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RESUMEN

El trabajo se realiz6 en € Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Universidad Naciona
Agraria(UNA) y en el Laboratorio de cultivo de tgjidos del INTA ubicado en € departamento
de Esteli en el Km 151 Carretera Panamericana Norte, durante el periodo comprendido entre
mayo y diciembre del afio 2017. Se realiz6 un estudio mediante la evaluacién de la produccion
de microtubérculos de papa en los cultivares Karll y Pampeana producidos en Biorreactores
Econdmicos de Inmersion Tempora (BEIT) y su posterior propagacion por esquejes apicales
y axilares sembrados en un sustrato organico. En €l cultivar Karu en la fase de multiplicacion
por microesguejes en base a las caracteristicas morfoldgicas que presentaron las plantas in
vitro, se determind que no es necesario agregar acido giberélico, GAz ni N-6
Bencilaminopurina, BAP a las sales Murashige y Skoog (1962) (MS). Mientras que en €
cultivar Pampeana el medio de cultivo que resulté mejor fue e que contenia las sales MS en
concentraciones de 0.20 mg L™ GA3y 1.00 mg L™ de BAP. En € cultivar Kar(i de acuerdo a
las mejores respuestas estadisticas de las variables peso, didametro, longitud y ndmero de
microtubérculos por planta, fue mayor e tamafo de los microtubérculos con adiciones de
sacarosaentrelos 70y 80 g L™, En e cultivar Pampeana en esas mismas variables se presentd
mejor respuesta estadistica en medios de cultivo con similares concentraciones de sacarosa y
al que se adicionaron 60 g L™ de sacarosa. En el cultivar Karti la propagacion a partir de la
siembra de yemas apicales extraidas de plantas de microtubérculos germinados, resulté mejor
para la formacién de plantas con la adicion a sustrato de 0.75 mg L™ de Acido indol-3-
butirico, IBA. Pero en la siembra de yemas axilares fue megjor |la respuesta estadistica en las
variables longitud de plantas y longitud de raices en el sustrato con 0.50 mg L™ de IBA.

Palabras Claves. Solanum tuberosum L., Biorreactores Econdmicos de Inmersién Temporal,

microtuberizacion, medio de cultivo.
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ABSTRACT

The work was carried out in the tissue culture laboratory of the National Agrarian University
(UNA) and in the tissue culture laboratory of the INTA located in the department of Esteli at
km 151 Northern Pan-American Highway, during the period between May and December of
the year 2017. A study was carried out by evaluating the production of potato microtubers in
the Kard and Pampeana cultivars produced in Temporary Immersion Bioreactors (BEIT) and
their subsequent propagation by apical and axillary cuttings sown in an organic substrate. In
the cultivar Karu in the phase of multiplication by micro-cuttings based on the morphological
characteristics presented by the in vitro plants, it was determined that it is not necessary to add
Gibberellic acid, GA3 or N-6-Benzylaminopurine, BAP to the Murashige y Skoog (1962) MS
salts. While in the Pampeana cultivar the culture medium that was the best was the one that
contained the MS salts in concentrations of 0.20 mg L™ GAz and 1.00 mg L™ of BAP. In the
Karu cultivar, according to the best statistical responses of the variables weight, diameter,
length and number of microtubers per plant, the size of the microtubers with sucrose additions
between 70 and 80 g L™ was greater. In the Pampeana cultivar, in those same variables, a
better statistical response was presented in culture media with similar concentrations of
sucrose and to which 60 g L™ of sucrose was added. In the cultivar Kar( the propagation from
the sowing of apical buds extracted from germinated microtuber plants, was better for the
formation of plants with the addition to the substrate of 0.75 mg L™ of Indole-3-butyric acid
(IBA). But in the axillary bud planting the statistical response was better in the variables plant
length and root length in the substrate with 0.50 mg L™ of IBA.

Keywor ds. Solanum tuberosum L., Economic Bioreactors of Temporary Immersion,

microtuberization, Culture medium.
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INTRODUCCION

Después del descubrimiento de América, €l cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) ha sido
considerada entre los mas importantes en la produccién de alimentos (Mufioz, 1996). Segun
FAO (2008), a nivel mundial la papa ocupa & cuarto lugar de importancia, como un cultivo de
alto consumo, con una produccion anual de 300 mil toneladas, destacandose Asia'y Europa
como los principales productores. A nivel regional, América del Norte ha obtenido un buen

desempefio en la produccién de este cultivo.

En Nicaragua las plagas y enfermedades més recurrentes en el cultivo de papa son la galina
ciega (Phyllophaga spp.), gusano alambre (Aeolus spp.), psilido de la papa (Paratrioza
cockerelli), tizon tardio (Phytophthora infestans), Rizoctoniasis (Rhizoctonia solani), rofia de
la papa (Spongospora subterranea) y € mildit polvoso (Erysiphe cichoracearum) (Molina et
al., 2004). La propagacion convencional de papa se hace de forma vegetativa mediante
tubérculos para asegurar la uniformidad del cultivo en términos de crecimiento y rendimiento,
aunque el inconveniente es que se produce la degeneracion del cultivo a causa de infecciones
virales. Latasa de degeneracion varia de un lugar a otro y de una temporada de cultivo a otra.
(Nistor et al., 2010). Este tipo de propagacion tiene algunas desventgjas como la transmision
de enfermedades virales y bacterianas, costos por transportes de tubérculos pesados y

voluminosos, y brotes de tubércul os antes de la temporada de la plantacion (Oropeza, 2012).

Otros problemas para los productores de papa de Nicaragua son la falta de semilla bésicalibre
de patégenos, asi como lavariacion en el tamario de los tubércul os, factores que inciden en los
bajos rendimientos de la produccidn y consecuente a esto el aza permanente del precio de la
papa (Aguilar y Cruz, 2013). Al importar un volumen considerable de semilla, se somete alos
riesgos de introduccién de agentes patdgenos e insectos que existen inevitablemente en toda
importacién de grandes volimenes de materiales de siembra (Pérez y Rodriguez, 1989).



La produccion de plantas in vitro se ha convertido en las vias mas €ficientes para la
propagacion de este cultivo, manteniendo un ato grado de pureza varietal y calidad
fitosanitaria (Espinoza et al., 1992). La microtuberizacion representa la fase transitoria de la
multiplicacion in vitro de un material sano para € cultivo en el campo. La produccion de
microtubérculos es una via eficiente para obtener material sano; ademés reducen €l tiempo
necesario para producir tubérculo-semilla de 3 a4 afios y por tanto el nimero de generaciones
de campo requeridas. Los microtubérculos son importantes porque pueden producirse en

cualquier periodo del afo, son faciles de transportar y amacenar (Nistor et al., 2010).

La microtuberizacion es una sistema de desarrollo que abarca una serie de importantes
procesos biol 6gicos regulado por la expresion diferencial de genes. La hinchazén de las yemas
axilares pueden ser detectadas cinco dias después de la induccion y la morfologia de los
microtubérculos es evidente después de seis dias dd cultivo (Désiré et al., 1995) y Rosdll
(1987); citados por Yu et al. (2000). El sistema de produccion in vitro de microtubérculos
consiste esenciamente en colocar segmentos nodales de plantas 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 complementados con sustancias reguladoras del crecimiento. Los
explantes nodales tuberizan sincrénicamente cuando se cultivan in vitro, en condiciones de
oscuridad y en un medio de cultivo con contenido de nitrégeno reducido y Optima

concentracion de sacarosa (Jackson y Prat, 1996).

La obtencion de tubérculos in vitro mediante cultivos estéticos tiene el problema de la baja
produccion por planta (1.0 —1.5) y e pequefio tamafio de los mismos que limita la plantacion
directa en condiciones de campo, problemas que disminuyen con € empleo de técnicas de
cultivo més eficientes basadas en la semi-automatizacion del proceso, que a su vez permiten

reducir los costos de produccion (Jiménez, 1999).

