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RESUMEN

El estudio de microtuberizacion del cultivar de papa Burren se reaizé en e Laboratorio de
Cultivo de Tejidos de laUniversidad Nacional Agrariaentre los meses de junio adiciembre del
2015. Se estudiaron lasfases de multiplicacion y formaci én de microtubércul os en Biorreactores
Econdmicos de Inmersion Temporal (BEIT). Enlafase de multiplicacién seevalué laformacion
de plantas completas cuando se sembraron 70 microesquejes en cinco variantes de medios de
cultivo. Se empled un disefio de Bloques Completosal Azar con arreglo unifactorial con réplicas
conformadas por 2 BEIT, y paradefinir las diferencias estadisticas entre las medias (ANDEV A)
de los tratamientos se realizé la prueba de rangos multiples de Duncan-Waller (o = 0.05). Enla
formacion de plantas se evaluaron la longitud de plantas, nimero de hojas y nimero de brotes
gue selesrealizd laprueba de medias de diferencia minimasignificativa con a = 0.05, se calcul 6
el porcentaje de supervivencia. Como resultado se obtuvo en las variantes de medios de cultivo
que contenian 0.20 mg It de GA3 con 0.50 mg It de BAP y 0.10 mg I": de GAz con 1 mg I": de
BAP, se obtuvieron medias respectivas en nUmero de entrenudos de 6.32-5.7 y en nimero de
hojas por planta de 7.37-6.93. Adiciones de sacarosa de 80 g It y 110 g I favorecieron la
formacion de microtubércul os de peso fresco con medias entre 0.69-0.75 gramos. Laadicion de
sacarosa entre 80 g It y 120 g It no se registrd diferencias estadisticas significativas entre las
medias de las variables didametro y longitud de microtubérculos. Con microtubérculos con
diametro mayor a los 10 mm se obtuvieron medias en longitud de planta, nUmero de hojas y
numero de brotes de 21, 16.35 y 5.65 cm respectivamente y con diametros entre 8-10 mm las
medias respectivas fueron de 16.37, 11.35y 5.35 cm.

Palabras claves; BEIT, microtuberizacién, ANDEVA
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ABSTRACT

The study of microtuberizacion of the potato cultivar Burren was carried out at the tissue culture
laboratory of the Universidad Naciona Agraria between June and December 2015.
multiplication and formation of microtubers phases in Temporary Immersion Economic
Bioreactors Economic (BEIT) were studied. In the multiplication phase response form whole
plants when 70 microcuttings five variants were planted in culture media was evaluated. design
completely randomized (BCA) unifactoria blocks formed in accordance with replicas of two
BEIT and to define the statistical differences between treatment means the multiple range test
of Duncan Waller (o = 0.05) was performed was used. In the formation of plants variable length
of plants (ANOVA), number of leaves and number of buds are done the mean test least
significant difference with a = 0.05, the survival rate was calculated. Asaresult we are obtained
in the variants of culture media containing 0.20 mg It GA3 with 0.50 mg It BAP and 0.10 mg
It GA3 with 1 mg It BAP, respective means were obtained number of internodes 6.32 and 5.7
and the number of leaves per plant of 7.37 and 6.93. Additions sucrose 80 g I and 110 g It
favored the formation of microtubers fresh weight means between 0.69 and 0.75 grams. When
concentrations of sucrose were added 80 g It and 120 g I, no significant statistical difference
between the means of the variable diameter and length of microtubers were recorded. With
microtubers more than 10 mm diameter averages were obtained in plant length, number of
leaves and number of shoots of 21 cm, 16.35 and 5.65 respectively and with diameters from 8-
10mm the respective means were 16.37, 11.35 and 5.35 cm.

Keywords. Temporary Immersion Bioreactors Economic, microtuberization.
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|.INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los alimentos més importante tanto en Europa como
en Américay es uno de los cuatro cultivos basicos a nivel mundial, no solo por la superficie que
se destina para su cultivo sino por la importancia que presenta en el mercado mundial. En los
ultimos 100 afios la hatomado cada vez mayor importanciay su cultivo se haintensificado en los
ultimos 20 afios. A nivel mundial ocupa el cuarto lugar en produccion, superada solo por el maiz,
trigo y arroz, se siembra en una superficie de 22 millones de hectéreas de la que se obtiene una
produccién de 290 millones de t ha® con un rendimiento promedio de 13.81 t ha(Cepeda y
Gallegos, 2003).

En e 2010 la produccion de papas frescas en Nicaragua era deficitaria en comparacion a la
demanda global, considerando un per capita de 8 kg en &l consumo anual. El pais depende de las
importaciones que oscilan en 40% y que provienen principalmente del area centroamericana para
satisfacer el déficit de cadaario. Se proyecto lademandainsatisfecha a partir del afio 2010 a 2020.
Laproduccion de papas registralos menores rendimientos por areay paises debido alabgjacalidad
de la semilla, inadecuados métodos y técnicas de cultivo, de control de plagas y enfermedades y
manejo post cosecha. En Nicaragua existen areas agricolas aptas para €l rubro Esteli, Matagal pa,
Jinotega. (Torrez, 2009).

