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RESUMEN

Existen numerosos factores que afectan la micropropagacién y la microtuberizacion en papa; entre ellos, las hormonas vegetales y
el fotoperiodo. Para estudiar el efecto de estos dos factores en las variedades ‘Arbolona negra’ (AN) y ‘Granola’” (G), se cultivaron
microesquejes de cada variedad en medio MS liquido con o sin giberelinas (GA) y con 25 g/L de sacarosa e incubados bajo con-
diciones de luz blanca continua. Para inducir la microtuberizacion, las vitroplantulas obtenidas fueron sub-cultivadas en medio MS
suplementado con 50 g/L sacarosa, tres concentraciones de BA (0, Ty 5 mg/L) e incubadas bajo diferentes regimenes luminicos.
El pre-tratamiento con GA favoreci6 el alargamiento del vastago en AN pero no en G. Ambas variedades produjeron el mayor
ndmero de microtubérculos en medio MS suplementado con 5 mg/L de BA, bajo condiciones fotoperiddicas, sin la adicion previa
de GA. El cultivo in vitro de microesquejes de papa en medios de cultivo suplementados con BA y sacarosa, y la incubacion bajo
condiciones de dias cortos permite obtener microtubérculos de papa en condiciones in vitro, en un tiempo mas corto que el que
podria esperarse en condiciones tradicionales de cultivo.
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ABSTRACT

Micropropagation and microtuberization in potato plants are both affected by plant hormones and photoperiod. To
study the effect of these factors on potato cultivars ‘Arbolona negra’ (AN) and ‘Granola’ (G), microcuttings of each
cultivar were cultured on MS liquid medium supplemented with sucrose 25 g/L, with or without gibberellins (GA).
These microcuttings were incubated under continuous light. In order to induce microtuberization, the obtained vitro-
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plantlets were subcultured on MS medium supplemented with sucrose 50 g/L, three concentrations of BA (0, 1 and 5 mg/L) and
incubated under different light patterns. GA pre-treatment induced shoots elongation on AN but not on G cultivar. The highest
microtubers production for both cultivars was achieved on MS medium supplemented with BA 5 mg/L under short day light con-
dition without GA pretreatment. The in vitro culture of microcuttings on culture media supplemented with BA and sucrose, incuba-
ted under short day conditions, allowed microtubers production in a shorter time lapse.

Key words: microtuberization; bencil-adenine; gibberellins; photoperiod.
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INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es el cuarto cultivo
mas importante después del maiz, el arroz y el trigo
(Castro et al., 2012). Entre las variedades de papa
cominmente sembradas en los Andes venezolanos
figura una variedad comercial de origen aleman cono-
cida como Granola (G) (subespecie tuberosum), muy
atractiva por su sabor, facil cocciéon y tuberizacién
temprana; y una variedad silvestre conocida como
‘Arbolona negra (AN) (subespecie andigena), la cual
se destaca por su resistencia a los patégenos que ata-
can este cultivo, aunque presenta tuberizacion tardia
(Romero & Monasterios, 2008).

La papa se propaga de manera convencional median-
te la siembra de los tubérculos; sin embargo, este tipo
de propagacién perpetda la presencia de patégenos
causantes de enfermedades que reducen la producti-
vidad de los cultivos (Poehlman & Allen, 2003). Por
ello, la produccion sostenible de papa depende de la
renovacion constante del material de siembra libre de
enfermedades. Para lograr esto, desde hace algunas
décadas se han implementado técnicas de cultivo in
vitro, entre ellas la micropropagacion, como una alter-
nativa que permite la produccién masiva de plantas
libres de enfermedades, en poco tiempo, en espacios
reducidos, y que puedan ser usadas por los agriculto-
res para producir tubérculos semilla. Las técnicas de
cultivo in vitro también permiten inducir la formacién
de microtubérculos, en un proceso conocido como
microtuberizacion (Xu et al, 1998). Estos &rganos
pueden ser utilizados como semillas certificadas y
constituyen una fuente de almacenamiento e inter-
cambio seguro de germoplasma (Donelly et al, 2003;
Kamardinen-Karppinen et al,, 2010; Mamun et al., 2015).