Con e proposito de megjorar lacalidad y € nimero de los microtubérculos por planta se deben
efectuar cambios en algunos componentes del medio de cultivo, la manipulacién de las
condiciones del cultivo como la temperatura, €l fotoperiodo y € uso de medios liquidos en

tubos o biorreactores en agitacion (Arellano et al., 2010). Los biorreactores de inmersion



temporal permiten nuevas oportunidades para los |aboratorios comerciales que se ocupan de la
produccion de microtubérculos de papa, debido a que éstos pueden ser almacenados y pueden
ser plantados directamente en campo sin necesidad de una fase de aclimatacion (Igarza et al.,
2011).

De acuerdo con Teisson y Alvarad (1997), entre las ventagjas de la inmersion temporal de las
plantulas se encuentran: evitar la inmersién continla del material vegeta en e medio de
cultivo, proveen una adecuada transferencia de oxigeno, facilitan los cambios secuenciales y
automatizados del medio de cultivo, reducen la contaminacion microbiana y tiene bajo costo.
En @ cultivo de papa la técnica de inmersion temporal permite que todas las yemas axilares
sean inducidas aformar microtubérculos y que estos a su vez a cancen mayor tamafno (Pérez et
al., 2008). El empleo de los Biorreactores Econémicos de Inmersion Temporal (BEIT)
desarrollado en el laboratorio de cultivo de tejidos de la UNA para la produccion masiva de
plantas in vitro de diferentes especies, puede contribuir a reducir €l tiempo y € costo de
transporte de microtubércul os por su bajo peso y volumen, asi como en la mejora de la calidad

genéticay fitosanitariadel cultivo de papa. (Aguilar y Cruz, 2013).

En el presente estudio se propone una alternativa para potenciar la cantidad de plantas de una
fuente de semilla de alta calidad genética y fitosanitaria a través de los microtubérculos,
garantizando las normas de calidad de un programa de produccion de semilla basica, ademas
gue su empleo justifique € uso de instalaciones destinadas para la produccion de mini-
tubérculos, aungue estas no se localicen cerca de las unidades de produccion por cultivo de
tgiidos. Una dternativa del uso de los microtubérculos es la propagacion clonal por
microesguejes, proceso que se realiza mediante la extraccion de la yema apica y la primera
yema axilar de la planta principal brotada del microtubérculo. Posterior a la extraccion de las
yemas se procede a la siembra en recipientes plasticos que contienen sustrato Kekkila
enriquecido con una solucion nutritiva mas la adicion de fitoreguladores como e Acido Indol-
3-Butirico (IBA).



2.1

2.2.

. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la produccion de microtubérculos de papa en los cultivares Kard y Pampeana
producidos en Biorreactores Econdmicos de Inmersién Tempora (BEIT) y su posterior

propagacion por esquejes apicales y axilares sembrados en un sustrato organico.

Obj etivos especificos:

Definir las mejores variantes de medios de cultivo en base a la respuesta morfol 6gica

de las plantas formadas durante la fase de multiplicacion en e sistema BEIT.

Identificar las mejores variantes de medios de cultivos que favorecen la formacion de

microtubérculos en los cultivares Karll y Pampeana en el sistema BEIT.

Evaluar como método de propagacion asexual |a siembra de yemas apicales y axilares
extraidas de microtubércul os germinados.



l1l.  MATERIALESY METODOS

3.1. Localizacion del experimento

El estudio se realizd en e Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Facultad de Agronomia
(FAGRO) perteneciente a la UNA, ubicado en e km 12 % carretera Norte, Managua. La
investigacion se llevé a cabo en el periodo comprendido entre los meses de mayo y diciembre
del 2017.

3.2. Esterilizacion de materialesy equipos

Para el lavado de los BEIT se sumergieron durante 24 horas en una palangana plasticay como
desinfestarte se utilizé hipoclorito de sodio (NaClOs) a 1%, posteriormente se eliminaron los
residuos de hipoclorito con enjuagues de agua del grifo y se dgjaron escurrir durante 30
minutos. Previo a la siembra de los tegjidos in vitro, los medios de cultivo se esterilizaron en
autoclave a 120 °C a 1.0 atmésfera de presion por 20 minutos. Los platos petri, pinzas y
escalpelos se esterilizaron en € horno a temperaturas de 180 °C durante una hora. Para
purificar el aire del érea de trabajo de la camara de flujo laminar se desinfecté con NaClOs a

1%, posteriormente fue expuesto aluz ultraviol eta durante 30 minutos.

3.3.  Seleccion del material vegetativo

Los diferentes experimentos se realizaron con plantas in vitro de los cultivares de papa Kart y
Pampeana en fase de multiplicacion en e medio de cultivo semi-solido conteniendo las sales
de Murashige y Skoog (1962) (MS) y laadicion de0.2 mgL™* de ANA y 0.1 mg L™ de GA3y
30 g de sacarosa. Las plantas in vitro se sembraron en nimero de 8 por cada frasco de vidrio
transparente con capacidad de 200 ml. Las plantas de los dos cultivares requeridas para €l
estudio las facilito e laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del Instituto Nicaragliense de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) ubicado en el Departamento de Esteli.

3.3.1. Descripcion del cultivar Karu

Karu-INIA es un nuevo cultivar de papa (Solanum tuberosum L.) obtenido a partir del
cruzamiento de Yagana-INIA x Fanfare, realizado en el Programa de Mg oramiento Genético
de la Papa del Ingtituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) localizado en Chile. El
cultivar Karu produce un tubérculo de forma oval aargada, piel rojay pulpaamarillaclara
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De madurez semi precoz (135 — 145 dias), en plantaciones de octubre en el sur de Chile.
Foto 1 (INIA, 2015).

Foto 1. Izquierda: Tubérculo. Centro: flor. Derecha: plantacion en campo
de la Cultivar Kard. Tomado de Equipo Meoramiento de
Papa INIA Remehue, Chile.

Es un cultivar de ato rendimiento, con aproximadamente un 22% de materia seca
Extremadamente resistente a virus X de papa (PVX); moderadamente resistente a los virus
del enrollamiento de las hojas de papa (PLRV), y a virus Y (PVY); alos hongos causantes de
tizon tardio en follgje, pudricion secay costra negra en los tubérculos; y a la bacteria causante
de la pudricion blanda en tubérculos. Moderadamente susceptible a la bacteria causante de
sarna comun. Tiene buen comportamiento en almacenamiento, con un periodo de reposo de 5
meses en bodegas con ventilacion natura (INIA, 2015).

3.3.2. Descripcién del cultivar Pampeana INTA

El cultivar Pampeana INTA obtenida en Argentina (MPI 59.789/12 x Huincul). Se caracteriza
porque sus tubérculos son redondos, piel semicasposa, carne blanca, calibre mediano,
rendimiento ato, corto periodo de reposo, alto nimero de tubérculos medianos a pequefios,
buena resistencia a virosis y Phytopthora infestans. Calidad culinariac Muy alta materia seca.

Excelente para hervido y puré deshidratado (Foto 2). (argenpapa.com.ar/infol/la-papa/).

A

P A e
Foto 2. INTA Region I, Nicaragua. 1zquierda: Flor y tubérculos

del cultivar Pampeana. Derecha: plantacion en
campo. Tomado de INTA, 2015.
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3.4. Siembradel material vegetativo

Para contar con la cantidad de plantas necesarias en € experimento de multiplicacién, se
sembraron microesguejes en un medio de cultivo similar descrito en €l parrafo 3.3. Finalizado
el proceso de siembra, los microesquejes fueron trasladados a cuarto de crecimiento en
condiciones de 22 + 1°C y luz natural. A 30 dias se repitié € proceso de repique de los

Mi croesquej es.

3.5. Fasedemultiplicacion

Se rediz6 un experimento en BEIT con capacidad de 2000 ml para definir las mejores
variantes de medio de cultivo que generen plantas de mayor calidad en cuanto a la expresion
de las variables morfol dgicas (longitud de planta, nimero de hojas y nimero de brotes).

