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Propagacion y tuberizacion in vitro de dos variedades de papa
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Resumen

Lainvestigacion se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad Pedagogica y
Tecnoldgica de Colombia con el proposito de conocer el comportamiento in vitro y evaluar una metodologia
para propagacion de plantulas y produccion de microtubérculos de dos variedades de papa (Solanum
tuberosum L. ssp andigena) Diacol Capiro y Parda Pastusa, a partir de segmentos nodales obtenidos de
tubérculos suministrados por el ICA, desinfectados con NaOCI al 10 %, multiplicados en medio MS y
MS+ANA (0.02 mg L-1) y enraizados con ANA o AIB adicionados al medio de cultivo o aplicados en
pulsos de 30 segundos. Posteriormente, segmentos uninodales micropropagados se cultivaron en medio
para tuberizacion, observandose una mayor produccion en MS suplementado con 2.5 mg L-1 de BA y
8 % de sacarosa en las dos variedades. Los protocolos desarrollados en el presente estudio permitieron
la obtencion masiva de plantulas y la produccion de microtubérculos de Diacol Capiro y Parda Pastusa;
las plantulas y microtubérculos desarrollados pueden ser cultivados bajo condiciones controladas para la
produccion de semilla pre-basica.
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Abstract

This study was conducted in the Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales of the Universidad Pedagégica
y Tecnolégica de Colombia with the purpose of acquiring knowledge on the behavior under in vitro
conditions as to evaluate a methodology for the micropropagation of plantlets and the production of
microtubers from two varieties of potato (Solanum tuberosum L. ssp andigena) Diacol Capiro and Parda
Pastusa. The nodal segments provided by the ICA were disinfected with 10 % NaOCI, Then cultured for
multiplication in MS medium and MS+NAA (0.02 mg L-1). For the rooting process, NAA or IBA was
added into the culture medium or applied in 30 seconds pulses. Subsequently, micropropagated uninodal
segments were cultured in tuberization medium, showing an increase in production when supplemented
with BA (2.5 mg L-1) and with 8 % saccharose in the two varieties. The protocols developed in this study
allow a large number of micropropagated plantlets and production of microtubers of Diacol Capiro and
Parda Pastusa; the plantlets and microtubers developed can be cultured under controlled conditions for the

production of pre-basic seeds.

Keywords: Diacol Capiro, microtuberization, Parda Pastusa, propagation, Solanum tuberosum.

1. INTRODUCCION

Evidencia arqueoldgica demuestra que la
papa ha sido cultivada en la region Andina de
América del Sur desde tiempos muy antiguos.
Una vez que la agricultura se hizo mas extensiva,
la papa fue difundida a otras areas geogréficas,
en donde se generaron variedades mas adaptadas
a cada lugar, mostrando cada cultivar nativo
grandes diferencias en el tipo de hoja, color de
flor y caracteristicas de los tubérculos, tales como
forma, color y sabor [1].

La papa, introducida de América a Europa
en 1,580, y posteriormente diseminada por el
mundo, constituye uno de los cultivos de mayor
importancia. A nivel mundial ocupa el tercer lugar
como alimento para consumo humano, después
del arroz y el trigo [2], es consumida como
alimento basico en mas de cuarenta paises por
sus propiedades funcionales, por su versatilidad
y bajo costo en comparacion con otros productos
[3], llegando a mas de 1,000 millones de
consumidores, de los cuales, 500 millones de ese
total son de los paises en via de desarrollo [4].

En Colombia el cultivo de papa involucra
alrededor de unas 90,000 familias que habitan
en las zonas rurales, donde siembran a 2014,
aproximadamente unas 169,358 ha. y se cosechan
160,030 ha., que representan el 80 % de las zonas
altas de los departamentos de Cundinamarca
(56.77 ha.), Boyaca (49.65 ha.), Narifio (36.99
ha.) y Antioquia (9.98 ha.) [5]. Es uno de los
productos basicos de la seguridad alimentaria,
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siendo el producto agricola de mayor consumo
por su valor alimenticio rico en hidratos de
carbono (75% de su materia seca), proteinas y/o
aminoacidos, minerales (particularmente K y Ca)
y vitaminas [3, 6].