Los tubércul os de papa son parte de ladieta de millones de personas anivel mundial, contienen 80
% de aguay lamateriaseca constituidapor carbohidratos, proteinas, celulosa, minerales, vitaminas
A, C, y complgo B, lo que proporcionan una dieta balanceada. Ademas, son utilizados en la
industria para la produccion de almidén, comidas rapidas (papas alafrancesa), chips (hojuelas) y
puré (INTA, 2004)

La papa se reproduce de manera sexual y asexual, esta Ultima es laformamés cominy conllevaa
gue & progenitor herede su genotipo de formainvariable a sus descendientes. El tubérculo de papa
es unaestructura asexual especializada que dalugar a crecimiento de tall os subterraneos o yemas

laterales que son empleados parala multiplicacion de nuevas plantas (Lopez et al., 1984).



La propagacion in vitro de papa se realiza mediante €l subcultivo de yemas axilares. Se pueden
obtener tanto plantas in vitro como microtubérculos (Agramonte, 1999). Los microtubérculos
generalmente se originan en estructuras aéreas de la planta, aunque algunos pueden formarseen €
medio de cultivo (Hussey y Stacey, 1984).

En Cuba, Pert y Chile, se han desarrollado sistemas de propagacion en biorreactores con medios
de cultivo liquidos, donde los tejidos se reproducen més rapido y significativamente en mayor
cantidad para mejorar la eficiencia de la micro propagacion de papa a partir de yemas apicales o
axilares, que son una alternativa novedosa que garantiza plantas libres de enfermedades, la

clonacion rgpida de plantas o de variedades élites (Pérez, 1998).

La técnica de inmersion tempora en biorreactores permite que todas las yemas axilares sean
inducidas aformar microtubérculos y que estos, a su vez alcancen mayor tamafo (Jiménez, 1999).
Teisson y Alvard, lograron la formacion de microtubérculos empleando la técnica semi-
automatizada en Recipientes de Inmersion Temporal (RITA) usando como medio basico € MS
suplido con Cicocel ancymidol, &cido pantoténico y concentraciones altas de sacarosa.

Los BIT son sistemas semi—automatizados en la propagacion in vitro y esté basado en el contacto
intermitente del medio de cultivo liguido con los explantes por un corto periodo de tiempo y la
consecuente renovacion de la atmésfera gaseosa, para evitar la hiperhidricidad de los tegjidos y la

acumul acion de gases toxicos (Basail et al., 2011).

Los BEIT presentan las siguientes ventgjas. a) ensamblaje sencillo y econémico. b) la reduccion
significativa de los costos de produccién de las plantas in vitro. ¢) son tan eficientes o meor que
los biorreactores que se ofertan en el mercado internacional. d) la esterilizacion de recipientes de
vidrio es efectiva parala eliminacion de microorgani Smos contaminantes. €) permite laentrada de
mayor cantidad y calidad de luz (Castro y Maradiaga, 2016).



L os microtubércul os son las papas de siembra en miniaturay representan unafase intermediaentre
las plantulas in vitro y los minitubérculos. Los microtubérculos son la primera generacion de
semilla de papa producida por cultivo de tejidos, que se utiliza para resolver 1os problemas de

trasplantar las plantulas de in vitro en condiciones in vivo (Sahaet al., 2013).

Los microtubérculos in vitro presentan las siguientes ventgjas. a) Posibilidades de readlizar
producciones durante todo el afio. b) Se obtienen semillas libres de plagas y enfermedades. c)
Facilidad de plantacién en campo. d) Readlizar la siembra en fechas optimas de plantacién. €) Se
pueden almacenar en pequerios espacios. f) Se eliminalafase de aclimatacion, por tanto se reducen
los costos (Donnelly et al., 2003).



II. OBJETIVOS

General:

» Producir microtubércul os de papa (Solanum tuberosum L.) del cultivar Burren en BEIT.

Especificos:
> Evauar larespuesta en laformacion de plantas reproducidas a partir de microesquejes por
efecto de cinco variantes de medios de cultivo.
» Determinar la concentracién de sacarosa que favorece la produccion de microtubércul os

con mayor peso fresco.
> Evauar @ crecimiento de plantul as obtenidas de microtubércul os de papa.



1. MATERIALESY METODOS

3.1. Ubicacion del érea deestudio
El estudio serealizd en e laboratorio de Cultivo de Tejidos V egetal es de la Facultad de Agronomia
(FAGRO) en laUniversidad Nacional Agraria, ubicado en el km 12 %2 carretera Norte, Managua,

en el periodo comprendido entre mayo y diciembre del 2015.