Las plantas formadas en €l proceso descrito en € acapite 3.4, se seccionaron en microesquejes
de aproximadamente 1 cm de longitud y se inocul6 un nimero de 40 de ellos en cada BEIT
gue contenia 600 ml de medio de cultivo liquido. Posterior a la siembra de los microesquejes
en los BEIT fueron llevados al cuarto de crecimiento bajo condiciones ambientales de 22 + 1
°C, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas en oscuridad y unaintensidad de 2000 lux. Se

suministraron dos riegos de inmersion a dia, cada uno con duracion de tres minutos (Foto 3).

i . — : q' . ‘ u
Foto 3. Plantas formadas a las cuatro semanas en el medio de
multiplicacion en los BEIT. Donde se extrgeron
microesguejes de aproximadamente 1 cm de longitud.




3.5.1. Mediosde cultivo

Tanto en e experimento de multiplicacion como en € de microtuberizacion se utiliz6 como
medio basico las sales M S (1962) al 100%. En lafase de multiplicacion se estudi6 |a respuesta
morfologica de los microesquejes por efecto de dos concentraciones de GA3z y 6-BAP
adicionadas a las variantes de medio de cultivo solas o combinadas como se detalla en €
Cuadro 1.

Cuadro 1. Variante de medios de cultivos en la fase de multiplicacion.

Tratamientos "GAs =B
QL") L™

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

* Acidogiberdico
** N-6 bencilaminopurina (BAP)

3.6. Fasedemicrotuberizacion

3.6.1. Multiplicacion por microesque es

Con las plantas formadas a las cuatro semanas en la fase de multiplicacion se procedi6 a cortar
microesquejes de aproximadamente 1 cm de longitud para inocularlos posteriormente en la
mejor variante de medio de cultivo por cultivar. Transcurridas cuatro semanas las plantas
presentaban las caracteristicas morfol 6gicas adecuadas para proceder a realizarle los cortes y

la siembra de 40 microesquejes por cada BEIT de 2000 ml.

L as condiciones ambientales en las que crecieron los microesquejes fueron similares alas que
se definieron en la fase de multiplicacion de 22 + 1 °C, con un fotoperiodo de 16 horasluz y 8

horas en oscuridad y unaintensidad de 2000 |ux.



3.6.2. Induccion dela microtuberizacion

Para el estudio de microtuberizacién en los cultivares Kar( y Pampeana, se tomaron plantas
formadas en un periodo de cuatro semanas sin efectuarles cortes de microesguejes como se
realizé en la fase de multiplicacion, unicamente se extrgjo € medio de cultivo contenido en
cada BEIT, procedimiento que se realizd dentro en condiciones de asepsia en la camara de
flujo laminar. En la foto 4 se observan las plantas de los cultivares Karl y Pampeana a las

cuatro semanas.
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Foto 4. Plantas de papa formadas a las cuatro semanas en un medio de

cultivo de multiplicacion en BEIT: lzquierda; cultivar Kara.

Derecha; cultivar Pampeana.
Para la induccion de microtubérculos se evaluaron cinco variantes de medios de cultivo
conformadas por cinco concentraciones diferentes de sacarosa que se adicionaron a los BEIT.
Finalizada la adicion de las variantes de medios de cultivo se procedié a cubrir los BEIT con
l&minas de aluminio para impedir la entrada de luz a las plantas, procedimiento que favorece
el proceso de microtuberizacion como lo reportan Jiménez (1999) y Sanchez y Rocha (2015).
Ver foto 5.
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Foto 5. Plantas de los cultivares Karli y Pampeana en BEIT cubiertos con
|amina de aluminio en la fase de microtuberizacion.

Las condiciones de crecimiento de las plantas sometidas al proceso de produccién de
microtubérculos durante seis semanas fueron temperatura de 22 + 1 °C y en oscuridad total
con €l procedimiento descrito en el parrafo anterior. Después de dos semanas de permanecer
las plantas en los correspondientes medios de induccion de la microtuberizacion, se procedio a
hacer cambio a un medio fresco conservando los tratamientos correspondientes en los BEIT.
Los tratamientos para la microtuberizacion se presentan en € Cuadro 2.

Cuadro 2. Variantes de medios de cultivo en la
induccion de microtuberizacion de los
cultivares de papa Kar( y Pampeana.

Sacar osa
QL™
40

Tratamientos

50
60
70

g A W N P

80
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3.6.3. Reproduccion por esquees

La produccién de plantulas por esquejes en € sistema autotréfico hidroponico (SAH) es una
tecnologia innovadora para reproducir plantulas de papa permite alcanzar atas tasas de
multiplicacion durante un periodo muy corto de tiempo. En la mayoria de los programas de
mejoramiento la micropropagacion tradicional es la base para la difusion de los nuevos

cultivares. http://www.esp.sahtecno.com.

Para incrementar € numero de plantas de los cultivares Karl y Pampeana como material
inicial, se partié de microtubérculos germinados de cada cultivar con aproximadamente 6 a 8
cm de longitud de tallo y con 6 hojas formadas. Para la extraccion de los esquejes se tomaron

solamente de yemas apicales y las primeras yemas axilares (Foto 6).

L

“

‘W\ =

Foto 6. 1zquierda superior; Plantulas de papa provenientes de microtubércul os
germinados; Izquierda inferior; tipo de yema axilar, yema apical;
Derecha; siembra de esquejes por tipo de yema.

De los esguejes extraidos de los microtubérculos germinados se sembraron 80 esguejes por
tipo de yema y cultivar en bandegjas de plastico. Se agregaron 300 gramos de sustrato
compuesto por una mezcla con dos partes de turba (Kekkila) y una de arenilla previamente
colada, lavada y esterilizada en € horno a temperaturas de 180 °C durante dos horas. La
siembra se redizd de forma separada por tipo de yema y por concentracion de IBA, se
adicion0 en cada cgja con sustrato la cantidad de 250 ml de solucion nutritiva hidropénica
formulada por e Centro de Investigacion de Hidroponia y Nutricién Mineral reportada por la
Universidad Nacional Agraria, La Molina (2003).
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La solucién hidropdnica La Molina® fue formulada considerando que las plantas deben
recibir un balance nutricional adecuado para lograr producir fuera de suelo, ya sea a través de
sistemas hidroponicos (sistemas en agua), 0 en sistemas que usan sustratos. La cual consiste de
dos soluciones concentradas, denominadas A y B.

http://www.lamolina.edu.pe/hidroponia/sol _presentacion.htm.

Previo ala siembra a cada recipiente se |le agregd ala solucion hidropénica con Acido indol-3-

butirico (IBA) de acuerdo alas concentraciones que se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Variantes de la solucién hidroponica de los cultivares de papa Karu

y Pampeana.
_ * |BA _
Tratamiento 4 Tipo deyema
(mg/L™)
1 0.00
2 0.25
3 0.50 Yemaapical Yemaaxilar
4 0.75
5 1.00

* Acido indol-3-butirico (IBA)

Las caracteristicas fisicas del sustrato Kekkila se describen en: http://www.litecperu.com.

Posterior a la siembra de los esguejes de yemas apicales y axilares por cultivar y tratamiento
en las bandgjas un total de 20 bandgas fueron llevadas a cuarto de crecimiento bao
condiciones ambientales de 22 + 1 °C, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas en
oscuridad y una intensidad de 2000 lux. Se le suministraron dos riegos con solucion

hidroponica cada cuatro dias durante el un periodo de diez dias. (Foto 7).
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Foto 7. Plantulas de papa de |os cultivares de
Karu y Pampeana con diez dias de
establecido el ensayo en €l cuarto de
crecimiento.