El departamento de Boyaca es un productor
tradicional de papa (segundo a nivel nacional),
con un area aproximada de cultivo de 37,370 ha.,
una produccion de 829,150 ton. y un rendimiento
promedio de 18.9 ton ha-l [7]; no obstante, su
cultivo se ha visto limitado, ya que la papa, como
especie de propagacion vegetativa, es susceptible
a numerosas presiones bioticas (causadas por
bacterias, hongos, virus, viroides y plagas) que
tienen efecto dramatico sobre el rendimiento y la
calidad comercial del cultivo, pudiendo afectar
también la distribucion internacional de su
germoplasma.

Lo anterior resalta lanecesidad de implementar
biotecnologias, como el cultivo de tejidos, que
permitan el desarrollo de metodologias eficientes
para la conservacidn, protecciéon y propagacion
de diferentes recursos genéticos de papa que
satisfagan adecuadamente los requerimientos
propios del cultivo, asi como los de produccion
para consumo y procesamiento.

En el pais existen dos variedades comerciales
importantes de papa, Diacol Capiro (DC) y
Parda Pastusa (PP), que presentan limitantes
relacionadas con la obtencion de un producto
de alta calidad, bajo rendimiento de produccion,
problemas fitosanitarios y caracteristicas que no
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cumplen con las condiciones requeridas para la
industria. Pese a que el cultivo de papa ha sido
ampliamente estudiado, la produccion de semilla
de dichas variedades debe evolucionar hacia
técnicas mas eficientes, ya que esta es el medio
a través del cual se lleva al agricultor todo el
potencial genético de cultivares con caracteristicas
superiores [1, 8]. De acuerdo con Ranalli et al. [9],
el potencial genético de una variedad o clon se
conserva con tubérculos-semilla libres de virus,
en los que su calidad fitosanitaria repercute en el
rendimiento del cultivo, por lo que la produccion
de semilla prebasica es importante; esto quiere
decir que las semillas de buena calidad garantizan
mejores cosechas y son responsables de aumentos
significativos en los rendimientos, por lo que su
produccion y usos son prioritarios para un pais o
una region productora.

Por lo anterior, el objetivo de la presente
investigacion es contribuir al conocimiento del
comportamiento in vitro de las variedades, Diacol
Capiro y Parda Pastusa, a partir del cultivo de
segmentos nodales y posterior microtuberizacion
como ectapas necesarias para la produccion de
plantas madre y semilla libre de patdgenos.

2. MATERIALES Y METODOS

la investigacion se desarroll6 en el Laboratorio
de Cultivo de Tejidos Vegetales BIOPLASMA-
UPTCdelaUniversidad Pedagogicay Tecnologica
de Colombia, a partir de tubérculos-semilla
certificados de las variedades de papa Diacol
Capiro (DC) y Parda Pastusa (PP) suministrados
por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA).

2.1 Cultivo in vitro

2.1.1  Establecimiento, multiplicacion
enraizamiento de segmentos nodales

y

De tubérculos mantenidos en cuarto de
crecimiento se escindieron brotes de 2 a 7 cm. de
longitud, que fueron sumergidos durante cinco
minutos en agua destilada estéril mas Tween 20’
y luego, durante 30 segundos en etanol al 70%.
Finalmente se sumergieron en hipoclorito de
sodio (NaOCl) al 10 % mas Tween 20° durante
20 minutos y se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril.
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Segmentos uninodales asépticos de DC
y PP (45 y 66 explantes por tratamiento,
respectivamente) fueron cultivados en tubos de
vidrio de 18 cm. de longitud que contenian medio
MS (Murashige y Skoog [10]) sin reguladores de
crecimiento y MS suplementado con 0.02 mg L-!
de acido naftalenacético (ANA) 0 0.25 mg L-1 de
acido giberélico (GA3). Los explantes cultivados
se incubaron a 24 + 1 °C con fotoperiodo de 16:8 h
utilizando lamparas fluorescentes (iluminacion de
70-80 umol m-2s-1). A 15 y 30 dias de cultivo se
evaluo el porcentaje de tallos principales, de tallos
secundarios, y el nimero promedio de segmentos
nodales por tallo principal y tallo secundario,
producidos por tratamiento; se determiné el medio
mas adecuado para multiplicacion y se utilizo
para el mantenimiento de cadenas proliferativas.

