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RESUMEN

En el cultivo de la papa, las técnicas biotecnolégicas se utilizan para apoyar los
procesos de produccion de semilla, lo cual garantiza la uniformidad, calidad genética y
sanidad de la semilla. Es por ello, que este trabajo tuvo como objetivo general
determinar la eficiencia en el crecimiento de cuatro variedades cubanas de papa
(Solanum Tuberosum L.) durante la propagacion in vitro y obtencion de minitubérculos
en casa de cultivo; mediante caracteristicas morfologicas y fisiolégicas. Los resultados
mostraron diferencias significativas entre las variedades con respecto al porcentaje de
supervivencia de los apices meristematicos durante la fase de establecimiento in vitro.
Las variedades Yuya e Ibis mostraron la mejor respuesta con altos porcentajes de
supervivencia de los meristemos, mayores valores de plantas con caracteristicas
morfolégicas adecuadas y altos coeficientes de multiplicacion. En la fase de
aclimatizacion la variedad Yuya mostré mayor crecimiento con respecto a las demas
variedades, lo cual se verificé a través de los altos valores de masa fresca del follaje y
de la raices y de su tasa absoluta de crecimiento. La variedad Ibis, Yuya y Marinca
presentaron los mayores valores de tasa relativa de crecimiento durante el desarrollo
vegetativo de las plantas con la mayor acumulacion de biomasa. Sin embargo, a los 75
dias de cultivo la variedad lbis presenté el mayor nimero de tallos y minitubérculos
por planta con alto contenido de materia seca. Estos resultados brindan el
conocimiento necesario para la eleccion y manejo adecuado de las variedades de

papa en el Programa de produccion de semilla en Cuba.

Palabras clave: apice meristematico, masa fresca, minitubérculos, supervivencia,

papa



Abstract



Abstract

Biotechnological techniques are used to back up the processes of production of seed in
the cultivation of the potato, which guarantee the uniformity, genetic quality and health
of the seed. This experiment was carried out having a general objective to determine
the efficiency in the growth of four Cuban varieties of potato (Solanum Tuberosum L.)
during the propagation in vitro and obtaining of mini-tubers at the house of cultivation;
through morphological and physiological characteristics. The results obtained showed
significant differences between the varieties regarding the percentage of survival of the
apex meristem during the phase of establishment in vitro. Varieties Yuya and lbis
showed the best answer with high percentages of survival of the meristems, best
values of plants with ideal morphological characteristics and high coefficients of
multiplication. In the phase of acclimatization variety Yuya showed a higher growth
regarding to other varieties, which verified through superior values of fresh mass of the
foliage and roots of itself and of absolute rate of growth. Varieties of Ibis, Yuya and
Marinca presented the largest values of relative rate of growth during the vegetative
development of the plants with a superior accumulation of biomass. However, to the 75
days of cultivation, variety of Ibis showed the highest number of stems and mini-tubers
per plant with a high contents of dry matter. These results provide the necessary
knowledge to select and adequate management of the varieties of potato in the
Schedule of seed Production in Cuba.

Keywords: Apex meristem, fresh mass, mini-tubers, survival, potato
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INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.), es uno de los cultivos alimenticios mas importantes
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo y ocupa el cuarto lugar
entre los alimentos mas populares, después del arroz, trigo y maiz ( Luna et al.,
2002).

Existen diversas versiones sobre el origen de la papa, siendo la mas aceptada la
propuesta por Hawkes (1963) que la sitla en las cercanias del lago Titicaca en Peru a
3800 metros sobre el nivel del mar. Su ubicacion es en la cordillera de los Andes de
América del Sur, donde el nimero y la diversidad de especies cultivadas y silvestres

de papa son muy alto.

Por su valor nutritivo, este cultivo aporta en 100 gramos de papa fresca un 78.0% de
humedad, 2.1% de proteina, 18.5% de almidén, 1.0% de cenizas y 0.1% de grasas.
Ademas, contiene minerales (560.0 mg de potasio, 50.0 mg de fésforo, 9.0 mg de
calcio, 7.0 mg de sodio y 0.8 mg de hierro) y vitaminas (0.1 mg de Tiamina, 0.04 mg
de Riboflavina, 20.0 mg de vitamina C y 1.5 mg de Niacina), lo cual coloca a la papa
como uno de los cultivos estratégicos mas importantes para contribuir a solucionar los

problemas del hambre en el mundo (Castro et al., 2012).