Aprobado: noviembre 24 de 2017

La micropropagacion y la microtuberizacion proporcio-
nan un modelo experimental uniforme y conveniente
para el mejoramiento del cultivo de la papa; sin embar-
go, el éxito de estas técnicas depende de factores tales
como: la temperatura, la consistencia fisica del medio
de cultivo, la concentracién de sacarosa, el balance
hormonal y el fotoperiodo (Khuri & Moorby, 1995;
Rodriguez-Falcon et al., 2006; Sakar, 2010; Aksenova et
al, 2011; Dhital & Lim, 2012; Alva & Oropeza, 2013).

Las hormonas vegetales juegan un rol importante en
el control de la tuberizacion en papa. La aplicacion de
giberelinas (GA) promueve la elongacion del vastago
(estolén) e inhibe la formacion de los tubérculos
(Smith & Rappaport, 1969; Kumar & Wareing, 1972;
Aksenova et al.,, 2011; Dhital & Lim, 2012), mientras
que la disminucién del contenido de GA promueve la
tuberizacién (Okazawa, 1959, 1960; Smith & Rappa-
port, 1969; Railton & Wareing, 1973; Krauss &
Marschner, 1982; Aksenova et al., 2011). La interac-
cion entre GAy otras hormonas vegetales, como por
ejemplo la benciladenina (BA), es un tema de debate
(Xu et al., 1998). A diferencia de GA, las citoquininas
estimulan la formacién de los tubérculos en muchas
especies tuberosas (Aksenova et al., 2011). En nume-
rosos estudios se considera a la BA como una hormona
promotora de la tuberizacién en papa, debido a que
reduce algunos de los procesos promovidos por GA
durante el desarrollo de las plantas (Okazawa & Chap-
man, 1962; Marschner et al, 1984); sin embargo, el
éxito de la combinacion de BA y GA con respecto a la
elongacion del vastago, la iniciacion de la tuberizacion y
el crecimiento de los tubérculos todavia no esta claro.

Otro factor determinante en el proceso de tuberiza-
cion es el fotoperiodo. Seabrook (2005) lo considera
como el principal factor ambiental que controla la

26 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XIX No. 2 Julio - Diciembre 2017, 25 - 34



tuberizacién en papa. Esta reportado que las condicio-
nes fotoperiddicas de dias cortos inducen la tuberiza-
cion. La formacion de microtubérculos en las vitro-
plantas de papa puede lograrse dnicamente con la
incubacién bajo estas condiciones luminicas, sin la
adicion de altas concentraciones de sacarosa u hor-
monas vegetales en el medio de cultivo. La respuesta
fotoperiddica a la tuberizacién tiene mucho en
comun con la respuesta a la floracion, las hojas de las
especies tuberosas son 6rganos que reconocen la
longitud del dia y para la induccion fotoperiddica es
requerida la noche continua durante el ciclo de dia
corto, siendo el fitocromo B el fotoreceptor que me-
dia esta respuesta.

Recientemente, se demostré que un micro RNA
(miR172) esta involucrado en la induccién fotoperio-
dica de la formacion de tubérculos en la subespecie
andigena; miR172 esta presente en todos los érganos
de la papa: hojas, tallos y estolones, siendo su conte-
nido mucho mayor en dias cortos que bajo dias lar-
gos. Por otra parte, en la regulacién fotoperiddica de
la tuberizacién no solo interviene el estimulo de dias
cortos sino también los inhibidores de la tuberizacion
en dias largos (Aksenova et al., 2011), siendo el GA
uno de estos inhibidores. Bajo condiciones de dias
largos, la actividad y el contenido de GA en las hojas
de papa es mas alto que en las condiciones favorables
para la tuberizacién (dias cortos).

