, para ninguno de los tratamientos (ver figura 24). Estos resultados

coinciden con Turhan (2004), quien reporta que la mayor longitud de los vastagos de las



Resultados y discusion | 61

cuatro variedades ensayadas en su trabajo (Desiree, Nicola, Maris Bard y Russet Burbank)

resulto mayor en medio sin AgNOs.

Bajo condiciones de luz continua los véastagos de Arbolona negra y Granola,
presentaron la mayor longitud promedio en medios sin AgNO; (14 y 15,5 cm,
respectivamente), sin existir diferencias estadisticamente significativas entre variedades. El
efecto inhibitorio del AgNO; fue menos dréstico bajo estas condiciones luminicas. Por
ejemplo para 5 mg/L de AgNOg;, los vastagos de Arbolona negra median 8,2 cm en

promedio y los de Granola 5,3 cm (ver figura 25).

Tabla 17. Efecto del AgNOg3 sobre la longitud de las plantas de dos meses de edad,
variedades Arbolona negra y Granola

Tratamientos
0 15 0 2,5 5
AgNO; 1 AgNO, AgNO; | AgNO; | AgNO; | AgNO;
A;Z‘;'fa”a Longitud (cm) | 12,232 | 557 567° | 14,00° | 9,60° | 8,20
Granola Longitud (cm) 12,342 7,782 7,382 15,50% 7,322 5,202

Los valores corresponden a promedios de 15 explantes por tratamiento, para cada variedad, obtenidos de
un ANOVA con un nivel de confianza del 95%. Para cada columna, en los promedios con la letra a, no
existen diferencias significativas entre variedades.

La mayor concentracion de AgNO; utilizada (5mg/L) provoc6 la aparicion de
hiperhidricidad y zonas necroticas de color marron oscuro en hojas de plantas cultivadas
bajo luz blanca continua (ver figura 27). Este fendmeno se presenta como un desarrollo
pobre y anormal de la planta, caracterizado por plantas fragiles de apariencia vidriosa, con

hojas suculentas y un escaso sistema radical.
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Figura 24. Plantas de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo), de dos meses de edad,
cultivadas bajo fotoperiodo de dias cortos y tres concentraciones de AgNOs: A. 0 mg/L,
B.1mg/LyC.15mg/L.

Figura 25. Plantas de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo), de dos meses de edad,
cultivadas bajo condiciones de luz blanca continua y tres concentraciones de AgNOa:
A.0mg/L, B.25mg/LyC.5mg/L.
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Figura 26. Detalle de plantas de Granola cultivadas en medio liquido sin AgNO3 (A”) y en
medio liquido suplementado con 5 mg/L de AgNO; (C)

Figura 27. Detalle de hojas con hiperhidricidad, tomadas de plantas de Granola cultivadas
con 5 mg/L de AgNOs bajo luz blanca continua por 2 meses.

5.2 Fase de induccién de microtubérculos

En la tabla 18 se puede apreciar que la mayor cantidad de microtubérculos en ambas
variedades y en ambos grupos de tratamientos (8 horas de luz y 24 horas de luz) se obtuvo
sin la adicion de nitrato de plata al medio de cultivo. En esta tabla también se aprecia
claramente que la mayor cantidad de microtubérculos se obtuvo en la variedad Granola,
bajo las dos condiciones fotoperiddicas ensayadas, existiendo diferencias estadisticamente
significativas entre ambas variedades. De igual manera, la condicion de dias cortos resulto
ser nuevamente la Optima para promover la formacion de microtubérculos en ambas

variedades.
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Tabla 18. Efecto de la concentracion de nitrato de plata y del fotoperiodo (FP) sobre la
cantidad de microtubérculos/plantas (CMPP), diametro (D), peso fresco (PF) y peso seco
(PS) de los microtubérculos formados en plantas dos meses de edad, variedades Arbolona

negra y Granola.

Tratamientos

Variedades | Variables 8 horas luz 24 horas luz
0 1 1,5 0 2,5 5

CMPP 1,13* | 047 0,20 0,00° 0,00° 0,00°

Arbolona D (cm) 0,63? 0,69% 0,63? 0,00 0,00° 0,00°

negra PF (9) 028" | 034" | 022° | 000° | 000° | 000°

PS (g) 0,05 | 0,06 0,04 0,00° 0,00° 0,00°

CMPP 1,92 1,40 1,07 1,7° 1,40° 0,80°

| D (cm) 0,542 | 0,632 0,612 0,67° 0,69° 0,73°
Granola

PF (g) 0,20* | 0,26° 0,192 0,35° 0,21° 0,19

PS (g) 0,04* | 0,05 0,032 0,02° 0,03° 0,03

Los valores corresponden a promedios de 15 explantes por tratamiento, para cada variedad; obtenidos de
un ANOVA con un nivel de confianza del 95%. Para cada columna, en los promedios con la letra a: no
existen diferencias significativas entre variedades, mientras que la letra b significa que si existen
diferencias significativas entre variedades.