La papa se cultiva fundamentalmente en las regiones templadas, donde actualmente
se concentra méas del 90% de la produccion mundial (Rojas, 1996) y muy poco en las
regiones tropicales humedas debido a su propension a ser infestada por numerosos
organismos patégenos y plaga; asi como a la dificultad de conservacion de los
tubérculos (Estévez, 2005). Sin embargo, presenta una amplia capacidad de
adaptacion a condiciones variables de clima y suelo. Por esta causa se planta en
mas de 130 paises y ocupa aproximadamente el 40% del area cultivada a nivel
mundial (FAO, 1998).

En la actualidad la produccién mundial anual suma 300 millones de toneladas y cubre
18 millones de hectareas (Castro et al., 2012). Se estima que el valor de la produccién
mundial de este alimento es de nueve millones de délares. Durante los afios sesenta
los paises en desarrollo contribuian con el 11% de la produccion mundial y cuarenta

afos después han aumentado su contribucion hasta el 52%. Como consecuencia este



cultivo se esta convirtiendo en una fuente cada vez mas importante de alimento,
empleo rural y de ingreso para la creciente poblacion de los paises en desarrollo
(Castro et al., 2012).

Su introduccién en Cuba fue a finales del siglo XVIIIl y en 1920 se produjo un
verdadero auge debido al establecimiento de aranceles a la importaciéon. Comenzé6 a
ser plantada en Pinar del Rio, Matanzas, Camaguey y en Guantanamo. Actualmente,
la papa se produce préacticamente a nivel del mar, que se concentra en la regiéon
occidental de la Isla con el 55% (ALAP, 2000) en &reas llanas y en una sola época del
afo, o sea, de noviembre a abril, con temperaturas frescas (media minima de 17.7°C),

poca ocurrencia de lluvias (media de 56.5 mm) y humedad relativa del aire de 78.6%.

En Cuba se emplean variedades comerciales forAneas mayormente holandesas y se
trabaja en el desarrollo de variedades cubanas (Estévez, 1996). Actualmente se
cuenta con un grupo de variedades cubanas producto del Programa de mejoramiento
genético del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (Estévez et al., 2007).

En este sentido, la produccion de plantas in vitro y microtubérculos mediante técnicas
biotecnoldgicas se han convertido en una de las vias para la producciéon de semilla
libres de patégenos de este importante tubérculo. Las plantas cultivadas in vitro son
utilizados para la produccién de los minitubérculos en casas de cultivo, lo cual
garantiza la uniformidad, calidad genética y sanitaria de la semilla, asi como obtener
un elevado nimero de minituberizacion en un espacio relativamente pequefio. Sin
embargo, se conoce que existe una respuesta diferencial de los tejidos vegetales al

cultivo in vitro, la cual se atribuye a la influencia del genotipo.

Como el Programa de produccion de semilla biotecnolégica de papa comprende la
multiplicacién de diferentes variedades cubanas adaptados a las condiciones
climéticas y con resistencia o tolerancia a las principales enfermedades del cultivo. Es
por ello, que se requiere determinar la eficiencia en el crecimiento durante la
propagacion in vitro y obtencién de minitubérculos en casa de cultivo porque
posibilitara el ajuste en los protocolos de propagacion y el manejo adecuado de las
variedades en la produccion de semilla.

Teniendo en cuenta los antecedentes anteriormente descritos nos formulamos la

siguiente hipétesis:



Mediante la determinacion de la respuesta in vitro y en casa de cultivo de
genotipos cubanos de papa, se podra determinar su potencial productivo

en la obtencion de semilla original.

Para satisfacer esta hip6tesis se propusieron los siguientes objetivos:

Objetivo general: Determinar la respuesta in vitro y en casa de cultivo de genotipos
cubanos de papa (Solanum Tuberosum L.) para conocer su potencial productivo en la

obtencion de semilla original.

Objetivos especificos:
1. Determinar la respuesta durante el establecimiento y multiplicacién in vitro de
genotipos cubanos de papa.

2. Determinar la respuesta de genotipos cubanos de papa en la formacién de

minitubérculos en casa de cultivo.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 La papa. Generalidades
2.1.1 Origen y distribucion

La papa (Solanum tuberosum L.) fue domesticada por los ancestros de los agricultores
andinos y fue cultivada, por lo menos, desde hace mas de 7000 afios (Huaman, 2007).
De acuerdo con la distribucién de las primeras papas cultivadas que se conoce y de
las especies silvestres mas afines, parece probable que el cultivo de este tubérculo se
iniciara en la regién del Lago Titicaca, entre 3.500 y 4.500 metros sobre el nivel del
mar. Es ademas, en esta region, donde se encuentra una mayor variacion en sus

formas cultivadas y especies silvestres correspondientes (Tapia, 1993).