Teniendo en cuenta lo anterior, esta investigacion
plantea como objetivo estudiar el efecto de las gibere-
linas, benciladenina y del fotoperiodo en la produc-
cién de microtubérculos de dos variedades de papa,
‘Granola’ y ‘Arbolona negra’.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizaron microesquejes extrai-
dos de vitroplantas de la variedad Arbolona negra
(AN) y de la variedad Granola (G) de dos meses de
edad, previamente obtenidas por micropropagacion y
mantenidas en medio de cultivo Murashige & Skoog
(1962) (MS) semisélido, en el Banco de Germoplasma
del Laboratorio de Mejoramiento Vegetal, Instituto de
Biologia Experimental, Universidad Central de Venezuela.

Micropropagacion del material vegetal que se usé
como fuente de explantes. Para inducir el desarrollo
de las vitroplantulas que sirvieron como fuente de
explantes, 120 microesquejes de cada variedad se
cultivaron en medio MS semisdlido suplementado
con 25 g/L de sacarosa, bajo luz blanca continua (95
pumol-m?2s') a 18 °C y durante dos meses (Alva &
Oropeza, 2013). De estas vitroplantas se extrajeron
los microesquejes que se usaron como explantes para
los siguientes experimentos.

Efecto de la GA sobre el alargamiento del vastago. A
partir de las plantas obtenidas por micropropagacion
se extrajeron 120 microesquejes de cada variedad y
se inocularon en 24 matraces volumétricos estériles
con 20 mL de medio de cultivo MS liquido suplemen-
tado con 25 g/L de sacarosa y 0.25 mg/L de GA. Si-
multaneamente, otros 120 microesquejes de cada
variedad fueron colocados en matraces volumétricos
estériles con 20 mL medio de cultivo MS liquido su-
plementado con 25 g/L de sacarosa, sin GA. Todo el
material vegetal fue colocado bajo condiciones de luz
blanca continua (95 ymol-m?s') e incubado a una
temperatura de 18 °C, con agitacion orbital a
120 rpm, durante tres semanas.

Efecto de la BA y del fotoperiodo sobre la produc-
cion de microtubérculos. Luego de tres semanas bajo
el pre-tratamiento con y sin GA, las 120 vitroplantulas
de cada variedad se subcultivaron en medios de culti-
vo MS liquido suplementado con tres concentracio-
nes de BA (0, Ty 5 mg/L) y 50 g/L sacarosa (Alva &
Oropeza, 2013). En cada uno de los tratamientos, la
mitad del material vegetal (20 vitroplantas) fue coloca-
do bajo condiciones de luz blanca continua y la otra
mitad (20 vitroplantas) bajo condiciones de dias cor-
tos equivalentes a 8 horas de luz. Todo el material fue
incubado a una temperatura de 18 °C, con agitacion
orbital continua a 120 rpm, durante tres meses. Una
vez finalizado el experimento se registr6é la longitud
de los vastagos, nimero de microtubérculos por plan-
ta (N9), diametro (D), peso fresco (PF) y peso seco
(PS) de los microtubérculos.

Analisis estadistico. Se realizé un andlisis de varianza
con un nivel de confianza del 95%, para establecer si
existen diferencias significativas entre las medias de

Microtuberizacion de dos variedades de papa (Solanum tuberosum L.) 27



los tratamientos. Para conocer cudl tratamiento pro-
duce el mayor efecto o cudles son los tratamientos
diferentes entre si, se realizé una prueba de rangos
multiples de Tukey con un nivel de confianza del
95%. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con
el programa STATISTICA®.

RESULTADOS

Efecto de la GA sobre el alargamiento del vastago.
Las plantas de la variedad AN mostraron la mayor
longitud de los vastagos cuando fueron cultivadas en
MS liquido suplementado con GA, sin BA y bajo con-
diciones fotoperiddicas (tabla 1, figura 1); por otra
parte las plantas de la variedad G mostraron la mayor
longitud de los vastagos cuando fueron cultivadas en
MS liquido suplementado con 5 mg/L de BA y sin GA,
bajo condiciones de fotoperiodo (tabla 2, figura 1),
luego de tres meses de cultivo.