Para el desarrollo de raices, segmentos nodales
de DC y PP (15 explantes por tratamiento)
provenientes de la etapa de multiplicacion fueron
cultivados en MS suplementado con 0.005, 0.01 y
0.02 mg L-! ANA y acido indol-3-butirico (AIB)
o sumergidos durante 30 seg. en 0.01, 0.05 y 0.1
mg L-1 de ANA y AIB y cultivados en MS sin
reguladores de crecimiento. Al cabo de 20 dias se
evalu6 el nimero promedio, longitud promedio y
apariencia de las raices.

2.1.2 Microtuberizacion

Microesquejes enraizados (15 repeticiones/
tratamiento) fueron cultivados en frascos de
vidrio de 500 mL. con medio MS semisodlido
sin reguladores de crecimiento (en oscuridad o
fotoperiodo de 16 horas) o suplementado con 2.5,
5.0y 12.0 mg L-! de 6-N-bencil aminopurina (BA)
6 2.5 y 12.0 mg L-! de Kinetina (Kin) o, medio
MS liquido suplementado con 12 mg L-1 de BAy
Kin. Todos los tratamientos fueron enriquecidos
con 8 % de sacarosa e incubados durante 90 dias
a 24 £ 1 °C. Los cultivos se incubaron durante
90 dias. Los microtubérculos producidos fueron
caracterizados morfométricamente (posicion,
diametro longitudinal y transversal, peso en
fresco y namero de o0jos) y posteriormente
fueron germinados in vitro (en medio MS) o ex
vitro (los microtubérculos fueron cultivados en
una mezcla de tierra y arena en proporcion 2:1,
aclimatizados en el laboratorio y, posteriormente,
bajo condiciones de invernadero).
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2.1.3 Condiciones generales de cultivo

Antes de adicionar el agar (6.5 g L-1), el pH
de todos los medios se ajustd a 5.7 con KOH o
HCI IN y se esterilizaron en autoclave a 15 psiy
121°C durante 20 minutos.

2.2 Cultivo ex vitro

Las plantulas producidas in vitro fueron
transferidas a bolsas negras de polietileno de 9 x
18 cm, con sustrato compuesto por tierra:arena en
proporcion 2:1 y mantenidos en invernadero con
riego diario por aspersion manual durante 8 dias
y posteriormente cada cuarto dia.

2.3 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados
mediante el software estadistico PASW Statistics
18. Version 18.0.0 (30-jul-2009) (SPSS, 2009)
y Excel 2013 y, analizados con la prueba Chi-
cuadrado de bondad de ajuste con un nivel de
confianza del 95 % para la fase de multiplicacion y
microtuberizacion. Para la etapa de enraizamiento
y morfometria de tubérculos, se realizé un analisis
de varianza univariado (ANOVA) y una vez se
determinaron diferencias significativas se aplico
la prueba de comparacion multiple Diferencia
Minima Significativa DMS (LSD).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Establecimiento y multiplicacion de
segmentos nodales.

El protocolo de desinfeccion aplicado permitid
obtener 100 % de explantes superficialmente
asépticos.

El crecimiento y desarrollo de las yemas
de los segmentos nodales utilizados para el
establecimiento in vitro de las variedades
Diacol Capiro y Parda Pastusa mostraron dos
comportamientos: desarrollo de tallos principales
(tallos producidos a partir del entrenudo basal o
primera yema) y desarrollo de tallos secundarios
(tallos producidos a partir del segundo entrenudo
o desarrollados de yemas medias y superiores),
observandose, en los primeros, crecimiento
uniforme de tallos con un grosor minimo de
2 mm de diametro, constituyendo explantes

24

optimos para el establecimiento de cadenas de
proliferacion. En tanto, en los tallos secundarios,
el grosor del tallo fue, en general, menor de 2
mm de didmetro, reduciéndose a medida que
estos se desarrollaban en segmentos cercanos
al apice (yemas medias y superiores), siendo
explantes no aptos para multiplicar, exceptuando
su primer segmento nodal. Para Rishi et al. [11]
estos parametros son de gran importancia para
el estudio de la tasa de crecimiento, ya que las
plantulas robustas tienen un mayor numero de
nodos, por lo que son capaces de generar mas
propagulos adecuados para multiplicacion;
ademas, resalta que segun estudios realizados
en las variedades de papa Kufri Giriraj, Kufri
Girdhari, Kufri Himalini y Kufri Himsona, se
ha demostrado que los nodos desarrollados a lo
largo del vastago responden de manera diferente
a través de cultivos consecutivos.