Con el paso del tiempo el hombre andino obtuvo cientos de variedades, extendiendo
el cultivo de la papa por casi toda la region andina, ocupando las regiones altas de
Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia y Chile (Hawkes, 1978). En esta época coincidié con
la llegada de los espafioles a Sudamérica quienes la introdujeron en Europa a finales
del siglo XVI, siendo dispersada posteriormente por todo el mundo debido al
intercambio comercial, constituyéndose asi en un alimento muy importante para la
dieta humana (Borba, 2008).

Aunque la papa es un alimento barato, sabroso, facil de cultivar, de muchas
aplicaciones y nutritivos, los europeos fueron lentos en adoptarla como alimento
comun, pues la gente se consideraron es toxica e insalubre (Adams, 1981). Fue con
las guerras napoleonicas (1805-1815) que se acepto este cultivo como un alimento. En
esa época, las papas cultivadas eran selecciones de los tipos andigena tradicionales
(Solanum tuberosum subesp. andigena) introducidos por los espafioles, por lo que

tenian una base genética muy reducida (GRAIN, 2001)

Histéricamente se ha discutido de forma amplia acerca de la especie 0 especies
gue dio (dieron) origen a la papa cultivada entre 6.000 y 10.000 afios atras, en los
Andes del sur de Peru. Teniendo en cuenta los rasgos morfoldgicos y fitogeogréficos; a
partir de las especies silvestres Solanum bukasovii, S. canasense y S. multissectum,
pertenecientes al complejo S. brevicaule, se cree que se origind S. stenotomum, que
es considerada la primera papa domesticada. Esta, a su vez, habria dado origen a S.

andigena a través de repetidos procesos de poliploidizacion sexual en diferentes



zonas de cultivo, con la consiguiente hibridacion interespecifica e intervarietal que
permiti6 ampliar la diversidad y adaptabilidad genética de la papa de los Andes
(Rodriguez, 2010). De esta manera culturas precolombinas de los Andes Centrales

habian legado este material genético palpitante llamado papa a la agricultura mundial.

2.1.2 Descripcién botanica, diversidad genética
La papa es una planta suculenta, herbacea y anual por su parte aérea, y perenne por
sus tubérculos (tallos subterrdneos) que se desarrollan al final de los estolones que
nacen del tallo principal (Harris, 1978). Dicha parte aérea muere al final de cada
estacién de crecimiento, perviviendo la planta por medio de los tubérculos que se

desarrollan bajo tierra.

Las hojas adultas son pinnadas-compuestas, pero las hojas primarias de plantulas asi
como también las primeras hojas provenientes del tubérculo, pueden ser simples. Las
hojas estan provistas de pelos de diversos tipos, los cuales también se encuentran
presentes en las demas partes aéreas de la planta. Hay una gran variabilidad en la
forma de las hojas entre las muchas especies y variedades de papa (Dean et al.,
1977).

Las flores son pentameras de colores diversos; tienen estilo y estigma simple y ovario
bilocular. El polen es tipicamente de dispersion por el viento. La autopolinizacién se
realiza en forma natural, siendo relativamente rara la polinizacién cruzada en los
tetraploides y cuando esto sucede, probablemente los insectos son los responsables.

Los diploides son con muy pocas excepciones autoincompatibles (Harris, 1978).

El fruto de la planta de la papa es una baya, globosa, cénica u ovoide, en el interior de
la cual se encuentran las semillas que, normalmente y bajo condiciones adecuadas,
tienen capacidad para germinar y dar lugar a nuevas plantas de papa. El nimero de

semillas por fruto puede variar desde cero (nada) hasta 400 (Egusquiza, 2000).

Ademas de los tallos aéreos, la planta de la papa tiene un sistema de tallos
subterraneos formados por estolones y tubérculos. Los primeros son de pequefio
grosor y crecen de forma mas o menos horizontal. Bajo determinadas condiciones, en
el extremo de los estolones se produce un engrosamiento que da lugar a los

tubérculos (papas), 6rganos de almacenamiento (Egusquiza, 2000) donde se acumula



en torno al 75-85 % del total de materia seca producida por la planta (Cutter, 1978). La
forma, textura, color de la piel y el color de la carne, son caracteristicas que varian
grandemente entre los tubérculos correspondientes a diferentes variedades cultivadas
(Borba, 2008).). Un tubérculo, por tanto, no es otra cosa que un tallo modificado para
funcionar como una reserva de almacenamiento masivo de una serie de

macromoléculas, principalmente almidon y proteina (Castro et al., 2012)