Efecto de la BA y del fotoperiodo sobre la produc-
cion de microtubérculos. Se evalu6é la interaccién
entre el tratamiento previo con GA vy el subcultivo de
estas plantas en medios de cultivo liquidos suplemen-
tados con tres concentraciones de BA (0, 1y 5 mg/L)
e incubadas bajo diferentes regimenes luminicos
(tabla 3). La variedad AN produjo el mayor nimero
de microtubérculos (1.80) y de mayor diametro, en
medio MS liquido sin BA, bajo condiciones fotoperio-
dicas. No hubo diferencias estadisticamente significati-
vas para el peso fresco y peso seco de los microtubér-
culos. La incubacién bajo luz blanca continua no pro-
dujo la formacién de microtubérculos en las vitroplan-
tas de esta variedad.

Para la variedad G, el mayor nimero de microtu-
bérculos (2.30) se obtuvo en medio de cultivo MS
liquido sin BA bajo condiciones fotoperiédicas, mien-
tras que el mayor didmetro se obtuvo en medio MS
liquido sin BA bajo luz blanca continua. No hubo dife-
rencias estadisticamente significativas para el peso
fresco y peso seco de los microtubérculos de G.

Los microtubérculos de las dos variedades estudiadas
obtenidos bajo condiciones de fotoperiodo en vitro-
plantas pre-tratadas con GA, mostraban una coloracion
verde, con forma ovalada y muchas yemas (figura 2),
mientras que los microtubérculos formados en plantas

cultivadas bajo luz blanca continua eran de color
marrén claro con la superficie agrietada y pocas yemas.

Posteriormente, se evalué el efecto de BA vy el
fotoperiodo sobre la produccién de microtubérculos
en vitroplantulas cultivadas sin la adicion de GA (tabla
4). Para la variedad AN se obtuvo el mayor nimero de
microtubérculos (1.90) con el tratamiento de 5 mg/L
de BA y condiciones fotoperiédicas. Los microtubércu-
los de mayor diametro y peso seco se obtuvieron con
1 mg/L de BA y bajo luz blanca continua. No hubo
diferencias estadisticamente significativas para el peso
fresco de los microtubérculos de AN. Para la variedad
G, el mayor nimero de microtubérculos (3.80) y ma-
yor peso seco de los mismos, se obtuvo en MS liquido
suplementado con 5 mg/L de BA, bajo condiciones
fotoperiddicas; mientras que el mayor diametro de los
microtubérculos se obtuvo con el tratamiento 1 mg/L
BA bajo luz blanca continua. No hubo diferencias es-
tadisticamente significativas para el peso fresco de los
microtubérculos de G.

Los microtubérculos producidos por las vitroplantas
de las dos variedades, bajo condiciones de fotoperio-
do y sin la adiciéon de GA, mostraron una coloracion
verdosa amarillenta con pocas yemas (figura 3),
mientras que los microtubérculos obtenidos bajo luz
blanca continua mostraron una coloracién amarillenta
y sin yemas en su superficie.

DISCUSION

En Venezuela, la semilla certificada de la mayoria de
los cultivos de importancia econémica es importada y
muy costosa. Como alternativa a la importacién, los
productores escogen las mejores semillas de la cose-
cha anterior para replantar. Sin embargo, esta activi-
dad se realiza sin ningun tipo de control fitosanitario,
lo cual trae como consecuencia el deterioro de los
cultivos y la contaminacion de los suelos con los pat6-
genos de las semillas que no fueron sometidas a un
proceso de certificacion. La produccion de vitroplan-
tas y microtubérculos de las especies de interés
econémico ha surgido como una alternativa para el
suministro de semillas libres de enfermedades. Los
microtubérculos son semillas de facil distribucion y
con la garantia de que estan libres de enfermedades
ya que provienen de vitroplantas mantenidas en con-
diciones de asepsia; sin embargo, lograr la tuberiza-
cién en condiciones in vitro ha resultado ser una dificil
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Tabla 1. Efecto del pre-tratamiento con GA sobre la longitud de los véstagos de AN y G.