3.7. Diseflo experimental y andlisis estadistico
3.7.1. Fasedemultiplicacion

Variables evaluadas

De cada BEIT se procedié a evaluar un nimero de 20 plantas a las cuatro semanas de
establecido el experimento, |as variables evaluadas fueron:

a. Longitud de planta (cm), se midi6 a partir de labase al épice.

b. NUmero de hojas

c. Brotacion de yemas axilares

Disefio de experimento
Se establecio en un disefio de bloques completos a azar (BCA) con arreglo unifactorial, cada
blogque estaba conformado por 2 BEIT que constituian un tratamiento de 80 microesquejes
distribuidos en nimero de 40 observaciones por cada BEIT. En las cinco variantes de medio
de cultivo que se sembraron por cultivar en total 400 microesquejes en 10 BEIT.
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Los datos de las variables longitud de planta, nUmero de hojas y brotacion de yemas axilares,
se les practicaron andlisis de varianza (ANDEVA) y para determinar € grado de significacion
entre las medias se utilizo la prueba de rangos multiples de Duncan a 5% de probabilidad. Los
datos se procesaron y analizaron en e programa estadistico de Software INFOSTAT version
2015.

Modelo Aditivo Lineal (MAL) parael Disefio de Bloques Completosal Azar (BCA)

Yi=H+Ti+B+g

I= Tratamientos: Variaciones de |os medios

j= Bloques;

Y; = Eslaj-ésimaobservacion del i-ésimo tratamiento
u = Eslamedia poblacional

Ti = Es el efecto del i-ésimo tratamiento

Bj = Esel efecto del j-ésimo blogue
€ij = Esdl efecto deatorio de variacion

3.7.2. Fasedemicrotuberizacion
Variables evaluadas

De cada BEIT se procedio a evaluar un nimero de 80 plantas por cultivar a las seis semanas
de establecido el experimento, |as variables evaluadas fueron |as siguientes:

a. Longitud de microtubérculo

b. Diametro de microtubérculo

c. Peso fresco de cada microtubérculo

d

NuUmero de tubércul os por planta

Disefio de experimento
Se utiliz6 un disefio BCA con arreglo unifactorial, cada blogue conformado por dos BEIT,
conteniendo cada BEIT 40 plantas y un total de 80 por bloque. Los datos de las variables
longitud, didametro y peso fresco de los microtubérculos fueron analizadas mediante una
prueba de ANDEVA. Para determinar las diferencias estadisticas entre los tratamientos se
utilizé la prueba de rangos multiples de Duncan a 5%. Los datos fueron procesados y
analizados en e programa. Estadistico de Software INFOSTAT version 2015.
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Modelo Aditivo Lineal (MAL) parael Disefio de Bloques Completos al Azar (BCA)
Yij=p+Ti+B+¢g

I= Tratamientos: V ariaciones de los medios

j= Bloques;

Y; = Eslaj-ésimaobservacion del i-ésimo tratamiento
u = Eslamedia poblacional

T, = Es el efecto del i-ésimo tratamiento

Bj = Es el efecto del j-esimo bloque

& = Es el efecto aeatorio de variacion

Se determino € porcentaje de microtubérculos producidos por planta en los dos BEIT en las
cinco variantes de medios de cultivo. Los resultados se presentan en una figura en cada

cultivar.

3.7.3. Reproduccion por esquees
Variables evaluadas
De cada variante de solucion hidropoénica se procedio a evaluar un nimero de 40 plantas alos
diez dias de establecido el experimento, las variables evaluadas fueron las siguientes:
a. Longitud de planta (cm), se midi6 a partir de labase a apice.
b. NUmero de yemas
c. NUmero de raices

d. Longitud de raices (cm)

Disefio del experimento
Para medir el efecto de |los tratamientos sobre tres expresiones morfoldgicas de las yemas se
utilizé un disefio de Bloques Completos al Azar con arreglo bifactorial, donde € Factor “A”
las variantes de solucion hidroponica; Factor “B” tipos de yemas (apical, axilar), con dos
repeticiones por tratamiento, € niimero de observaciones por unidad experimental fue de 20

plantas.
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El Modelo Aditivo Lineal (MAL) parael Disefio Bifactorial en Bloques Completos al Azar

Yijk = M + 0 + B + (GB); + P« + Eijk

Yijx = Eslaj-ésima observacion del i-ésimo tratamiento
u = Eslamediapoblaciond

@; = Es € efecto del i-ésimo tratamiento del factor A

Bj = Esel efecto del j-ésimo tratamiento del factor B
(GP)ij = Eslainteraccion entre el factor A 'y el factor B
Pk =Es el efecto del k-ésimo bloque o repeticion

€ijx = Es € efecto aleatorio de variacion

Los datos de las variables longitud de planta, nUmero de yemas, nimero de raices y longitud
de raices fueron analizadas mediante una prueba de ANDEVA. Para determinar las diferencias
estadisticas entre | as variantes de solucion nutritiva y 10s tipos de yemas se utiliz6 la prueba de
rangos multiples de Duncan a 5% de probabilidad. Los datos fueron procesados y analizados
en el Programa Estadistico de Software INFOSTAT version 2015.
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3.74  Esguema de produccion de minitubérculos de papa de los cultivares Karll y Pampeana
producidos en Biorreactores Econdmicos de Inmersion Tempora (BEIT) y su
multiplicacion por esgquejes extraidos de yemas apicales y axilares.

Fase de Multiplicacion

v" Incremento de germoplasma

v’ Evaluacion de diferentes
concentraciones de GA; y BAP

v" Toma de variables morfolégicas

Fase de Microtuberizacion

v Induccién de microtuberizacidn a través
de diferentes concentraciones de
sacarosa

v" Toma de variables morfolégicas

Fase de Reproduccién por esquejes

v’ Evaluacion de diferentes concentraciones de IBA
v" Toma de variables morfolégicas
v’ Sistema Autotréfico Hidropdnico SAH.

\
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IV. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. Fasedemultiplicacion por cultivar
4.1.1 Efecto decinco variantes de medio de cultivo en tres expresiones morfoldgicas por

planta del cultivar Karu

El objetivo de la fase de multiplicacion es obtener plantas que presenten un buen crecimiento,
buen aspecto vigoroso del tallo y hojas grandes, expresiones morfol dgicas para favoreceran €l
desarrollo de los microtubérculos aéreos una vez que estas plantas se transfieran a medio de

cultivo adecuado paralainduccion de la microtuberizacion.

En € tratamiento testigo, las variables longitud de planta y nimero de hojas fueron superiores
en su respuesta estadistica en relacion a la obtenida en las otras variantes de medios de cultivo
presentando promedios respectivos de 11.50 cm y 9.80. En las variantes de medios de cultivo
que se les agregaron concentraciones de 0.10 0 0.20 mg L™ GA3 combinadas con 1 mg L™ de
BAP las respuestas estadisticas resultaron inferiores en las variables longitud de planta y
nimero de hojas por planta. Se observo que e incremento en los promedios de longitud de
planta coincidia con e incremento en & ndmero de hojas por planta. En € cuadro 4 se

presentan | os resultados.

Contrario a buen comportamiento estadistico que presentaron las variables longitud de planta
y numero de hojas en el medio de cultivo sin reguladores del crecimiento, en la variable
nimero de brotes por planta se obtuvo un promedio de 2.54 que resultd inferior
estadisticamente. Los resultados que se presentaron en las variables longitud, nimero de hojas
y nimero de brotes axilares por planta, indican que cuando €l objetivo es la multiplicacion por
microesgquejes en € cultivar Karl, no es necesario agregar reguladores del crecimiento al

medio de cultivo, por tanto debe ser el medio de cultivo éptimo paralafase de multiplicacion.
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Cuadro 4. Efecto del GA3z y € BAP en longitud de plantas y e nimero de hojas por
planta del cultivar Karu en la fase de multiplicacion en los BEIT alas cuatro

semanas.