Pese a que la morfologia de los explantes
de las dos variedades fue similar, los datos
registrados en los diferentes tratamientos para
multiplicacion muestran, segin la prueba chi-
cuadrado, que existen diferencias significativas
en la produccidn de tallos principales (p = 0.0459;
p < 0.05; chi2 = 6.1622) (p = 8.8966E-23; p <
0.05; chi2 = 101.5476), nimero de segmentos
nodales de tallos principales (p = 1.8004E-16; p <
0.05; chi2 = 72.5067) (p = 0.0004; p < 0.05; chi?
= 15.3037), tallos secundarios (p = 7.722E-15; p
< 0.05; chiz = 64.9894) (p = 0.0003; p < 0.05;
chi2 = 16.2222), y nimero de segmentos nodales
de tallos secundarios (p = 9.037E-94; p < 0.05;
chi2=428.4834) (p = 1.523E-08; p < 0.05; chi2=
36.0), para PP y DC, respectivamente.

En PP, el tratamiento en el que se cuantifico los
valores mas altos para las variables consideradas
fue MS + 0.02 mg L-! de ANA con 88 tallos
principales (39.2 %) (1.35 tallos promedio/
explante) con 419 nodos (40.1 %) (4.19 nodos
promedio/explante) y 98 tallos secundarios
(34.4 %) (1.5 tallos promedio/explante) con 93
nodos (17.2 %) (1.43 nodos promedio/explante).
Mientras que para Diacol Capiro fueron los
medios MS + 0.25 mg L-1 de GAj, con 219
tallos principales (46.3 %) (5.09 tallos promedio/
explante) con 219 nodos (31.4 %) (5.09 nodos
promedio/explante) y 34 tallos secundarios (42
%) (0.79 tallos promedio/explante) con 72 nodos
(44.4 %) (1.67 nodos promedio/explante) y MS,
con 55 tallos principales (11.6 %) (1.31 tallos
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promedio/explante) con 280 nodos (40.1 %) (6.67
nodos promedio/explante) y 37 tallos secundarios
(45.7 %) (0.88 tallos promedio/explante) con 72
nodos (44.4 %) (1.71 nodos promedio/explante).

Los medios mencionados para cada variedad,
promovieron el desarrollo de las yemas
preexistentes, su composicion nutricional y
hormonal rompi6 la latencia del brote axilar de
forma similar a los resultados obtenidos para papa
por Mejia et al. [12] (papa ratona: Oxalis tuberosa
Molina, S/A) y Pruski [13] (Solanum tuberosum
L.) en las que el medio MS suplementado con
ANA (1 mg L-1) y MS sin reguladores, tuvo
efecto positivo, produciendo brotes de apariencia
uniforme, vigorosos, de mayor grosor y longitud
promedio, favoreciendo la supervivencia Yy
tasa de desarrollo de los inoculos, debido,
principalmente, a las concentraciones de iones de
potasio, amonio ¢ inositol, junto con la cantidad
adecuada de ANA (ya que concentraciones
excesivas o altas de ANA, inhiben la brotacion
de yemas en diferentes especies); es decir que,
tanto los componentes del medio de cultivo como
el tipo de regulador de crecimiento empleado,
repercutieron directamente en el suministro
de nutrientes y sustancias necesarias para el
desarrollo de tejidos u 6rganos de las variedades
DCy PP.

El alto nimero de segmentos nodales que se
recuperaron en los medios ensayados en la fase
de multiplicacion para las dos variedades fue
efectivo para el mantenimiento de las cadenas
de proliferacion, lo que ratifica que, aunque la
papa es multiplicada usando diferentes técnicas
in vitro, los segmentos nodales contintian siendo
los explantes comunmente utilizados por su
eficiencia y rapido desarrollo, tal como fue
indicado por Danci [14], Millam [15], Pruski [13]
y Rai et al. [16].