3.2. Egterilizacion de materialesy equipos

En lalimpiezade lacristaeria se utilizd hipoclorito de sodio (NaClOz) a 1% con lainmersion de
los BEIT durante 24 horas y posteriormente se eliminaron los residuos de cloro con agua. Los
medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 120 °C a una atmosfera de presion durante 20
minutos. Los platos petri, pinzasy bisturies se esterilizaron en e horno a temperaturas de 180 °C
durante unahora. Previo alasiembradelostejidos. El areadetrabajo delacamaradeflujolaminar
se desinfect6 con NaClOsz a 1% y después se expuso a luz ultravioleta durante 30 minutos.

3.3. Establecimiento de apices meristematicos
3.3.1. Seleccion del material vegetativo

Los tubérculos, fuente de material vegetativo se obtuvieron de semilla certificada con categoria

basicaimportada de Francia, que presentaban buenas condiciones fitosanitarias.

3.3.2. Preparacion y desinfeccion del material vegetativo

En el laboratorio |os tubércul os se dividieron en segmentos cada uno conteniendo unao mas yemas
en estado dormante con un cuchillo desinfectado con NaClOz a 1%. Inmediatamente se
sumergieron por 20 minutos en Benomil arazén de 3 g por litro de agua. Luego se dgjaron reposar
en papel toala durante 5 minutos. Posteriormente se procedio a sembrar de cuatro segmentos en
cajas transparentes de pléstico rectangulares con un largo de 21 cm de ancho y alto de 8 cm que
contenia un sustrato de arena de construccion desinfectada con agua hervida. La divisiéon de los
tubérculos se realizé para estimular la brotacion de un mayor nimero de yemas por tubérculo

(Figura1A). A los 15 dias ocurrid la brotacion de una o mas yemas de | os segmentos del tubérculo



(Figura 1B) y se extrgjeron con bisturi, posteriormente se colocaron en beaker de 200 ml con 150
ml de agua.
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Figura 1.A: Segmentos de tubérculos del cultivar Burren B: Brotacion de yemas.

3.3.3. Siembrain vitro del material vegetativo

Las yemas obtenidas de los segmentos de tubérculos se desinfectaron durante 5 minutos con
NaClO® a 1% en la camara de flujo laminar, luego se procedié a eliminar los residuos del
desinfectante con tres pases de agua estéril. Luego se extragjeron los apices meristeméticos con
pinzasy bisturies y se sembraron individualmente en tubos de ensayo de 15 cm de longitud y un
cm de didmetro, que contenian 10 ml del medio de cultivo sales MS (Murashige y Skoog, 1962)
0.2mg |t de ANA y 0.1 mgl* de GAs.

Los explantes sellevaron a cuarto de crecimiento con condiciones de 22 + 3 °C con exposicion a
luz natural durante aproximadamente 12:12 horas luz-oscuridad. Después de 30 dias los dpices
meristematicos generaron plantas completamente formadas con las que se inicié € proceso de
reproduccién através de la multiplicacion por microesquejes e incrementar la cantidad de material
necesario para definir la variante de medio de cultivo apropiado parala multiplicacion del cultivar
Burren.



3.4. Fase de multiplicacion

En & experimento se empled el medio M S con diferentes concentraciones de &cido giberélico y 6-
BAP. Como tgjido de reproduccion se emplearon microesquejes que se cortaron con unalongitud
aproximada de un cm y se inocularon en BEIT de 3000 ml, adicionando 700 ml por variante de
medio de cultivo. Se sembraron 70 microesquejes por BEIT que crecieron a20-24 °C, 12:12 horas
luz-oscuridad. Se suministré un riego de inmersion de tres minutos por dia. En la Figura 2 se
observan plantas del cultivar Burren desarrolladas en los BEIT.

Figura 2. Plantas del cultivar Burren
obtenidas en medio de
multiplicacion.



3.4.1. Mediosdecultivo
Las variantes de medio de cultivo que se estudiaron en lafase de multiplicacién se presentan en €

Cuadro 1.

Cuadro 1. Variantes de medios de cultivo en fase de

multiplicacion.

Variante de medio * GAs *x BAP
decultivo (mg 1) gl
M'S (1962) g J

1 0.00 0.00

2 0.10 0.50

3 0.10 1.00

4 0.20 0.50

5 0.20 1.00

*GAas: Acido Giberélico

**BAP: N-6 Benzilaminopurina

3.5. Microtuberizacion

Una vez evaluadas las plantas del experimento de multiplicacion (acapite 3.4), se selecciono la
variante del medio de cultivo en base ala mejor respuesta estadistica de las variables longitud de
planta y nimero de hojas. De las plantas formadas se extrgjeron 30 yemas apicales y/o axilares
gue se sembraron en la mejor variante de medio de cultivo de la fase de multiplicacion, donde
crecieron durante dos semanas bajo condiciones de 22 + 3 °C, 12:12 horas luz-oscuridad con un
riego deinmersion a dia. Las plantas formadas después de este periodo setransfirieron alos BEIT
de 3000 ml y se adicionaron a cada uno 700 ml de medio de cultivo de las variantes definidas para

inducir ala microtuberizacion.