Longitud de los vastagos (cm)

8 horas luz 24 horas luz
Var 0BA 1BA 5BA 0BA 1BA 5BA
AN 18,03+1,56° | 16,28 +0,64*" | 17,76+0,49 8,27+0,53%¢ 9,00£0,74% | 7,03%0,36°
G 14,94+1,16%"< | 13,13£0,99><¢ | 10,63+0,57°% | 13,00£0,952><¢ | 14,48+0,94*"< | 9,93+1,24%¢

La tabla indica el promedio y la desviacién estdndar de la longitud de los vastagos de cada variedad en cada trata-
miento. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA (0=0,5) y las letras sefialan las diferencias entre los

grupos determinadas mediante una prueba a posteriori de Tukey (0=0,05).

Figura 1. (a) Vitroplantas de AN cultivadas en MS suplementado con GA, sin BA y bajo condiciones foto-
periddicas; (b) Vitroplantas de G cultivadas en MS suplementado con 5 mg/L de BA, sin GA, bajo condi-
ciones fotoperiddicas.

Tabla 2. Efecto del pre-tratamiento sin GA sobre la longitud de los vdstagos de ANy G.

Longitud de los vastagos (cm)

8 horas luz 24 horas luz
Var 0BA 1BA 5BA 0BA 1BA 5BA
AN 12,96+1,08*>¢ | 14,55+0,75**¢ | 15,57+0,54*> | 12,78+0,81*>< | 12,8620,79*>¢ | 11,86+0,72¢
G 13,03+0,69*¢ | 14,18+0, 78%"< 16,07+0, 552 11,78+1,01P¢ 13,6240,56"< | 12,28+0,92"¢

La tabla indica el promedio y la desviacion estandar de la longitud de los vastagos de cada variedad en cada trata-
miento. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA (a=0,5) y las letras sefialan las diferencias entre los grupos
determinadas mediante una prueba a posteriori de Tukey (a=0,05).
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Figura 2. Microtubérculos de G (arriba) y AN (abajo), incubados bajo condiciones fotoperiddicas, cosechados de vitroplantas pre-
tratadas con GA y subcultivadas en MS suplementado con BA: )a) 0 mg/L) ,b) Tmg/L) ,c) 5Smg/L.

tarea debido a mudiltiples factores. Entre ellos destacan
el efecto de hormonas vegetales tales como BA y GA
(Zhang et al., 2005; Aksenova et al., 2011). Las GAs
promueven la elongacién de los vastagos permitiendo
de esta manera la formacién de un mayor ndmero de
microtubérculos desde la base hasta el apice de las
plantas, mientras que las citoquininas inducen poste-
riormente la division celular y la formacion de los mi-
crotubérculos. El fotoperiodo es otro de los factores
que promueve la microtuberizaciéon en papa, promo-
viendo la morfogénesis de dichos 6rganos de almace-
namiento cuando las plantas son cultivadas bajo dias
cortos (lgarza et al., 2012).

Para optimizar la produccién de microtubérculos, es
requisito indispensable obtener vitroplantulas vigoro-
sas con tallos alargados. La estrategia mas frecuente-
mente usada para lograr esto es la micropropagacion
a partir de microesquejes, a los cuales se les realiza un
pre-tratamiento con GAs y un tratamiento posterior
con citoquininas (Taiz & Zeiger 2006).

Efecto de la GA sobre el alargamiento del vastago.