3.2 Enraizamiento de brotes

Después de siete dias de cultivo en los
medios para enraizamiento, en la mayoria de los
explantes de PP y DC se observaron primordios
radicales y después 20 dias, en todos los medios
ensayados, se observd crecimiento y desarrollo
de raices en las dos variedades en todos los
medios ensayados, excepto en el tratamiento de
pulsos con 0.05 mg L-! de ANA para la variedad
DC (Tabla 1), semejante a lo reportado para papa
ratona [12] en la cual, la fase de enraizamiento
fue exitosa, ya que a 15 dias de cultivo el 80 % de
todos los explantes cultivados in vitro enraizaron
de manera abundante y vigorosa.

Tabla 1. Promedios de numero y longitud de raices por brote, cuantificados en MS suplementado con diferentes
concentraciones de ANA y AIB (mg L-1). *P: Pulsos. **Letras distintas en la misma columna indican diferencias entre

tratamientos segun Prueba LSD (nivel de confianza del 95 %).

ANA: 4acido naftalenacético; AIB: acido indol-3-butirico.

Parda Pastusa

Diacol Capiro

Tratamiento X de raices Longitud X (cm) X de raices Longitud X (cm)
MS 2.13+1.75¢de 3.53+1.49de 4.1342.70bc 6.57+1.97bcd
0.005 ANA 4.07+1.98ab 8.13+2.37ab 2.86+1.88¢ 7.43+2.53ab
0.01 ANA 2.5342.34bcde 6.17+2.35abc 3.47+1.25bc 7.13+1.19abe
0.02 ANA 2.13+1.72cde 4.73+1.99cde 3.60+1.84bc 7.00+2.27bc
0.005 AIB 2.53+1.53bcde 5.73+2.04bcd 5.15+2.67b 7.08+1.50abe
0.01 AIB 2.80+1.88bcd 5.37+1.97cde 3.54+2.92bc 6.85+1.24bc
0.02 AIB 3.13+2.43bcd 5.07+1.68¢cde 5.09+2.63b 6.55+2.02bcd
P 0.1 AIB 2.40+3.13cde 1.06+1.27f2 7.08+3.09a 5.46+3.45¢d
P 0.01 AIB 3.60+2.54abc 6.55+3.15abc 3.80+1.48bc 8.20+1.93ab
P 0.05 AIB 4.87+3.362 8.20+6.32a 4.67+2.44bc 7.05+2.92abe
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P 0.1 ANA 0.93+0.00¢ 0.58+0.37¢ 3.00+0.00be 2.00+0.00d
P 0.01 ANA 1.60+2.07de 3.1243.75¢f 4.78+1.64bc 8.89+1.45a
P 0,05 ANA 1.00+0.00¢ 0.03+0.13¢ 0.00+0.00d 0.00+0.00¢

Segun el analisis de varianza y la prueba
LSD, existen diferencias significativas entre
los tratamientos para las variables ntimero
promedio y longitud promedio de raices en las
dos variedades de papa, distinguiéndose los
tratamientos de pulsos con 0.05 mg L-1 de AIB (5
raices de 8 cm. de longitud) y medio MS + 0.005
mg L-1 de ANA (4 raices de 8 cm. de longitud) y,
medio MS + 0.005 mg L-1 de AIB (5 raices de 7
cm. de longitud) y MS + 0.02 mg L-! de AIB (5
raices de 6 cm. de longitud) como aquellos que
indujeron los mejores promedios de numero y
longitud de raices para PPy DC, respectivamente;
no obstante, para cada variedad, se observo un
comportamiento semejante entre tratamientos, de
tal forma que se identificaron Sy 7,y 4 y 5 grupos
para los promedios de raices y longitud, para PP
y DC, respectivamente, lo cual sugiere que los
tratamientos con valores mayores al tratamiento
control (PP: 2 raices de 3.5 cm. de longitud, y
DC: 4 raices de 7 cm. de longitud), estimulan la
formacion de raices con mejores caracteristicas.