3.5.1. Mediosde cultivo

Después de dos semanas en un mismo medio de multiplicacion, se reemplaz6 este medio por
variantes que contenian cinco concentraciones diferentes de sacarosa en €l medio de cultivo basal
sales de MS. El contenido de medio de cultivo liquido de los BEIT decantandolos para lograr
transferir completamente a beaker de 1000 ml. Cuatro semanas después se reaizo €

procedimiento descrito, se reemplazaron los medios de cultivo por medio fresco, esta vez



conservando la concentracion de sacarosaen el BEIT correspondiente. Los BEIT fueron cubiertos
con papel aluminio para obtener una mejor respuesta de las plantas a la microtuberizacién por
efecto de la oscuridad, de acuerdo a lo reportado por autores como Jiménez (1999) y
permanecieron bajo condiciones de oscuridad hasta completar las ocho semanas (Figura 3).

Figura3. BEIT cubierto con lamina
de aluminio para evitar
entrada de luz.



El cuarto de crecimiento tuvo temperaturas 20 + 3 °C durante las 8 semanas. Las variantes de

medio de cultivo parala microtuberizacion se presentan en el Cuadro. 2.

Cuadro 2. Variantes de medios de cultivo en
fase de microtuberizacion.

NUmero de % de Sacarosa
variante (gl?)

80.0
90.0
100.0
110.0
120.0

a b wbdNPRk

3.6. Brotacion de yemas de microtubérculos

Se evaluaron los microtubércul os sel eccionados de acuerdo alos didmetros 4-7.9, 8-10 y >10 mm
como se presentaen laFigura 4A. Los microtubércul os se sembraron en macetas de metal de 20.8
cm de didmetro y 19 cm. De acuerdo a la categoria de diametro de los microtubérculos fueron
sembrados en un sustrato de compost en nimero de 5 por maceta a una profundidad de 2 cm
(Figura 4B). Finalizada la siembra fueron colocadas dentro de un micro tunel protegido con tela
paraevitar la presenciade afidos paramantener la humedad del sustrato se suministrd un riego por

dia con regadora (12 litros de agua).
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Figura 4. A Microtubérculos del cultivar Burren con
diametros de 4.0-7.9 mm, 8-10 mm y >10
mm. B Siembra en macetas.

3.7. Diseflo experimental y analisis estadistico
3.7.1 Experimento de fase de multiplicacion

Se utilizé un disefio de Bloques Completos a Azar (BCA) con arreglo unifactorial, cada bloque
conformado por 3BEIT. A los datos de longitud de planta, nUmero de hojas, nUmero de entrenudos
y brotacion de yemas axilares se lesrealizo un andlisis de varianza (ANDEVA) y para determinar
las diferencias estadisticas entre | os tratamientos se hizo la prueba de rangos muiltiples de Duncan-
Waller (a=0.05). Los datos fueron procesados y analizados repeticiones con Statistical Analysis
System (SAS) version 15.
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3.7.1.1 Variables evaluadas
A las cuatro semanas de establecido el experimento se realizaron las eval uaciones delas siguientes

variables.
a. Longitud de planta principal, medida desde la base al épice

b. Numero de hojas
c. Numero de entrenudos

d. Brotacién de yemas axilares

Brot ilores S
rotes axi a}_..__:. Tallo

principal

- Brate axilar

Figura 5. Tallo principal y brotacion axilar de yemas
en plantas in vitro del cultivar Burren.

3.7.2. Experimento fase de microtuberizacion

Se utilizé un disefio BCA con arreglo unifactorial, cada bloque conformado por tres BEIT, cada
uno conteniendo 30 plantas y un total de cinco blogues. Los datos de las variables nimero de
microtubérculos por planta, nimero de brotes, didmetro, longitud y peso fresco de los
microtubérculos se les realizO0 ANDEVA. Para determinar las diferencias estadisticas entre los
tratamientos se practico la prueba de rangos multiples de Duncan-Waller (o. = 0.05). Los datos

fueron procesados y analizados en paquetes estadisticos con SAS version 15.
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3.7.2.1. Variablesevaluadas

A las ocho semanas de establecido €l experimento se evaluaron las siguientes variables.

a. Numero de microtubérculos por planta
b. Diametroy longitud (mm)
c. Pesofresco (mQ)

d. NuUmero de brotes por microtubércul os

3.7.3. Formacion de plantas
Se conformaron tres blogques cada uno constituido por cinco repeticiones distribuidas a azar con
tres didmetros de los microtubérculos (4.0-7.9, 8.0-10 y >10 mm).

Se utilizo el Disefio Completos al Azar (DCA) con arreglo unifactorial, cada uno conteniendo 5
microtubérculos por categoriade diametro y un total de cinco macetas. A los datos de las variables
longitud de la planta (cm), niUmero de hojas, niUmero de brotes y germinacion (%) Se les realizd
un ANDEVA, para determinar |as diferencias estadisticas entre los tratamientos y se practico la
prueba de diferencia minima significativa (LSD) con o = 0.05. El procesamiento de datos fue
analizado por e pagquete estadistico (SAS) version 15.