Las vitroplantas de la variedad AN presentaron la ma-
yor longitud de los vastagos con el pre-tratamiento
con GA y en medio liquido sin BA bajo dias cortos.
Las vitroplantas de la variedad G presentaron la ma-
yor longitud de los vastagos sin el pre-tratamiento con
GA, luego de ser sub-cultivadas con 5 mg/L de BA,
también bajo condiciones fotoperiddicas. Este resulta-
do puede deberse a que la concentracién endégena
de estas hormonas en la variedad G es éptima para la
induccién del alargamiento; lo que demuestra que el
éxito de la combinacién de las hormonas vegetales y
el fotoperiodo de dias cortos sobre la elongacién de

vastagos, es genotipo dependiente (Gopal et al,
2004), tal como ha sido documentado en papa
(Vreugdenhil & Sergeeva 1999) y hame (Borges et al.,
2011). El proceso de tuberizacion en papa consiste de
varios pasos caracterizados por diferentes cambios a
nivel morfolégico, histolégico y bioquimico. La misma
secuencia de eventos ocurre durante la tuberizacion
en cultivo in vitro. La principal diferencia entre cultivo
in vitro y ex vitro es que los tubérculos in vitro pueden
desarrollarse también a lo largo de los tallos aéreos y no
s6lo en la punta de los estolones (Raspor et al., 2012).

Efecto de la BA y del fotoperiodo sobre la produc-
cion de microtubérculos.

En las vitroplantas de las dos variedades de papa
(‘Granola” y ‘Arbolona Negra’) pre-tratadas con GA,
se obtuvo la mayor cantidad de microtubérculos en
medios sin BA y bajo condiciones de dias cortos; aun-
que estos valores fueron menores que los reportados
para plantas que no fueron pre-tratadas con GA. Con
relacion a esto, Vreugdenhil & Sergeeva (1999) repor-
taron que la adiciéon de GA al medio de cultivo inhibe
o retarda la formacién de los microtubérculos, por lo
que la funcion del pre-tratamiento con esta hormona
vegetal es inducir un mayor alargamiento de los vasta-
gos para luego en medio sin GA lograr la formacién y
desarrollo de los microtubérculos.

En el presente estudio, el fotoperiodo fue el factor
determinante en la produccién de microtubérculos
para ambas variedades. Sakar (2010) reporté que las
condiciones de dias cortos inducen la formacion de
los microtubérculos debido a que esta condicion lumi-
nica anula los efectos inhibitorios de las GAs sobre la

30
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Tabla 3. Efecto del pre-tratamiento con GA, BA y fotoperiodo sobre el nimero de microtubérculos/planta (N°),

didmetro (D), peso fresco (PF) y peso seco (PS) de los microtubérculos de las variedades AN y G.

Tratamientos
8 horas luz 24 horas luz
Var Variable 0BA 1BA 5BA 0BA 1BA 5BA
N° 1,8040,27** [1,40+0,18° |0,35+0,13¢  |0,00+0,00° [0,00+0,00° |0,00£0,00¢
D (cm) 0,4840,03* |0,57+0,04*" |0,57+0,04** |0,00£0,00* [0,00£0,00*" |0,00+0,00%"
PF (g) 0,18+0,05- [0,27+0,06- |0,16%0,03" 0,00£0,00~ |0,00+0,00- ]0,00£0,00"
AN PS (g) 0,0240,01- |0,05£0,01- |0,0240,00-  |0,00£0,00 |0,00+£0,00- |0,00+0,00
N° 2,30+0,22° |1,65%0,21*" |1,85+0,23*" [0,05£0,05¢ |0,15+0,08 |0,30+0,13¢
D (cm) 0,60+0,03*" |0,68+0,04" |0,69+0,04> [0,80+0,03** |0,5040,17%" |0,72+0,05%
PF (g) 0,23£0,03-  [0,39£0,10" |0,4240,07- |0,47£0,04 [0,20£0,13- |0,29+0,04
G PS (g) 0,03+0,00- ]0,06+0,02- ]0,06+0,01-  [0,06+0,02- [0,06+0,00" [0,04+0,01-

La tabla indica el promedio y la desviacion estandar de 20 explantes por tratamiento, para cada variedad. Los
datos fueron analizados mediante un ANOVA (a=0,5) y las letras sefialan las diferencias entre los grupos deter-
minadas mediante una prueba a posteriori de Tukey (a=0,05).