La papa cultivada conocida colectivamente bajo el nombre de S. tuberosum L., posee
un rico pool de genes, constituido por 190 especies silvestres que forman tubérculos
(Spooner et al, 2006). Es una planta genética y taxonédmicamente compleja, donde se
presenta una serie de ploidias que fluctian desde especies diploides con 24
cromosomas (2n=2x=24), triploides (2n = 3x = 36), tetraploides (2n = 4x = 48) hasta
especies pentaploide (2n=5x=60). Aproximadamente un 70% de las especies son
diploides, la mayoria de los restantes son tetraploides (2n = 6x = 72), con un nimero
reducido de triploides y pentaploides. (Hijmans et al., 2001).

El potencial genético de las especies silvestres de Solanum, especialmente el del
Peru, Bolivia y Ecuador, es muy grande y se presentan en diferentes habitat, desde
ambientes muy frios y sujetos a heladas en la sierra Andina, hasta condiciones muy
secas de semi-desierto, lo cual muestra la manera en que estas especies se han
adaptado al estrés abibtico y han desarrollado resistencias a un gran numero de
plagas y enfermedades (Hijmans et al., 2003). Estas especies contienen un caudal de
genes o alelos utiles que pueden ser transferidos a las especies cultivadas de papa
mediante métodos convencionales de mejoramiento genético a corto y largo plazo asi

como mediante la biotecnologia molecular e ingenieria genética.

Pero durante los ultimos afios, los cambios de habitos de vida y alimentacion
estan influyendo negativamente en la conservacién de la diversidad genética de

las especies silvestres de papa.( Ministerio de agricultura de Pera, 2003 )

2.1.3 Taxonomia de la Papa
Actualmente, la taxonomia de las especies silvestres y cultivadas de papa sigue siendo
muy complicada, ya que usualmente muchas especies de papa presentan una

apariencia muy diferente, pero mantienen la capacidad para hibridarse de forma



natural cuando se encuentran en contacto, lo que genera alta variabilidad y hace dificil

determinar los limites entre especies (Spooner et al., 2006).

Aunque existe un gran numero de especies de papa alrededor del mundo, en la
produccién comercial se emplean principalmente las dos subespecies de S. tuberosum
(Huaman, 2007): la andigena (adaptada a condiciones de dias cortos, cultivada
principalmente en los Andes), y tuberosum (que se cultiva en todo el mundo, adaptada

a dias més largos) (Rodriguez et al., 2009)
De acuerdo a Hawkes (1990), taxonomia del cultivo es la siguiente:
Tipo: Spermatophyta
Clase: Angiospermas
Subclase: Dicotiledonea
Orden: Tubbiflorae
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: S. tuberosum
Subespecies: andigenum, tuberosum

2.2 Importancia econémica del cultivo

La papa es el cuarto cultivo en importancia a nivel mundial después del trigo, el arroz y
el maiz y su produccién anual representa el 50% de la produccién mundial de todas las
raices y tubérculos (Recabarren, 2010). Su principal importancia econémica radica en
la eleva capacidad para producir energia por unidad de superficie, es tres veces mayor
gue en los cereales, lo que permite suplir de alimento a un elevado numero de
personas. Ademas, posee multiples posibilidades de consumo, como alimento directo

para el ganado o como materia prima en la industria (Lépez et al., 1995).

Este cultivo se planta en mas de 130 paises (FAOSTAT, 2008) donde habitan las tres

cuartas partes de la poblacion mundial. Ocupa el primer lugar dentro de los vegetales



gue mas se consumen, por su contribucién a la dieta humana en calorias, vitaminas,
proteinas y sales minerales; ademas de contener otras sustancias como los
aminodcidos lisina y cisteina, el acido pantoténico, el zinc, potasio y el cobre,

deficientes en la mayoria de los productos agricolas (Struik et al., 2006).

Los primeros datos acerca de la introduccién de la papa en Cuba aparecen en una
comunicacion presentada el 7 de febrero de 1778 al Real Consulado Espafiol a través
de la Junta de Fomento de la Isla de Cuba. El contenido exponia la imposibilidad de
obtener semillas de la misma calidad que las que se importaban de Canada, Estados
Unidos e Islas Canarias, asi como la inexistencia de un modo adecuado de conservar
los tubérculos producidos en el pais (Estévez, 2005). A partir de ese momento, se
desarrollé el cultivo de la papa por todo el pais; siendo las provincias de La Habana,

Matanzas y Ciego de Avila las de mayor area plantada en la actualidad (Manso, 2009).