3.7.3.1. Variablesevaluadas

A los 15 dias de la siembra de |os microtubércul os se evaluaron las siguientes variables:

Longitud de la planta (cm)

b. NuUmero de hojas
c. Numero de brotes

d. Supervivencia (%)
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V. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. Fase de multiplicacion

4.1.1. Efecto delos medios de cultivos en longitud y niumer o de entrenudos por planta

En los medios de cultivo que contenian BAP y GA3 no hubo diferencia estadistica entre las medias
de longitud de plantas, pero todas estas variantes superaron estadisticamente a tratamiento testigo
(Cuadro 3). Las medias de nimero de entrenudos que Unicamente resultaron con similar respuesta
estadistica fue en las variantes de medio de cultivo que contenian 0.20 mg It de GA3 con 0.50 mg
I1deBAP Y 0.10 mg It de GAs con 1 mg It de BAP en |as que se obtuvieron medias respectivas
de 6.32y 5.71, aunque entre esta Ultimavariante de medio de cultivo y las demés medias de nimero

de entrenudos no difirieron significativamente. Los resultados se presentan en el Cuadro 3.
Cuadro 3. Efecto del GAz y BAP en longitud y nimero de entrenudos por plantadel cultivar
Burren en lafase de multiplicacion.

Reguladoresde

Variantes de crecimiento L ongitud Numero de
medios de cultivo GAs BAP deplanta entrerluudos por

(mgl) planta
1 0.0 0.0 6.76 b 501b
2 0.10 0.50 842a 529Db
3 0.10 1.00 8.48 a 5.71ba
4 0.20 0.50 9.09a 6.32a
5 0.20 1.00 8.02a 524 Db

Medias con letras desiguales en una columna difieren segun la prueba de Duncan-Waller para p<0.05.

4.2.1 Efecto delos mediosde cultivos en el nimero de hojasy numero de brotes axilares
por planta.

L os mediios de cultivo que contenian 0.20 mg I"* de GA3 con 0.50 mg It deBAPy 0.10 mg I de
GAscon 1 mgltdeBAP resultaron con similar respuesta estadistica en medias de niimero de hojas
por planta con medias respectivas de 7.37 y 6.93, aunque entre esta Ultima variante y las otras

medias de nimero de hojas no difirieron significativamente.
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Medias de nimero de entrenudos por planta que se formaron en |las variantes de medios de cultivo
que seles agregaron BAP y GA3 en combinacion, obtuvieron similar respuesta estadistica entre si,

pero resultaron con mejor respuesta estadistica en relacion a tratamiento testigo.(Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto del GAz y BAP en nimero de hojas y niUmero de brotes axilares del cultivar
Burren en lafase de multiplicacion.

Reguladoresde

Variantesde crecimiento NUmerodehojas ~ NUmero debrotes
Mediosde GA BAP I _
=l 3 por planta axilares por planta
(mgl?)

1 0.0 0.0 6.11 bc 0.80b

2 0.10 0.50 6.43 bc 217 a

3 0.10 1.00 6.93 ba 2.39a

4 0.20 0.50 7.37 a 2.28a

5 0.20 1.00 574 c 248 a

Medias con letras desigual es en una columna difieren seguin la prueba de Duncan - Waller para p<0.05.

Sanchez y Rocha (2015) experimentaron con € cultivar Servane en la fase de multiplicacion con
similares variantes de medios de cultivo a los empleados en este estudio y obtuvieron medias
superiores de nimero de hojas y nimero de brotes axilares por planta, resultados que denotan la
posible respuesta genotipica del cultivar Servane alas adiciones de la citoquinina BAP.

Los promedios de las variables longitud y nimero de entrenudos obtenidos en €l cultivar Burren
en el sistema BEIT fueron inferiores comparado con |os resultados logrados por Jiménez et al.,
(1999) en los cultivares Désiré y Atlantic en & Sistema Inmersion Temporal (SIT) con recipientes
de 4000 ml. Igual gue Sanchez y Rocha (2015) estos resultados pueden explicarlos el empleo de
un sistema de control automatico programado del suministro de aireacion forzada, asi como de las
frecuencias y del tiempo de inmersién (ocho inmersiones por dia, por cinco minutos), que
incrementan la concentracion del oxigeno dentro delos SIT gque lo hace mas facilmente disponible

paralos tgjidos dentro de los medios de cultivo.
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Un medio de cultivo que contribuya a incremento de las variables nimero de hojas y nimero de
brotes axilares por planta es el objetivo de la fase de multiplicacion. En el cultivar Burren esas
variables se favorecieron con laadicion de 0.20 mg I"* de GAsy 0.50mg It de BAP. Este mismo
medio de cultivo se debe emplear para formar plantas vigorosas que serén requeridas para la
induccion de microtuberizacion, de esta forma se garantizara que se formen microtubércul os con

mayores dimensiones y mayor peso fresco.