Reguladores Longitud Numerode  Numerode
de crecimiento de planta hojas _brotes

Tratamientos GAs  BAP M((E_rmE)E pgl Sg?_zta aXIIL?r aﬁgm
(mgL™ M + EE

1 0.0 0.0 11.50+0.39a 9.80+0.34a 3.44+0.56 ab

2 010 050 832t0.22b 6.76:0.23bc 3.16:0.11 ab

3 0.10 1.00 7.18+0.09c 570+0.14d 3.96x0.45a

4 0.20 0.50 8.78£t0.22b  7.32+0.32b  3.20+0.20 ab

5 0.20 1.00 7.32+0.17c 6.12¢0.20cd 2.54+0.25b

Medias con unaletra comin en cada columna no son significativamente diferentes (Pr <0.05).
* Medias + Error Estandar

Los resultados obtenidos en € cultivar Kar( superaron los rangos reportados por Ortiz y
Zeleddn (2016) en e cultivar de papa Burren en las variables longitud con rangos entre 6.76 y
9.09 cm y en nimero de brotes axilares por planta entre 0.80 y 2.48. Sanchez y Rocha (2015)
en € cultivar Servané en fase de multiplicacion reportan en las variantes de medios de cultivo
que contenian GA3z y BAP un promedio de brotes axilares con rango inferior de 3.18 que
resulté mayor al rango inferior obtenido en e cultivar Kart que fue de 2.54. El rango maximo
gue presentd Servané fue de 3.73 de brotes axilares, esta rango resulté inferior a logrado en €

cultivar Karu que fue 3.96.

4.1.2. Efectodecinco variantes de medio de cultivo en tres expresiones mor fol égicas por
planta del cultivar Pampeana

En el cultivar Pampeana cuando se combinaron concentraciones de 0.20 mg L™ GA® con 1.00

mg L™ de BAP lalongitud de planta superé significativamente a los promedios al canzados en

los demas tratamientos. En esa misma variante de medio de cultivo se obtuvo un buen

promedio de hojas por planta aungue no se registraron diferencias significativas entre los

tratamientos.
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La dominancia apical puede afectar el proceso de desarrollo de los microtubércul os a partir de
los microesquejes, porgue las plantas que se forman presentan un ato nivel de brotacion de
yemas axilares de reducida longitud. Si 1a planta crece con una buena longitud, con un buen
promedio de hojas o nudos producidos y ademas que las hojas emitidas sean grandes, es una
evidencia que las plantas crecieron en el medio de cultivo adecuado a genotipo y en
condiciones Optimas de luz y temperatura. En € cultivar Pampeana e medio de cultivo que
resultd adecuado para la fase de multiplicacion fue al que se le adicionaron a las salles MS
concentraciones de 0.20 mg L™ GA® y 1.00 mg L™ de BAP; en esta variante de medio de
cultivo se presentaron resultados estadisticos con buenos promedios en longitud y nimero de
hojas por planta, pero e promedio de brotes axilares producidos por planta presentdé menor

respuesta al canzando la menor categoria estadistica, Cuadro 5.

Asi mismo, Orbe (2014) destaca que €l inductor de crecimiento GA3 utilizado en la fase de
multiplicacion favorecio a crecimiento y desarrollo de las plantulas en medio liquido 1o que
aparentemente parece generar mayor engrose de los microtubérculos, situacion similar a lo

ocurrido por Ortiz y Zeledon (2016) con la cultivar Banba.

Cuadro 5. Efecto del GA3; y € BAP en longitud de plantas y € nimero de hojas por
planta del cultivar Pampeana en la fase de multiplicaciéon en los BEIT alas 4

semanas.
Reguladores Longitud Numero de Numero de
de crecimiento de planta hojas brotes
Tratamientos (cm) por planta axilares por
GAs  BAP *M + EE *M + EE planta
(mgL™) *M + EE
1 0.0 0.0 9.70+0.13bc 7.04+0.17ab  5.12+0.46a
2 0.10 050 10.04+0.28b 7.16+041ab  4.14+0.55ab
3 0.10 1.00 9.96+0.34b 7.03+0.28ab  3.62+0.40b
4 0.20 0.50 9.06+0.15¢c  6.38x0.22b 3.72+0.23 b
5 0.20 1.00 8.84+0.15a 7.24+0.18a  2.98+0.15b

Medias con unaletra comuin en cada columna no son significativamente diferentes (Pr <0.05).
* Medias + Error Estandar
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En los cultivares Karl y Pampeana es evidente que hubo una respuesta genotipica diferente
cuya tendencia favorecio a Karl de acuerdo a los promedios obtenidos en las variables

longitud y nimero de hojas por planta.

Srivastava et al., (2012) estudiaron seis cultivares de papa reportando a las sels semanas
mayor elongacion de planta en un medio de cultivo MS que contenia de 2 mg L™ de D-
pantotenato de calcio, 0.1 mg L™ de GA3, 0.01 mg L™ de ANA y 30 g L™ de sacarosa y
solidificado con agar 7.0 g L* con un rango de medias en longitud de plantas entre 5.1 y 10.4
cm y nimero de nudos entre 4.8 y 8.5. Comparando |os resultados obtenidos por Srivastava et
al., (2012) con los obtenidos en los cultivares Karll y Pampeana, evidencian que ademas de la
respuesta genotipica, € sistema BEIT favorece e estimulo en las plantas en longitud y el
nimero de hojas o entrenudos, aun cuando las plantas crezcan en un medio de cultivo con
menor cantidad de constituyentes y permanezcan en esa fase solamente cuatro semanas. No se
alcanzaron | os resultados reportados en promedios de las variables longitud y nimero de hojas
(entrenudos) logrados por Jiménez et al., (1999) en los cultivares Désiré y Atlantic en €l

Sistema Inmersion Temporal (SIT) con recipientes con capacidad de 4000 ml.

Moreno (2012) sefidla que en €l cultivo de papa el efecto del cultivar influye en la dinamica de
crecimiento de los tegjidos, pero ademés inciden otros factores como los recipientes, la
densidad de siembra, la consistencia de los medios de cultivo, fotoperiodo y la intensidad de
luz, asi como € tiempo de permanencia de los tegidos en medio de cultivo. Tanto en Kar(
como en Pampeana la superficie de las hojas, la longitud de la planta y de los entrenudos,
pudieron haber sufrido influencia de laintensidad de luz que recibieron los tejidos tanto dentro
del recipiente como en el cuarto de crecimiento, de forma tal que cuando la luz es deficiente
provoca adelgazamiento en las plantas, presentandose e fendmeno de etiolacién que produce
caracteristicas tales como hojas pequefias, entrenudos alargados y pérdida del color verde en
las hojas y tallos.
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4.2. Fasedemicrotuberizacion por cultivar
4.2.1. Efecto de cinco variantes de medio de cultivo en la microtuberizacion del cultivar
Karua

Las variables peso, diametro y la longitud de microtubérculos presentaron similar respuesta
estadistica en los medios de cultivo que se les agregaron 70 y 80 g L™. Tomando en
consideracion la respuesta de estas tres variables evaluadas, se determind que concentraciones
de sacarosa entre los 70 y 80 g L™ favorecieron la produccién de microtubérculos de mayor
tamano, expresion que es de mucha importancia una vez que éstos sean sembrados para
obtener minitubércul os bajo infraestructuras que faciliten €l control de vectores que transmiten
virus o bacterias, otra alternativa es obtener los minitubérculos a partir de microtubérculos de
buen tamafio sembrados directamente en el campo. Ziv y Shemenst (1996); citados por Igarza
et al., (2011) en la microtuberizacion de papa en biorreactores evaluaron el efecto de la
renovacion del medio de cultivo cada dos semanas y lograron un rapido crecimiento de los
microtubércul os, debido alos altos niveles de sacarosa que son necesarios para el desarrollo

de los microtubércul os. Los resultados se presentan en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Efecto de la sacarosa en la media de peso, diametro y lalongitud de microtubércul os
del cultivar Karu