Luego del andlisis estadistico, en el primer grupo de tratamientos (plantas cultivadas
bajo dias cortos) resalta que en ausencia de nitrato de plata en el medio de cultivo, se
formaron la mayor cantidad de microtubérculos en ambas variedades. Ademas, con la
aplicacion de 1mg/L de AgNO3 y 8 horas de luz se obtuvo el mayor didmetro, peso fresco
y peso seco de los microtubérculos de la variedad Arbolona negra. Sin embargo, no
existen diferencias estadisticamente significativas entre ambas variedades (ver figura 28).

No se realizé el analisis estadistico para el segundo grupo de tratamientos (plantas
cultivadas bajo luz blanca continua) debido a que se obtuvieron datos para la variedad

Granola pero no para Arbolona negra (ver tabla 18)
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Figura 28. Analisis de la interaccién condicion luminica-AgNO3 sobre la cantidad,
didmetro, peso fresco y peso seco de los microtubérculos de las plantas de papa

En la figura 29 se muestran algunos de los microtubérculos obtenidos bajo condiciones
fotoperiddicas de dias cortos a diferentes concentraciones de AgNOs. Notese que los 0jos 0
yemas de estos microtubérculos no se encuentran tan desarrollados como las yemas de los

microtubérculos obtenidos en condiciones de luz continua (figura 30).

En la figura 30 se observa ademés que la luz blanca continua no favorecio la formacion
de microtubérculos de Arbolona negra en ninguno de los tres tratamientos (0, 2,5y 5 mg/L
de AgNO3). En Granola se obtuvieron microtubérculos en todos los tratamientos, siendo
importante resaltar que la cantidad de microtubérculos de Granola formados bajo
condiciones de luz blanca continua resulté ser muy similar a la cantidad que se formé bajo
fotoperiodos de dias cortos. Esto no ocurrié en los dos experimentos anteriores, donde
siempre se obtenia una cantidad significativamente mayor de microtubérculos de Granola
bajo condiciones de dia corto, en comparacién con la baja produccion de microtubérculos
en condiciones de luz continua. Este resultado permite inferir que el efecto promotor del
AgNO; sobre la produccidn de microtubérculos resulta mas eficiente en condiciones de luz

blanca continua.
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Figura 29. Microtubérculos de Arbolona negra (arriba) y Granola (abajo), de dos meses de
edad, cultivados bajo fotoperiodo de dias cortos y dos concentraciones de AgNOs: A. 0
mg/L, B. 2,5 mg/L y C. 5 mg/L.

No hubo formacion de
microtubérculos de Arbolona negra

gl

Figura 30. Microtubérculos de Grnola, de dos meses de edad, cultivados bajo luz blanca
continua y dos concentraciones de AgNO3: A. 0 mg/L, B. 2,5 mg/L y C. 5 mg/L.

Otra observacion resaltante de este experimento resultd ser la manera en que se
formaron los microtubérculos especialmente en la variedad Granola bajo luz blanca
continua. En la figura 31 se aprecia como los microtubérculos se formaron pegados unos
con otros, en grupos de dos o tres, sésiles y con sus yemas comenzando a convertirse en

nuevas plantas.
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Figura 31: Microtubérculos de Granola cultivados en medio con 2,5 mg/L de AgNO3,
bajo luz blanca continua.

La poca cantidad de microtubérculos formados con las distintas concentraciones de
nitrato de plata no coincide con lo obtenido por Zhang & col. (2006) quienes reportaron
que 2,5y 7,5 mg/L de AgNOs resultaron ser las concentraciones éptimas para la formacion
de la mayor cantidad de microtubérculos y el incremento de su peso fresco en las
variedades de papa DN303 y Lanya.

Ademaés del nitrato de plata se han usado otros compuestos quimicos como el cloruro de
cobalto (COCI,) incorporado al medio de cultivo; sin embargo, el uso del nitrato de plata
ha sido empleado extensivamente para la multiplicacién de brotes y floracion in vitro de
Cichorium intybusam (Bais & col., 2000), Brassica y Petunia (Chi & col., 1990), dado su
solubilidad en agua y su efecto no toxico cuando es empleado en concentraciones
adecuadas (Beyer, 1976 citado por Kumar, 2009)

Si bien este experimento no nos permite concluir sobre el mecanismo de accién del
AgNO; contrarrestando el efecto inhibidor del etileno, podemos recomendar el uso de este
compuesto para la micropropagacion de estas dos variedades de papa y para la obtencion

de microtubérculos.
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7. CONCLUSIONES

Efecto de la concentracion de sacarosa, consistencia del medio de cultivo y

condiciones luminicas, sobre la produccion de microtubérculos de papa.

1. La plantulas de la variedad Granola produjeron la mayor cantidad de
microtubérculos en medios semisélidos (0,13 microtubérculos/planta) y liquidos
(1,07 microtubérculos/planta), suplementados con 50 g/L de sacarosa e incubadas

bajo luz blanca continua.