4.3. Fasedemicrotuberizacion

El sistemade produccion in vitro de microtubércul os consi ste esencialmente en col ocar segmentos
nodales de plantas in vitro o plantas completas en un medio de cultivo para la induccién de la
tuberizacion caracterizado por un alto contenido de sacarosa y en algunos casos complementado
con sustancias reguladoras del crecimiento. Los explantes nodales tuberizan sincronicamente
cuando se cultivan in vitro, en condiciones de oscuridad y en un medio de cultivo con contenido

de nitrogeno reducido y concentracion de sacarosa Optima (Jackson y Prat, 1996).

La induccion y desarrollo de los microtubérculos pueden ser influenciados por varios factores,
como la concentracion de sacarosa en e medio de cultivo, las condiciones del cultivo, la
temperatura, €l fotoperiodo, laintensidad de laluz, la formulacion del medio de cultivo, asi como
laconsistenciay €l genotipo de papa (Garner y Blake, 1989). Uno de los factores mas importantes
para inducir la microtuberizacién en papa es la fuente de carbono en el medio de cultivo; tanto en
su tipo y concentracion tienen efecto directo en el crecimiento de los tubérculos. La sacarosa es
considerada como lafuente de carbono éptimaen comparacion con laglucosay lafructosa (Khuri
y Moorby, 1995).

Al igua quecon latuberizacidnin vivo de papa, latuberizacionin vitro esunasistemade desarrollo
gue abarca una serie de importantes procesos biol 6gicos regulado por la expresion diferencial de
genes. La hinchazén de las yemas axilares pueden ser detectadas 5 dias después de lainduccion y
lamorfologiade los microtubércul os es evidente después de 6 dias del cultivo (Désiré et al., 1995)
y Rosdll (1987), citados por Yu et al.(2000).

Pruski et al., (2003) afirman que los microtubérculos de papa producidos en biorreactores de

inmersién temporal con mayor tamafio y masa fresca, son los més deseados para la produccion
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comercial, porque pueden ser usados para obtener minitubérculos en condiciones de casa de
cultivo o pueden ser plantados en campo sin previa fase de aclimatacion, o almacenados durante
un periodo determinado de tiempo, sin pérdida excesiva de masa fresca que puedan afectar su
brotacion. Igarza, et al., (2011) destacan que la técnica de biorreactores de inmersion temporal no
solo induce mas tubérculos por planta que en medio de cultivo semi-sdlido, sino que también

aumenta el tamafno y el peso de los tubérculos

4.3.1. Peso fresco de microtubérculos

La adicion de cinco concentraciones de sacarosa al medio de cultivo constituido por las sales de
MS, se obtuvieron medias en €l peso de los microtubérculos entre 0.69-0.75 g, aunque no se
registraron diferencias significativas por efecto de la sacarosa (Cuadro 5).

4.3.2. Diametro de microtubérculos

Las medias en didmetro de los microtubércul os que se obtuvieron en las cinco concentraciones de
sacarosa resultaron sin diferencias estadisticas significativas, cuyas medias presentaron un rango
entre10s 0.85-0.92 cm (Cuadro 5).

4.3.3. Longitud de microtubérculos
No hubo diferencia significativa en la variable longitud de microtubérculos en las diferentes

concentraciones de sacarosa que se adicionaron al medio de cultivo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Efecto de |a sacarosa en la media de peso, diametro y la longitud de
microtubércul os.

Variante del Sacarosa Pesopromediode Diametro Longitud

medio I microtubérculos (cm) (cm)

MS (1992) (9)
1 80 0.692 0.92a 1.10a
2 90 0.71@ 0.88a 1.17a
3 100 0.622 0.87a 1.09a
4 110 0.752 0.85a 1.05a
5 120 0.632 0.85a 1.04a

Medias con letras desigual es en una columna difieren segiin la prueba de Duncan - Waller
para p<0.05.
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Figura 6. Microtubérculos del
cultivar Burren a las
ocho semanas en BEIT.

Khuri y Moorby (1995) y Akita y Takayama (1994) recomiendan que en los biorreactores se deben
adicionar una concentracion relativamente alta de sacarosa (80 g I'Y) para la produccion de
microtubérculos grandes y mantener un suministro adecuado de sacarosa en toda la etapa de
crecimiento para un 6ptimo crecimiento de microtubérculos. Sin embargo, el mantenimiento de
una alta concentracion de sacarosa es muy dificil debido a la rapida hidrélisis de la sacarosa en los
biorreactores. Yu et al., (2000) menciona que la hidrélisis de la sacarosa conduce a la produccion
de cantidades iguales de glucosa y fructosa, sin embargo, la concentracion de glucosa es siempre
inferior a la concentracion de fructosa, lo que sugiere que la papa tiene una mayor preferencia por

la absorcion de glucosa que fructosa.