Variant_e del Sacarosa mﬁ?gtft:tircglﬂis Diametro Longitud
WSk OO0 il ok
*M + EE - -
1 40 0.79+0.03 ¢ 0.87+0.03b 0.92+0.05b
2 50 0.83+0.02 bc 0.94+0.04ab 097+ 0.03 ab
3 60 0.84+0.01 bc 0.96+0.02 ab 1.01+0.06 ab
4 70 0.92+0.03 a 1.00£0.04 a 1.14+0.09 a
5 80 0.89+0.03 ab 0.99+0.03 a 1.02+0.05 ab

Medias con unaletra comin en cada columna no son significativamente diferentes (Pr <0.05).
* Medias * Error Estandar

La forma de los microtubérculos de Karu fueron ligeramente alargados y de un color
anaranjado caracteristicas que difieren a las que presentan los tubérculos obtenidos en
condiciones de campo que presentan una forma oval alargada y su epidermis o cuticula es de

color rojay pulpa amarillaclara. Los microtubérculos de Karu se aprecian en lafoto 8.
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Perdomo y Paez (2018) reportaron que la forma y color de la pulpa y piel de los
microtubérculos de los cultivares Atlantic, Majestic, Patrones, Saco y Sebago tendieron a ser
similares a los tubérculos in vivo. Orbe (2014), report6 en € cultivar Superchola un didmetro
promedio de 0.52 cm, con un alargamiento de los microtubérculos y ciertas deformaciones
atribuidos a regulador de crecimiento BAP, |o que repercutié en € pequefio tamafio de los
microtubérculos. Wazir et al., (2015), emplearon un medio de induccion para la
microtuberizacion del cultivar Desiré que contenialas sales de Murashige y Skoog (1962) MS
més el suministro de 1.0 mg L™ Ca-pentothenato, 0.25 mg L™ &cido giberdico (GAs3), con
cinco diferentes concentraciones de sacarosa 0, 3, 6, 8, y 11%, reportando medias de peso
fresco entre 0.055-0.097 gramos y diametro entre 0.53-0.68 cm.

La inmersion temporal es una opcién valiosa para la produccion de microtubércul os de papa,
la técnica no solo induce mas tubérculos por planta que en medio de cultivo sdlido, sino que

también aumenta el tamafio y € peso de lostubérculos (Igarza et al., 2011).

En € cultivar Karu se produjeron microtubérculos de mayor diametro y presentaron unaforma

conica, aargados, como se observa en lafoto 8.

Foto 8. Microtubérculos del cultivar Karu
en BEIT alas sais semanas.
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La respuesta del cultivar Karl demuestra que en e proceso de induccion de la
microtuberizacion existen factores enddgenos que influyen en su tamafio y forma como es €
genotipo y los factores exdgenos como el ambiente interno y externo de los contenedores
donde se desarrollaron los microtubérculos como la oscuridad, laluz y la temperatura, ademas

de los contenidos y consistencia de los medios de cultivo.

El nimero de microtubércul os producidos por planta en €l cultivar Karu estuvo en €l rango de
0.76 a 1.05, rango que ligeramente se incrementd en la medida que se agregé mayor dosis de
sacarosa a los medios de cultivo, de manera que la sacarosa no solo estimul 6 € incremento en
tamafio de los microtubérculos aéreos, sino que también permite mejorar € promedio
producido por planta. En la figura 1 se presenta € numero promedio de microtubérculos

producidos por € cultivar Kart en cada uno de |os tratamientos.

1.2

1
0.8 0.76
0.6
0.4
0.2
0

Medio 1 Medio 2 Medio 3 Medio 4 Medio 5

Promedio de microtubérculos por planta

Figura 1. Promedio de microtubérculos producidos por planta del cultivar
Karu alas sei's semanas en |os cinco tratamientos.

4.2.2. Efecto de cinco variantes de medio de cultivo en la microtuberizacion del cultivar
Pampeana

L os microtubércul os son semilla de papa en miniatura 'y representan una fase intermedia entre

las plantas in vitro y los minitubérculos. Estudios del metabolismo de los carbohidratos en los

tubérculos se han beneficiado con la utilizacion de sistemas de microtubérculos, demostrando
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gue la sacarosa es € sustrato externo de carbono obligatorio para lainduccién y desarrollo de
microtubérculos (Leclerc et al., 1994). Los microtubérculos son la primera generacion de
semilla de papa del cultivo de tgjidos: se utilizan para resolver 1os problemas de trasplantar las
plantulas in vitro a condiciones in vivo. Los microtubércul os tienen muchas ventajas, gracias a
su pequefio tamafio y peso reducido, sobre todo en amacenamiento, transporte y
mecanizacion. Se pueden plantar en €l suelo y se pueden producir en cualquier momento del
ano. Los microtubérculos tienen similar morfologia y caracteristicas bioquimicas que los
tubérculos tradicionales. La produccion de microtubérculos in vitro es muy importante para la

produccion y el amacenamiento de un cultivar valioso de papa (Nistor, et al; 2010).

En el tratamiento testigo que contenia como medio de cultivo las sales MS con 40 g L™ de
sacarosa se presentaron las menores categorias estadisticas de acuerdo a la prueba de medias
de Duncan en las variables peso fresco, didmetro y longitud de los microtubércul os que se
formaron alas seis semanas. Entre los medios de cultivo que se adicionaron de 70y 80 g L™
de sacarosa no se presentaron diferencias estadisticas significativas en las tres variables
evaluadas. Unicamente el tratamiento que contenia 70 g L™ de sacarosa fue estadisticamente
superior a tratamiento testigo en las tres variables evaluadas. Los resultados se presentan en €
cuadro 7.

Cuadro 7. Efecto de la sacarosa en la media de peso, didmetro y la longitud de
microtubérculos del cultivar Pampeana.

Var iant_e del Sacarosa mﬁgﬁtﬁgﬁlﬂ; Diametro L ongitud
WSk OO O aThk ik
*M + EE - -

1 40 0.59+0.03 c 0.72+0.03 b 0.82+0.05 b

2 50 0.63+£0.02 bc 0.79£ 0.04 ab 0.86+0.03 ab

3 60 0.65+0.01 abc 0.81+0.02 ab 0.91+0.06 ab

4 70 0.71+0.03 a 0.85+0.04 a 1.04+0.08 a

5 80 0.68+0.03 ab 0.84+0.03 a 0.92+0.05 ab

Medias con una letra comin en cada columna no son significativamente diferentes (Pr <0.05).
*Medias + Error Estandar
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Estudio realizado por Sanchez y Rocha (2015) en €l cultivar Servane reportaron que los
microtubércul os presentaron medias en peso fresco entre los 0.4-0.6 g en variantes de medios
de cultivo que se agregaron concentraciones de sacarosa de 80, 90, 100 y 110 g L™ Los
promedios de peso fresco que se alcanzaron en los microtubérculos del cultivar Pampeana
estuvieron en e rango comprendido entre 0.59-0.71 g; mientras que en diametro y longitud se
obtuvieron promedios respectivos en e rango entre 0.72-0.85 cm y entre 0.82-1.04 cm que
resultaron superiores a rango entre 0.50 y 0.59 en diametro y entre 0.73 y 0.85 cm de longitud
reportados por Sanchez y Rocha (2015) en e cultivar Servane. No obstante e cultivar
Pampeana fue inferior en comparacion alos rangos de los promedios logrados en € € cultivar
Kar( con didmetros entre los 0.87-1.00 cm y en longitud entre 0.92 y 1.14 cm. La respuesta
diferente en los cultivares Karl y Pampeana de acuerdo a las variables evaluadas en los
microtubérculos, pudo deberse a una respuesta genctipica que también se observa en

condiciones de campo donde Karu produce tubércul os de mayor tamafio que Pampeana.

Piedra (2014) concluyé tras haber utilizado 80 g L™ de sacarosa que es el mejor inductor de
tuberizacion promoviendo un mayor nimero de microtubérculos, con un mejor diametro, asi
como mejor peso fresco y peso seco, reportando mejores resultados en diametros de 0.55 cm y
0.43 cm para las cultivares INIAP-Victoria y Superchola respectivamente, diametros que
resultaron ser inferiores a los logrados por los cultivares Kart y Pampeana cuando se empled
la misma cantidad de sacarosa y se incrementd el diametro cuando se suministraron mayores

cantidades de sacarosa a medio de cultivo.