Segtin Arellano etal. [1] es de gran importancia
que el enraizamiento de las vitroplantas sea
inducido dentro del medio de cultivo, pues de ello
depende en gran medida que se obtengan altas
tasas de viabilidad en la siguiente fase; aunque
las raices formadas en dicha etapa no son 100 %
funcionales para la asimilacion de nutrientes, si
aseguran un buen anclaje en el sustrato cuando
se establecen en invernadero, es decir que, un
buen patron de enraizamiento asegura un mejor
establecimiento de las plantas en invernadero o
campo aumentando la supervivencia, tal como
lo ha reportado Rai et al. [16] y Srivastava et
al. [17] en las variedades de papa Kufri Jyoti,
Kufri Megha, Kufri Giriraj, Kufri Girdhari, Kufri
Himalini y Kufri Himsona.

Teniendo en cuenta que en el tratamiento
control se observo desarrollo radical, y aunque
Arellano et al. [1] indican que en papa no se
requieren reguladores de crecimiento para inducir
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este proceso, pero si condiciones mixotroficas
que lo favorezcan, como regular la concentracion
de sacarosa del medio en el ultimo subcultivo
y controlar el fotoperiodo, la estimulacion con
auxinas indujo mejores resultados en cantidad y
apariencia del sistema radical. Cotes y Nustez [ 18]
sugieren que estas respuestas se pueden atribuir,
fisiologicamente, a que los segmentos nodales
tienen una mayor concentracion de hormonas
(auxinas principalmente) y fotoasimilados, ya
que poseen meristemos apicales en crecimiento
activo y al poseer mayores concentraciones de
hormonas y fotoasimilados manifiestan una
mayor facilidad para enraizar.

3.3 Microtuberizacion

Todos los tratamiento ensayados tuvieron
efecto positivo sobre la tuberizacion in vitro de
las dos variedades de papa, excepto el tratamiento
MS (semisolido y liquido) suplementado con 12
mg L-1 de BA para la variedad DC (Fig. 1). Los
explantes desarrollaron microtallos con varios
segmentos nodales, los cuales, progresivamente,
se fueron engrosando (Fig. 2A, E) y formaron
microtubérculos basales (Fig. 2B, F) y aéreos
(Fig. 2C, G) de color blanquesino, verde y/o café
(Fig. 2D, H).

Figura 1. Media porcentual de microtuberizacion de
las variedades de papa Diacol Capiro y Parda Pastusa,
cuantificada en medio MS suplementado con diferentes
concentraciones de BA, AIB o KIN (mg L-1). *L: liquido.
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Figura 2. Microtuberizacion de Solanum tuberosum L. ssp andigena, Variedad Parda Pastusa A. Engrosamiento de tallo.
B. Microtubérculos basales. C. Microtubérculos aéreos. D. Explante con microtubérculos basales y aéreos. Variedad Diacol
Capiro E. Engrosamiento de tallo. F. Microtubérculos basales. G. Microtubérculos aéreos. H. Explante con microtubérculos
basales y aéreos.

Segun la prueba chi-cuadrado (p = 5.77E-57;
p < 0.05; chi2 = 322.1066) existen diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados,
siendo el medio MS + 2.5 mg L-1 de BA el que
registro el mayor porcentaje de tuberizacion en las
dos variedades, con el 13.54 y 14.12 % del total
de tubérculos para PP y DC, respectivamente;
estos resultados son semejantes a los reportados
por Aslam et al. [19], Lugo et al. [20], Hussain
et al. [21], Azzopardi [22], entre otros, para las
variedades Desiree, Cardinal, Alfa, Andinita y
Kennebec, en tratamientos con 3 — 14 mg L-1 de
BA, por Arellano et al. [1] para las variedades
Atlantic, Gigant, Mondial, Alfa, Felsina, Vivaldi
y Caesar en el tratamiento con 5 mg L-! de BAy
500 mg L-1 de Cloruro de Clorocolina (CCC) v,
por Montoya et al. [23] para Diacol Capiro en el
tratamiento con 1 mg L-1 de BA.

Los medios que estimularon la formacion de
mayor cantidad de microtubérculos por explante,
en orden descendente fueron: MS + 2.5 mg L-!
de BA (24 %: 47 microtubérculos), MS + 0.05
mg L-1 de BA + 0.5 mg L-! de AIB (24 %: 46
microtubérculos), MS fotoperiodo (16 %: 31
microtubérculos), MS + 5 mg L-1 de BA (14 %: 26
microtubérculos) para Parda Pastusa, y MS + 2.5
mg L-1 de BA (31 %: 49 microtubérculos), MS +
5 mg L-1 de BA (28 %: 26 microtubérculos), MS
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+ 2.5 mg L-! de KIN (14 %: 22 microtubérculos),
MS oscuridad (11 %: 18 microtubérculos) para
Diacol Capiro (Fig. 1).