Sanchez y Rocha (2015) en el cultivar Servane obtuvieron microtubércul os presentaron medias en
peso fresco entrelos 0.4-0.6 g en un medio de cultivo que se agregaron concentraciones de sacarosa

de 80, 90, 100 y 110 g I Estos resultados fueron inferiores a las medias de peso fresco que se
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alcanzaron en € cultivar Burren cuyo rango de peso fresco fue entre 0.62-0.75 g. Mientras que en
diametro de los microtubérculos obtuvieron medias en un rango entre los 0.53-0.57cm, y en €
presente estudio con €l cultivar Burren las medias resultaron superiores con didmetros entre los
1.04-1.17 cm. Larespuesta diferente en los dos cultivares, yaque en € cultivar Burren alas cuatro
semanas de iniciada la microtuberizacion se realizo el refrescamiento de cada variante de medio
de cultivo (cambio por un medio fresco), medida que contribuyé amejorar el mantenimiento de la

sacarosay aretardar su hidrdlisis en glucosay fructosa.

Yu et al., (2000) afirman gque los microtubérculos producidos en un biorreactor de rotacion
crecieron aun ritmo mas rgpido y al canzaron mayor peso cuando € medio de cultivo se reemplazo
frecuentemente. Aunque € nimero total de microtubérculos no se vio afectado, € nimero de
microtubérculos de més de un g se cuadruplicé cuando se sustituyo e 75% del medio de cultivo
cada dos semanas en comparacion cuando € medio de cultivo no fue reemplazado durante el

proceso de microtuberizacion.

Asi mismo Ziv y Shemenst (1996); citados por Igarza et al., (2012) evaluaron para la
microtuberizacion de la papa en biorreactores, € efecto de la renovacion del medio de cultivo.
Estos autores reemplazaron cada dos semanas €l medio de cultivo y lograron un rapido crecimiento
de los microtubérculos, debido a los atos niveles de sacarosa que son necesarios en el medio de
cultivo para el desarrollo de la microtuberizacion.

El sistema de biorreactores por inmersion temporal en la produccion de microtubércul os de papa
tiene ventgjas en comparacion con € sistema tradiciona de produccién en medios de cultivo de
consistencia semisdlida. Wazir et al., (2015), emplearon un medio de induccién para la
microtuberizacion del cultivar Désiré que contenialas sales de Murashige y Skoog (1962) MS mas
el suministro de 1.0 mgl™* Ca-pentothenato, 0.25 mgl &cido giberélico (GAs), con cinco diferentes
concentraciones de sacarosa 0, 3, 6, 8, y 11%, y reportan medias de peso fresco entre 0.055-0.097
gramos y diametros entre 0.53-0.68 cm, resultados que son significativamente inferiores a los
obtenidos en este estudio con € cultivar Burren que presentdé medias de peso fresco entre 0.62-
0.75 g y didmetros entre 1.04-1.17 cm. Estos mismos autores reportan mejores resultados en

promedio de microtubérculos por planta entre 1.90-2.10, superiores al promedio obtenidos con €l
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cultivar Burren en un rango entre 0.98-1.17 microtubérculos promedio por planta. EI mejor
promedio de microtubérculos por planta en el medio semisolido evidentemente afecta su
desarrollo, ademaés diferentes autores reportan que los microtubérculos de tamafio pequefio tienen
alta dormancia, por tanto su empleo para la produccion de semilla no es recomendada. En la Figura

7 se presenta el resultado en promedio de microtubérculos por planta del cultivar Burren.

i el 1.16

i.15 4 | |
11 1.09
1.05 -

14 0.98
0.95 +

0.9 4

0.85

80 50 100 110 120

g I'*sacarosa

Figura 7. Efecto de la sacarosa en promedio de microtubérculos por planta en el cultivar

Burren.
En el cultivar Burren prevaleci6 la forma de microtubérculos esféricos que presentaban lenticelas
prominentes de color blanco con aspecto de callo en la epidermis. Z6simo (1986) detalla que en la
superficie de la piel de los tubérculos de papa se encuentran distribuidas las lenticelas (poros
respiratorios) por las cuales se efectlia el intercambio de gases entre el tubérculo y el ambiente. En
condiciones humedas, las lenticelas aumentan de tamafio y se ven como puntos blancos
prominentes. Por otra parte Donnelly et al. (2003) observaron que en presenciade BAPy Cicocel
en los medios de cultivo en € cultivar Désiré causd anomalias incluyendo elongaciéon de los
tubérculos, reduccion del nimero de ojos (yemas), aumento del tamafio de lenticelas y
desorganizacion del periderma. Rivera € al. (2008) reportan que algunas accesiones de papa
presentaron buena produccion de microtubérculos mostraron hiperhidratacion en los medios de
propagacion de induccién liquidos. Ademas observaron una reduccion en e nimero de yemas,

aumento en & tamafio de las lenticelas y formacién de "callosidad" sobre €l periderma de los
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microtubérculos; a parecer estuvieron relacionados con concentraciones de los inductores de
tuberizacion BAP/CCC (Cicocel), principalmente en ladosis ata (o cuando se empled solamente

CCC. En la Figura 8 se observan lenticelas en microtubérculos del cultivar Burren.

e

T N

" Lenticel:

Figura 8. Microtubérculos del cultivar
Burren

4.4. Plantas formadas

Cuando se cosechan los tubérculos de papa se encuentran en una fase de dormancia en la que puede
impedir la germinacion, incluso cuando existan condiciones ambientales favorables. Esta misma
condicion se produce en los microtubérculos obtenidos a partir de cultivo de tejidos. Igarza et al.
(2014) plantaron directamente en campo microtubércul os de papa del cv. Andinita producidos en

sistemas de inmersion temporal y obtuvieron en promedio 8.5-9.5 tubércul os por planta.