Pruski et al., (2003) afirman que los microtubérculos de papa producidos en biorreactores de
inmersion temporal con mayor tamafio y masa fresca, son |os més deseados para la produccion
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 amacenados
durante un periodo determinado de tiempo, sin pérdida excesiva de masa fresca que puedan

afectar su brotacion.
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Khuri y Moorby (1995) recomiendan que se deban adicionar una concentracion relativamente
alta de sacarosa (80 g L™) en los biorreactores para la produccién de microtubércul os grandes
y mantener un suministro adecuado de sacarosa en toda la etapa de crecimiento para un
crecimiento Optimo de los microtubérculos. Sin embargo, € mantenimiento de una ata
concentracion de sacarosa es muy dificil debido a la rdpida hidrdlisis de |la sacarosa en los
biorreactores.

Yu et al., (2000) determinaron que los microtubérculos producidos en un biorreactor de
rotacién crecieron a un ritmo mas rdpido y alcanzaron mayor peso cuando e medio de cultivo
se reemplazé frecuentemente. Aunque e nimero total de microtubérculos no fue afectado, €l
nimero de microtubérculos con méas de un gramo de peso se cuadruplicd cuando se sustituyd
el 75% del medio de cultivo cada dos semanas en comparacion cuando el medio de cultivo no

fue reemplazado durante €l proceso de microtuberizacion.

Los microtubérculos del cultivar Kart presentaron epidermis color anaranjado propio de su
genotipo, mientras que en € cultivar Pampeana los microtubércul os presentaron una epidermis
color crema. Ademas de ser una expresion genctipica € color crema de Pampeana
posiblemente se ve favorecido por ser mas sensible a las condiciones de falta de exposicion a
la luz, incidiendo que tanto en las plantas como en los microtubérculos presentaran aspecto
etiolado. Gopal et al., (1998) reportan una tasa mas rapida de microtuberizacioén acompafiada

de una senescencia temprana de | as plantul as por efecto de la oscuridad.
Otra diferencia que €l cultivar Pampeana presentd en relacion al cultivar Kara fue en laforma

de los microtubérculos que resultaron ser més esféricos. En la foto 9 se observa e color y

forma de los microtubércul os de Pampeana.
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Foto 9. Microtubérculos del cultivar Pampeana
en BEIT alas seis semanas.

Una caracteristica comun en los dos cultivares fue la presencia de lenticelas en
microtubérculos de todos los tamarios. Rivera e al., (2008) observaron que en algunas
accesiones de papa estudiadas, aungque presentaron buena produccion de microtubércul os,
estos mostraron hiperhidratacion en medios de induccion de la microtuberizacion y de
consistencia liquida. Ademas, registraron una reduccion en €l nUmero de yemas, aumento en €l
tamaiio de las lenticelas y formacion de "callosidad" sobre el periderma de los
microtubérculos, que a parecer estuvieron relacionadas con concentraciones de los inductores
de tuberizacién BAP y cloruro de clorocolina (CCC), principamente en dosis altas o cuando

se empled solamente CCC.

Igarza et al., (2015) en @ cultivar Andinita obtuvieron microtubérculos de mayor tamafio y
producidos en mayor cantidad por planta por €l efecto que produjo la frecuencia de inmersion
cada 4 horas. Riveraet al., (2008) reportan gue en algunas accesiones de papa produjeron una
buena produccion de microtubérculos, pero mostraron hiperhidratacion en los medios de

cultivo de induccion de la microtuberizacion de consistencia liquida.
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El nimero de microtubérculos producidos por planta del cultivar Pampeana Unicamente
superd el promedio de 0.90 cuando se adicionaron concentraciones de sacarosaentre 60y 80 g
L™ a los medios de cultivo, promedios ligeramente inferiores a los que se lograron en e

cultivar Karu (Ver Figura 2).
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Promedio de microtubérculos por plantas

Figura 2. Promedio de microtubérculos producidos por planta del cultivar
Pampeana a las sei's semanas en |os cinco tratamientos.

Con estos resultados empleando BEIT se comprueba que en € cultivo de papa para obtener
microtubérculos de mayor tamafio es necesario incrementar la concentracion de sacarosa en
los medios de cultivo, pero la produccion del nUmero de microtubérculos por planta parece
gue intervienen otros factores como las condiciones internas que prevalecen dentro de los
BEIT o la frecuencia de inmersiones suministradas a los tejidos que solo fue de una cada 24

horas.
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4.3. Reproduccion por tipos deyemas apicalesy axilares

4.3.1. Reproduccion por yemasen € cultivar Karu

Yemas apicales sembradas en e sustrato kekkyla humedecido con una solucion nutritiva
enriquecida con concentraciones de 0.75 y 1.00 mg L™ de IBA estimularon el mayor
crecimiento de las plantas formadas de acuerdo a comportamiento estadistico de |as variables
longitud de planta, nUmero de yemas, nimero de raices y lalongitud de raices. Con adicion de
1.00 mg L™ de IBA la media de la variable longitud de planta fue de 11.82 cm, resultando
anicamente similar ala media de 10.60 cm obtenida en €l sustrato que se le adiciond 0.75 mg
L™ de IBA. Ademés con una media de 11.82 cm super6 significativamente a las medias que se
obtuvieron con la siembra de yemas axilares. En todas las variantes de medios de cultivo en
las variables nUmero de yemas y de raices por planta se obtuvieron mejores medias con la

siembra de yemas apicales en comparacion con la siembra de yemas axilares.

La siembra de yemas axilares originaron plantas que presentaron medias en longitud de planta
con similar comportamiento estadistico en los sustratos gque se les agregaron 0.00, 0.25, 0.75 y
1 mg L™ de IBA con medias respectivas de 6.54, 6.05, 7.11 y 6.86 cm. Con adicion de 0.50
mg L™ de IBA Gnicamente super6 alas medias de longitud de plantas que se registraron en los
sustratos conteniendo 0.00, 0.25 mg L™ de IBA. No se presentaron diferencias estadisticas
significativas entre las medias obtenidas de yemas axilares en las variables nUmero de yemas y
nimero de raices por efecto de todas las variantes de medios de cultivo. Los resultados se

presentan en e cuadro 8.

En base alas medias obtenidas en | as variables evaluadas longitud de planta, nimero de yemas
y nimero de raices, la adicién de 0.75 mg L™ de IBA a sustrato resulta ser mejor para la
formacion de plantas a partir de la siembra de yemas apicales del cultivar Kard. Mientras que
con la siembra de yemas axilares en el sustrato con 0.50 mg L™ de IBA favorecié a una mejor
respuesta estadistica en las variables longitud de plantas y longitud de raices con promedios
respectivos de 8.27 cm y 4.53 cm. Con estos resultados se confirma que la procedencia de las
yemas sea apical 0 axilar tiene una respuesta diferente por efectos de dominanciay del balance

hormonal enddgeno.
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Cuadro 8. Efecto de dos tipos de yemas extraidas a los 10 dias de microtubérculos del
cultivar Kar a concentraciones de 0, 0.25, 0.50 0.75y 1.00 mg/l-1 de IBA en
base a la respuesta de las variables longitud de planta, nUmero de yemas,
numero deraicesy lalonaitud de raices.