X
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de BA, sin pre-tratamiento con GA.

tuberizacién en papa. Segun Prat (2010), este efecto
se ha observado también durante la formacién de
tubérculos en el campo, sobre todo en las variedades
nativas. La duracion de los dias controla muchos pro-
cesos morfogénicos en plantas; y es a través del fito-
cromo que estas condiciones luminicas son traducidas
a senales inductivas de alargamiento y divisién celular
(Seabrook, 2005). Al respecto, Aksenova et al. (2011),
afirman que la respuesta fotoperiddica de tuberiza-
cién depende de la subespecie y variedad considera-
da (genotipo-dependiente), siendo mas notable en la
subespecie andigena que en la tuberosum. Kittipadu-
kal et al. (2012), explican que la subespecie tubero-

Figura 3. Microtubérculos de AN (a) y de G (b) cultivados bajo condiciones fotoperiédicas en MS suplementado con 5 mg/L

sum requiere de un fotoperiodo de dias largos para
desarrollar su éarea foliar, en tanto que el proceso de
tuberizacién es indiferente del fotoperiodo. Por el
contrario, la subespecie andigena tuberiza estricta-
mente bajo condiciones de dias cortos y al ser llevada
a condiciones de dias largos o luz continua, la etapa
de crecimiento se alarga, la floracién es mas abundan-
te, pero no tuberiza o lo hace escasamente, produ-
ciendo tubérculos muy pequeios.

En las vitroplantas de papa sin la adicion previa de
GA, el mayor ndmero de microtubérculos reportado
para ambas variedades se obtuvo con el tratamiento
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Tabla 4. Efecto del pre-tratamiento sin GA, BA y fotoperiodo sobre el nimero de microtubérculos/planta (N°),
didmetro (D), peso fresco (PF) y peso seco (PS) de los microtubérculos de las variedades AN y G.

Tratamientos
8 horas luz 24 horas luz
Var Variable 0BA 1BA 5BA 0BA 1BA 5BA
Ne 1,004£0,15¢  |1,10+0,18> [1,90+0,25" [0,00£0,00¢ |0,05+0,05¢ |0,25+0,10¢¢
D (cm) 0,28+0,02¢ 0,38+0,04**< 10,3440,02>¢ |0,00+£0,00**< |0,70£0,03*P< |0,22+0,022b<
PF (g) 0,03+£0,01-  |0,09£0,03" 0,06+0,01-  ]0,00+0,00-  |0,22+£0,02-  ]0,01+0,00-
AN |PS (g) 0,00+0,00¢  [0,01£0,00°¢ |0,01£0,00%¢ |0,00+0,00°<¢ |0,03+0,00><¢ |0,00+£0,00°<¢
N° 1,85+0,25°  [2,10£0,23"  |3,80£0,22* [0,25%0,12%¢ |0,70+0,19%¢ |0,25%0,12¢
D (cm) 0,47+0,05*> |0,47+0,03*> |0,50+0,03* [0,2240,02*>< |0,56+0,07%  |0,40+0,132b<
PF (g) 0,18+0,04- |0,16£0,03-  |0,17£0,02- |0,01+0,00- [0,23+0,07- |0,11+0,09"
G |ps(g) 0,03+0,00°¢ |0,0440,00°  |0,11£0,01° |0,00+0,00°<¢ |0,01+0,00><¢ |0,02+0,00°<¢

La tabla indica el promedio y la desviacion estandar de 20 explantes por tratamiento, para cada variedad. Los
datos fueron analizados mediante un ANOVA (a =0,5) y las letras sefialan las diferencias entre los grupos de-
terminadas mediante una prueba a posteriori de Tukey (o =0,05).