El didmetro de los microtubérculos tuvo influencia en la longitud de planta, nimero de hojas y
numero de brotes de acuerdo a las medias registradas de estas variables en microtubérculos con
diametro >10 de mm que resultaron significativamente superiores a las medias obtenidas con la
siembra de microtubérculos con diametro entre 4 -7.9 mm. En base a la diferencia entre medias,
los microtubérculos con diametro >10 de mm, Unicamente superaron en nimero de hojas a los

microtubérculos con diametro entre 8 - 10 mm. Se presentan los resultados en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Medias de longitud de la planta, nimero de hojas y nimero de brotes
de tres diametros de microtubérculos del cultivar Burren a los 15 dias
de la siembra en macetas.

Diametro _ . i
Longitud de Numero de Numero de
. de, planta hojas brotes
microtubér culos
(cm)
(mm)
>10 21.00 a 16.35a 5.65a
8-10 16.37 ab 11.35b 5.35ab
4-7.9 13.35b 7.92b 4.22.b

Medias con letras desiguales en una columna difieren segun la prueba de diferencia
minima significativa (LSD) para p<0.05.

Con la siembra de los microtubérculos en macetas, se obtuvieron porcentajes de supervivencia
entre el 76 y el 84%, resultados determinados por el didmetro del microtubérculos, asi a mayor
diametro, mayor sera la cantidad de reserva de agua y carbohidratos que contengan los
microtubérculos al momento de la siembra en condiciones ex vitro, por tanto mayor sera la
supervivencia. (Figura 9).

86 -
84
84 -
o
S 82
= 80
3]
c 80 A
g
2 78
b 76
o 76
S
U) 74 - .
72 L]

4-79 8 -10 >10
Diametro de Microtuberculos (mm)

Figura 9. Porcentaje de supervivencia de microtubérculos cultivar Burren a
los 15 dias de la siembra.
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Los microtubérculos no resultaron afectados por la dormancia, por tanto no es necesario aplicar
tratamientos hormonales o de bajas temperaturas de almacenamiento previo a la siembra (Figura
10). Igarza, et al. (2014), con lasiembradirectaen campo de microtubérculosdel cultivar Andinita
con didmetros entre 4 y 6.9 mm, 7 y 10 mm y mayores de 10 mm, alos 21 dias lograron € 63.3,
76.7 y 93.3% de supervivencia respectivamente.

Figura  10.  Brotacion de
microtubérculo
s del cultivar
Burren a los 8
dias después de
la siembra.
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V. CONCLUSIONES

En € cultivar Burren en las variantes de medios de cultivo que contenian 0.20 mg |t de GA3 con
0.50 mg It deBAPy 0.10 mg It de GA3 con 1 mg It de BAP, se obtuvieron medias respectivas en

numero de entrenudos de 6.32 y 5.7 y en nimero de hojas por plantade 7.37 y 6.93.

Adiciones al medio de cultivo de 80 g It y 110 g I! de sacarosa favorecieron la formacion de
microtubércul os de peso fresco con medias entre 0.69 y 0.75 gramos.

No seregistraron diferencias estadisticas significativas entre las medias de las variables diametro
y longitud de microtubércul os cuando se adicionaron concentraciones de sacarosaentre 80 g Iy
120 gl

Las variables evaluadas en |os microtubérculos producidos en el sistema BEIT, sembrados en un
sustrato de compost y recipiente de maceta no fueron afectadas por la dormancia, lograndose
microtubércul os con diametro mayor alos 10 mm, medias en longitud de planta, nimero de hojas
y numero de brotes de 21, 16.35 y 5.65 cm respectivamente y con diametros de microtubérculos

entre 8 y 10mm las medias respectivas fueron de 16.37, 11.35 y 5.35 cm.

El mejor porcentaje de brotacion se obtuvo con microtubércul os con didmetro mayor alos 10 mm
con el 84%.
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VI. RECOMENDACIONES

Para lainduccion de microtubérculos del cultivar Burren adicionar al medio de cultivo 80 g I de
sacarosa y para reducir € proceso de degradacion de la sacarosa por efecto de la hidrdlisis,

reemplazar el medio de cultivo alas cuatro semanas.

Estudiar € efecto del tiempo y frecuenciadeinmersién en el sistemaBEIT en lamicrotuberizacion
del cultivar Burren.

Evaluar e comportamiento agronémico de los microtubérculos del cultivar Burren para la
produccion de minitubércul os en condiciones de casas malla o de siembra directa en condiciones

de campo.

Estudiar e comportamiento de microtubérculos de variedad Nicaraglienses o ya adaptadas en

Nicaragua.
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