Tratamiento Variante Tipode Longitudde Numerode Longi,tud de Nl]mfaro de
IBA  yema planta yemas raices raices
(mgL? **,\(AC'I)EE *M + EE **,\(ACT)EE **M + EE
TiY1 0 Apical 7.68+0.64def 5.00+0.45b 1.89+0.25e  8.65+1.68 b
T2Y1 0.25 Apica 8.93+0.15cd 5.55+0.10ab 2.65+0.32de 9.85+0.53 b
T3Y1 0.5 Apical 9.64+0.31bc 5.80+0.28a 3.42+0.23abcd 14.35+1.02 a
T4Y1 0.75 Apica 10.60+0.31ab 5.04+0.17 ab 3.55+0.58 abcd 13.27+0.74 a
T5Y1 1 Apica 11.82+0.31a 5.75+0.19ab 4.44+026a 14.69+0.49a
T1Y?2 0 Axilar 6.54+0.40fg 2.40+0.24c 2.93+0.11cde 240+0.18c
T2Y2 0.25 Axilar 6.05£t0.66g 2.80+0.32c 3.85+t048abc 3.70+0.44c
T3Y2 0.5 Axilar 8.27+0.46cde 2.70+0.21c 4.53+044a 3.35t0.29c
T4Y2 0.75 Axilar 7.11+0.55efg 2.40+0.14c 3.38+t0.20bcd 3.35+0.10c
T5Y2 1 Axilar 6.86£0.32efg 2.25+0.15c 2.87+0.31cde 2.90+0.26c

Medias con unaletra comin en cada columna no son significativamente diferentes (Pr <0.05).
* Variantes de los tratamientos T1...T5, Y1 (Yemaapical) Y2 (Y ema axilar)
** Medias * Error Estandar

4.3.2. Reproduccion por yemasen e cultivar Pampeana

Con la siembra de yemas apicales en € sustrato que contenia la solucion nutritiva enriquecida

con concentraciones de 0.50 y 0.75 mg/l* de IBA, en longitud de planta se presentaron medias

significativamente superiores de 8.82 y 10.05 respectivamente, 10 que permitio clasificarlas

con lamaxima categoria estadistica.

Ademas, se observé que cuando ala solucién nutritiva se le agregaron concentraciones de 0.50

y 0.75 mg/I™ de IBA, se produjo un buen crecimiento de las plantas formadas en base a

comportamiento estadistico de las variables longitud de planta y nimero de yemas. Los

resultados se presentan en el cuadro 9.
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Cuadro 9. Efecto de dos tipos de yemas extraidas a los 10 dias de microtubérculos germinados
del cultivar Pampeana a concentraciones de 0, 0.25, 0.50 0.75 'y 1.00 mg/I™* de IBA
en base a larespuesta de las variables longitud de planta, nimero de yemas, nimero

deraicesy lalongitud de raices.

Tratamiento Valrligi\nte T(ijréo Log?;tnutg de Nﬂyrzﬁlr:s de Lorr]gitcueg de NL’lrr‘r’:“,e;rggS de
yema
(mgL") MepE, MEEEL S | e

TiY1 0 Apical 7.36x0.75b 4.20+0.62b 3.03+t0.29cd 6.05+0.57 de
T2Y1 0.25 Apica 852+044b 520+0.16a 4.57+0.34bc 9.30+0.79 bc
T3Y1 0.5 Apical 8.82+t0.33ab 4.20£0.22b 4.52+0.59bc 6.60+0.24 de
T4Y1 0.75 Apicd 105+05a 5.05t045ab 5.58+060b 10.95+1.12 &b
T5Y1 1 Apica 841+041b 4.35+0.22ab 5.64+0.36b 11.80+0.70a
T1Y?2 0 Axilar 3.95+0.42d 1.75+0.26c 1.99+0.46d 3.95+0.53 f
T2Y2 0.25 Axilar 4.95t0.35cd 1.70+0.29c 4.43+0.40bc 5.50+0.79 ef
T3Y2 0.5 Axilar 5.84+0.68c 2.35£0.25c 4.96+0.53b 6.30+0.51 de
T4Y2 0.75 Axilar 7.53+0.22b 250+1.10c 7.55+0.60a 7.90+0.37 cd
T5Y2 1 Axilar 853+0.44b 2.65+0.15c 6.10+0.94b 7.15+0.51de

Medias con unaletra comin en cada columna no son significativamente diferentes (Pr <0.05).
* Variantes de los tratamientos T1...T5, Y1 (Yema apical) Y2 (Yema axilar)
** Medias + Error Estandar

La siembra de yemas axilares en e sustrato con 0.75 mg L™ de IBA presenté una media de
longitud de raices estadisticamente superior a todas las medias obtenidas con la siembra de
yemas apicales. En longitud de raices Unicamente se presentaron medias con igual categoria
estadistica con la siembra de yemas axilares en los sustratos enriquecidos con 0.75 y 1.00 mg
L™ de IBA con medias respectivas de 7.55 y 6.10 cm. Con 1.00 mg L™ de IBA |la media de
longitud de raices supero significativamente a las medias registradas en |os sustratos que no se
les adiciond IBA tanto con yemas apicales como con yemas axilares, pero se presento igual
comportamiento estadistico con las medias obtenidas con las siembra de yemas apicales
cuando a los sustratos se les agregl IBA y con yemas axilares en |os sustratos que contenian
0.25y 0.50 mg L™ de IBA. Ver resultados en e cuadro 9.
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En el cultivar Pampeana la siembra de yemas apicales en e sustrato que se le agreg6 0.75 mg
L™ de IBA presenté mejor respuesta estadistica en las medias registradas en las variables
longitud de planta, nimero de yemas y nimero de raices. Con la siembra de yemas axilares en
los sustratos que contenfan con 0.75 y 1.00 mg L™ de IBA se presentaron los mejores valores
estadisticos de las medias en las variables longitud de planta, nUmero de yemas, nimero de
raices y la longitud de raices. Por tanto en el cultivar Pampeana cuando se siembren yemas
apicales como axilares se puede adicionar a sustrato una concentracién de 0.75 mg L™ de
IBA. Ladiferencia en la respuesta a crecimiento de acuerdo a las variables evaluadas en los
dos cultivares evaluados, evidencia que existen diferencias genotipicas entre ellos y que €
cultivar Kart es més sensible a menores concentraciones de IBA.

~ 8%

Foto 10: lzquierda: pléntulas desarrolladas a partir de yema apical.
Derecha: Plantulas desarrolladas a partir de yema axilar de los
cultivares Karl y Pampeana.
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V. CONCLUSIONES

En el cultivar Kard en la multiplicacion por microesquejes no es necesario agregar reguladores
del crecimiento a medio de cultivo. Mientras en € cultivar Pampeana €l medio de cultivo que
resultd adecuado es el que contiene las sales M'S en concentraciones de 0.20 mg L™ GA® y
1.00 mg L™ de BAP.

Adiciones de sacarosa a los medios de cultivo entre los 70 y 80 g L™ favorecen la produccién
de microtubérculos en € cultivar Karl de acuerdo a la respuesta estadistica en las variables
peso, diametro, la longitud de microtubérculos y nimero de microtubérculos por planta.
Mientras que en €l cultivar Pampeana en esas mismas variables se presentd mejor respuesta

estadistica en los medios de cultivo que se adicion6 60, 70y 80 g L™ de sacarosa

En e cultivar Karu la propagacion a partir de yemas apicales extraidos de microtubércul os
germinados con adicién al sustrato de 0.75 mg L™ de IBA resulté mejor parala formacion de
plantas. Con la siembra de yemas axilares en e sustrato con 0.50 mg L™ de IBA se obtuvo
mejor respuesta estadistica en las variables longitud de plantas y longitud de raices. En €
cultivar Pampeana para la siembra tanto de yemas apicales como axilares resulté megjor parala

formacion de plantas agregar al sustrato una concentracion de 0.75 mg L™ de IBA.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos con €l proposito de evaluar diferentes frecuencias y tiempos de inmersion en

los BEIT con lainstal acion de un sistema automatizado.

Reemplazar el medio de cultivo a las dos semanas para renovar e efecto inductivo de la

sacarosa en lamicrotuberizacion y de estaformaretrasar el proceso de hidrdlisis.

Vaorar los rendimientos y comportamiento ante plagas y enfermedades de los

microtubérculos del cultivar Karl en siembra directa en campo.
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