Seglin Aslam y Igbal [24] y Aslam et al. [25]
la formacién y desarrollo de microtubérculos
se debe, principalmente, a la combinacion de
citoquininas y azucares en el medio, ya que las
citoquininas estimulan el metabolismo enzimatico
creando una fuerte depresion metabolica e inician
la transicion de yemas axilares a tubérculos, y
la sacarosa proporciona una fuente de carbono
de facil asimilacion que produce sintesis
ininterrumpida de almidén debido al alto potencial
osmotico proporcionado por el exceso de sacarosa
y, finalmente, la formacion de microtubérculos.
Donnelly et al. [26] y Diémé et al. [4] respaldan
lo anterior, sosteniendo que la microtuberizacion
requiere una importante provision de sacarosa y
reguladores de crecimiento, siendo mas precoz
cuando el medio se enriquece con citoquininas
tales como BA y CCC y una cantidad de 8 % de
sacarosa.

Ademas, es de resaltar que las condiciones de
iluminacién (continua, fotoperiodo y oscuridad)
afectan notoriamente la induccion de tuberizacion.
Donnelly et al. [26] han demostrado que la
exposicion a dia corto u oscuridad, incrementa
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la eficiencia en la microtuberizacion, tal como se
observo en el presente estudio para la PPy DC.

Después de 90 dias de incubacion bajo
condiciones de tuberizacion, los tratamientos
aplicados mostraron un efecto estadisticamente
significativo (p = 0) sobre las caracteristicas
morfologicas de los microtubérculos producidos
en las dos variedades; no obstante, la posicion
del microtubérculo (basal o aéreo) tuvo gran
influencia sobre dichas caracteristicas ya que
los que se desarrollaron en la base del primer
segmento nodal registraron los valores mas
altos para las variables consideradas, conforme
a lo establecido por Hoque [27] para la variedad
Diamante, en la cual se produjo mayor niimero
de tubérculos con las mejores caracteristicas en la
zona basal y media de los explantes.

Lostratamientos en los cuales se observo mayor
crecimiento y desarrollo de microtubérculos
fueron 12 mg L-1 de KIN (tubérculos promedio
de 160.18 mg., 4.26*3.80 mm. de didmetro y 3.5
0jos) y 2.5 mg L-1 de BA (tubérculos promedio
de 143.09 mg., 6.85%5.28 mm. de diametro y
4.3 ojos) para PP y, MS oscuridad (tubérculos
promedio de 113.58 mg., 5.64*4.69 mm. de
diametro y 5 ojos) y suplementado con 2.5 mg
L-1 de KIN (tubérculos promedio de 123.90
mg., 5.97*4.32 mm. de didmetro y 4.3 ojos) y
BA (tubérculos promedio de 97 mg., 5.43*%4.08
mm. de didmetro y 4.3 ojos) para DC. Resultados
similares se obtuvieron en la variedad Diamante
en concentracion 4 mg L-1 de KIN [27], en la
variedad Alfa en concentracion de 2.5 mg L-1 de
KIN [28] v 8 % sacarosa [29] y en la variedad
Diacol Capiro, clon Atlantic, Andinita y Kennebec
en concentraciones de 8 % de sacarosa [20, 23,
30], entre otras. No obstante, Donnelly et al. [26],
proponen que los reguladores de crecimiento
(BAP y KIN) pueden inducir tubérculos in vitro
de papa pero que en la mayoria de los casos el
efecto de estos es dependiente del genotipo.