2. El cultivo en medio semisolido y medio liquido, bajo condiciones de oscuridad
permanente no favorecidé la formacion de microtubérculos en ninguna de las

variedades ensayadas.

Efecto de la concentracion de Benciladenina (BA) y del fotoperiodo sobre la

produccién de microtubérculos de papa.

3. Las pléantulas de Granola y Arbolona negra cultivadas en medio liquido
suplementado con 5 mg/L de BA e incubadas bajo fotoperiodo de dias cortos
mostraron la mayor longitud promedio: 16,07 cm para Granola y 15,57 cm para

Arbolona negra.

4. Las plantulas de Granola cultivadas en medio liquido suplementado con 5 mg/L de
BA e incubadas bajo condiciones fotoperiddicas de dias cortos produjeron la mayor
cantidad de microtubérculos por planta (3,80), de mayor peso seco. Con este
tratamiento también se obtuvo la mayor cantidad de microtubérculos de Arbolona
negra (1,90), existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambas

variedades.

5. El mayor didmetro y peso fresco de los microtubérculos de Granola y el mayor peso

fresco de los microtubérculos de Arbolona negra se obtuvo con el tratamiento medio
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liquido, suplementado con 1 mg/L de BA vy cultivo bajo condiciones de luz blanca

continua; sin embargo, este resultado no fue estadisticamente significativo.

Efecto de la concentracion de Giberelinas (GAs) y del fotoperiodo sobre la produccion

de microtubérculos de papa.

6. Las plantulas de Granola y de Arbolona negra mostraron la mayor longitud
promedio (14,94 cm y 18,10 cm respectivamente) cuando fueron pretratadas con

GA, subcultivadas en medios sin BA y condiciones de dias cortos.

7. La variedad Arbolona negra produjo el mayor ndmero de microtubérculos (1,80
microtubérculos/planta) en medio sin BA y fotoperiodo de dias cortos; mientras que
los mayores promedios de didmetro, peso fresco y peso seco de microtubérculos se
obtuvieron en medios con 1 mg/L de BA. Bajo condiciones de luz continua, no se

obtuvieron microtubérculos para esta variedad.

8. La variedad Granola produjo el mayor numero de microtubérculos (2,30
microtubérculos/planta) en medios sin BA y fotoperiodo de dias cortos, sin embargo
tanto el diametro como el peso fresco de los microtubérculos result6
significativamente mayor en plantas cultivadas en medios sin BA pero incubadas

bajo luz blanca continua.

Efecto de la concentracion de Nitrato de plata (AgNO3) y del fotoperiodo sobre la

produccién de microtubérculos de papa.

9. La aplicacion de nitrato de plata al medio de cultivo liquido redujo
considerablemente la longitud de los vastagos de plantas de ambas variedades, en
comparacion con la longitud de las plantas cultivadas en el tratamiento control sin
AgNOQO;. Bajo condiciones de luz continua los vastagos de Arbolona negra y Granola,
presentaron la mayor longitud promedio en medios sin AgNO3; (14 y 15,5 cm,

respectivamente).



10.

11.

12.

Conclusiones

La mayor concentracion de AgNO; utilizada (5mg/L) provoco la aparicion de
hiperhidricidad y zonas necrdticas de color marrén oscuro en hojas de plantas de

Granola cultivadas bajo luz blanca continua.

La variedad Granola produjo la mayor cantidad de microtubérculos (1,9
microtubérculos/planta) en medios liquidos sin nitrato de plata e incubadas bajo luz

blanca continua y bajo condiciones fotoperiddicas de dias cortos.

El cultivo bajo luz blanca continua no favorecio la formaciéon de microtubérculos de
Arbolona negra en ninguno de los tres tratamientos (0, 2,5 y 5 mg/L de AgNO3). Las
plantas de Arbolona negra produjeron la mayor cantidad de microtubérculos (1,13
microtubérculos/planta) en medios liquidos sin la adicién de AgNOj3 e incubadas

bajo condiciones fotoperiddicas de dias cortos.
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8. RECOMENDACIONES

1. Establecer un sistema de microtuberizacién utilizando fiolas de mayor capacidad, para

inducir la formacion de mayor nimero de microtubérculos por envase.

2. Alargar el tiempo de induccion de microtubérculos con el propdsito de obtener

microtubérculos de mayor tamario y yemas desarrolladas.

3. Luego de obtener los microtubérculos, sembrar aquellos que tengan brotes. Sembrar
algunos microtubérculos completos y otros cortados por la mitad para eliminar la
dominancia apical, promoviendo el desarrollo de las yemas laterales. Se pueden utilizar

pequefias macetas con un sustrato de tierra-arena y colocarlas en un incubador.

4. Con la experiencia obtenida en esta investigacion, se pueden manipular las condiciones
de cultivo a fin de acortar el tiempo de induccién de microtubérculos en la variedad
Arbolona negra y proponer una estrategia de rescate de esta variedad nativa mediante la

produccién de microtubérculos.
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