con 5 mg/L de BA debido probablemente al incre-
mento en la tasa de division celular en los microtu-
bérculos ya formados. Zhang et al. (2005), determina-
ron el papel del acido indol acético (AlIA), GA 'y BA en
el crecimiento de vastagos y tuberizacién de Solanum
tuberosum, reportando que la presencia de BA fue
indispensable para inducir la formacién de micro-
tubérculos. Como se menciond antes, el papel de la
citoquinina en la formaciéon de los tubérculos no esta
del todo claro. Las citoquininas promueven la inicia-
cion del tubérculo en estolones aislados cultivados in
vitro y son utilizadas comercialmente para estimular la
formacién de microtubérculos en la oscuridad. Akse-
nova et al. (2011), y Raspor et al. (2012), sefalan que la
citoquinina no sélo esta involucrada en la induccién de
los tubérculos, sino que también favorece la division
celular promoviendo la proliferacién celular que ocurre
en los estados tempranos del crecimiento de los tu-
bérculos. Algunas veces los altos niveles de citoquininas

pueden actuar antagénicamente e inducir la conversion
de estolones a vastagos con hojas (Raspor et al., 2012).

La morfologia de los microtubérculos también se vio
influenciada por las condiciones luminicas de cultivo.
El pre-tratamiento con GA y el fotoperiodo favore-
cieron la formacion de yemas en los microtubérculos,
lo cual representa una gran ventaja para ser usados
como semilla en el invernadero o campo.

Morfolégicamente los tubérculos de papa son tallos
modificados, con entrenudos muy cortos e hinchados
y yemas axilares latentes conocidas como ojos. La
diferenciacion de los tubérculos ocurre desde la re-
gion subapical de los vastagos vegetativos subterrane-
os o estolones que crecen como tallos horizontales;
los cuales si son expuestos a suficiente luz, crecen y
emergen desde el suelo para formar un nuevo vasta-
go. Durante este proceso, el meristema adquiere to-
das las caracteristicas de un meristema apical del
vastago, desarrollando nuevas hojas, yemas laterales y
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eventualmente las flores. Sin embargo, bajo condicio-
nes inductivas de dias cortos, la elongaciéon del es-
tolon cesa y el dpice comienza a ensancharse para
formar un tubérculo (Prat, 2010). Las células comien-
zan a acumular grandes cantidades de almidén y a
expresar un nuevo conjunto de proteinas destinadas a
servir como reserva para la nueva planta en desarro-
llo. En su ambiente natural, la aparicion del tubérculo
depende de la estacion del afio y del genotipo de la
papa. Luego viene el periodo de latencia que se ca-
racteriza por la ausencia de crecimiento de los brotes
y finalmente, después del invierno, la yema de creci-
miento es reactivada y las yemas laterales del tubércu-
lo comienzan a brotar (Milinkovic et al., 2012).

La similitud entre los procesos de tuberizacion ex vitro
e in vitro y el efecto que las hormonas vegetales y el
fotoperiodo tienen sobre este proceso, se destaca si
consideramos que las condiciones in vitro son inde-
pendientes de las estaciones del ano. Sin embargo,
gracias a la posibilidad de manipular y alterar las con-
diciones ambientales del cultivo in vitro, la microtube-
rizacion puede usarse como un sistema ideal para el
estudio de las bases fisiologicas y moleculares del
proceso de tuberizaciéon en campo.

Finalmente, es importante resaltar que bajo condicio-
nes de campo la variedad AN es de tuberizacién tard-
fa, demorandose hasta nueve meses para producir
tubérculos, mientras que la variedad comercial G ha
sido mejorada para tuberizar luego de tres a cuatro
meses de cultivo. Bajo nuestras condiciones de expe-
rimentacion, ambas variedades formaron microtubér-
culos a los tres meses de cultivo, lo cual implica una
ventaja importante del protocolo establecido, espe-
cialmente para la variedad nativa.

CONCLUSION

En este trabajo se demostré que el cultivo in vitro de
microesquejes en medios suplementados con hormo-
nas vegetales y la incubacién bajo condiciones foto-
periddicas de dias cortos permite obtener microtubér-
culos de papa en un corto periodo de tiempo y que
pueden ser utilizados en campo como semillas.
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