Algunos autores advierten que las bajas
densidades de cultivo aumentan el desarrollo
morfologico de los tubérculos, ya que se reduce
la competencia por nutrientes; ademads, la
proximidad del explante al medio aumenta su
transporte y utilizacion, otorgandole mejores
caracteristicas a los tubérculos formados en
la yema basal. Al respecto, Aslam et al. [25]
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mencionan que obtener microtubérculos de mayor
peso y tamafio permite aprovechar mejor las
ventajas de estos, porque pueden ser almacenados
o llevados directamente a campo sin un proceso
previo de aclimatizacion. La mayoria de autores
concuerda con que la produccion de tubérculos-
semillas de papa debe iniciarse con material
de la mas alta calidad sanitaria, por lo tanto es
necesario disponer de nicleos iniciales generados
de plantas in vitro o de plantas que provengan de
un programa de multiplicacion clonal, ya que a
partir de estas plantas o de sus descendientes se
pueden producir muchas mas por multiplicacion
acelerada, tal como queda planteado y descrito
en la presente investigacion. Ademas, en varios
trabajos de cultivo de tejidos con papa, se ha
planteado que utilizar tuberculillos para iniciar
cultivos in vitro presenta ciertas ventajas sobre
los explantes nodales, pues producen plantas en
la mitad del tiempo que le tomaria a los explantes
nodales y el proceso no depende de la presencia
de sacarosa en el medio.

Finalmente se debe resaltar que los tratamientos
en los cuales los microtubérculos presentaron las
mejores caracteristicas no corresponden a los que
registran mayor tuberizacion, excepto el medio
MS suplementado con 2.5 mg L-1 de BA, razén
por la cual se establece que es el tratamiento
mas adecuado para microtuberizacion en las
variedades PP y DC, de manera semejante a
lo reportado para Diacol Capiro, Andinita y
Kennebec, en las cuales el tratamiento con 1.0
mg -1y 12 mg L-1 de BA + 8 % sacarosa, indujo
tuberizacion y ademas favorecio el tamafio, peso
y proliferacion de los microtubérculos y de los
tallos [20, 23].

3.4 Cultivo ex vitro:

Lacomposicion del sustrato utilizado favorecio
el desarrollo de las plantulas micropropagadas,
las cuales presentaron apariencia vigorosa y
buen crecimiento y desarrollo caulinar y radical.
Se registro una viabilidad del 93 y 95 % para la
variedad PP y DC, respectivamente.

El protocolo permitid obtener un nimero
suficiente de plantas madre homogéneas para la

produccion de semilla pre-basica.

De acuerdo con los resultados obtenidos para
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las variedades PP y DC, se indica que las
respuestas observadas durante los ensayos
de micropropagaciéon y tuberizacion, estan
fuertemente influenciadas por el genotipo, tipo
de explante y la edad fisiologica de los explantes
utilizados; por tanto, es imperativo conocer
el comportamiento in vitro particular de cada
variedad antes de emprender programas de
multiplicacion a gran escala.

4. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta las caracteristicas
morfologicas que presentan los explantes
de PP y DC durante las diferentes etapas
de micropropagacion asi como el analisis
estadistico de los resultados obtenidos en cada
una de ellas se establece que los medios que
permiten la obtencidon de explantes adecuados
para multiplicacion y mantenimiento de cadenas
proliferativas son MS + 0,02 mg L-1 de ANA y
MS sin reguladores, respectivamente. Asi mismo,
los tratamientos que garantizan el desarrollo de
un sistema radical adecuado son los realizados
con 0.05 mg L-1 de AIB aplicado en pulsos y/o
medio MS + 0.005 mg L-! de ANA para PPy,
0.005 mg L-1 de AIB aplicado y/o medio MS +
0.02 mg L-! de AIB para DC.

La mayor tuberizacion in vitro se alcanza
en MS suplementado con 2.5 mg L-1 de BA 'y
8 % de sacarosa, registrandose un total de 47
microtubérculos con peso promedio de 143.09
mg. y 6.85*5.28 mm. de diametro en PP y, un
total de 49 microtubérculos con peso promedio
de 97 mg. y 5.43*4.08 mm. de didmetro para DC.

Los protocolos desarrollados en la presente
investigacion pueden ser empleados para la
multiplicaciéon de material vegetal y produccion
de microtubérculos de papa variedades Parda
Pastusa y Diacol Capiro de alta sanidad. Las
plantulas y microtubérculos desarrollados pueden
ser cultivados bajo condiciones controladas para
la produccion de semilla pre-basica, la cual,
después de algunos ciclos de multiplicacion
puede ser entregada a los agricultores.
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