En Cuba, todos los afios se cultivan aproximadamente 10 000 ha, las cuales se
plantan con tubérculos-semilla certificada de alta calidad procedentes de Europa y
Canada (Salomoén et al., 2010). En los ultimos afios los rendimientos por area de Cuba
estdn por encima de la media mundial; solo superada por Oceania, Norte y
Centroamérica, en este Ultimo dado por los rendimientos de EE.UU (Estévez et al.,
2007).

2.3 Descripcion de las variedades cubanas en estudio

El Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) desarrolla, desde hace casi tres
décadas, un programa nacional de mejoramiento genético de papa desde 1985; dicho
programa se basa fundamentalmente en el cruzamiento entre variedades cultivadas,
las cuales se encuentran a disposicion de todos los productores de papa del pais. De
esta forma, se puede incrementar sustancialmente la estrategia varietal en este

importante cultivo.
2.3.1 Variedad Grettel

Caracteristicas agricolas: La piel de sus tubérculos es de color amarillo, al igual que su
masa y su forma es oval-oblonga, presenta a su vez ojos de profundidad media. Los
tubérculos por planton estan entre 10 y 15. Se caracteriza por presentar un buen

contenido de masa seca, que oscila entre 18.6 y 20 %, lo que la hace adecuada para



el procesamiento industrial. El peso especifico de sus tubérculos es de 1.079. Su ciclo
vegetativo es de 80 dias, por lo que se considera temprana. En condiciones
experimentales, su potencial de rendimiento ha alcanzado las 47 t.ha-1 y su
rendimiento medio en diversas condiciones ambienta-les supera las 30 t.ha-1. Es
tolerante al tizon temprano (grado cinco en la escala) y no ha presentado afectaciones
para el virus del enrollamiento de la hoja (PLRV). Presenta muy buenas caracteristicas
para el almacenamiento en frio (Castillo et al., 2006).

Caracteristicas morfoldgicas: Planta compacta de hojas abiertas y con cuatro foliolos
simétricos. Alcanza una longitud del tallo superior a los 45 cm y puede llegar a los 60
cm. Presenta entre tres y cinco tallos por plantén, lo que permite un cierre de campo a
los 35 dias de plantada (Castillo et al., 2006).

PARENTALES Y PEDIGREE

Kondor y 6-340A-85

Ko61-333 x Wilja  Mutacion del clon 6-340-85

~ A

Kondor X 6-3404-85

Grettel

Representacion esquematica del origen genético de la variedad Grettel, extraido del
Informe de nuevas variedades (Castillo et al., 2006).

2.3.2 Variedad Yuya

Caracteristicas agricolas: La piel y la masa del tubérculo son de color amarillo, los que
se caracterizan por tener gran tamafo, forma oval-oblonga y con ojos superficiales. La
mayor parte de su produccion es comercial y los rendimientos potenciales superan las
36 t.ha-1 en condiciones de produccion. Presenta tolerancia al hongo Alternaria solani
y al virus del enrollamiento de la hoja (PLRV); ademas, es medianamente resistente a
la sarna comun (Streptomices scabies). El contenido de masa seca supera el 18 % y

en las pruebas organolépticas (color, olor, sabor, sabor y consistencia) ha obtenido



altos valores, por lo que se sugiere como una variedad para ambos pro-positos:

consumo fresco y procesamiento industrial (Hernandez et al, 2011).

Caracteristicas morfoldgicas: planta de hojas abiertas con cuatro foliolos asimétricos;
no presenta antocianina en el tallo y este puede alcanzar una longitud entre los 35y 40
cm. Se distingue porque posee mas de cinco tallos por plantén, lo que permite un buen
cierre de campo a los 35 dias de plantada. Tiene una floracién abundante, con flores

de color blanco (Hernandez et al, 2011).

PARENTALES Y PEDIGREE

Desirée y CIP 115
Urgenta x Depesche x Descoiocido

Desirée X CIP 115

Yuya

Representacion esquematica del origen genético de la variedad Yuya, extraido del

Informe de nuevas variedades (Castillo et al., 2011).
2.3.3 Variedad Ibis

Caracteristicas agricolas: tubérculos con la piel de color amarillo y masa amarilla, de
forma oblongo alargado y ojos superficiales; masa promedio de los tubérculos entre
90- 100g; presenta buena aptitud a la conservacion en camara refrigerada y el
contenido de materia seca de los tubérculos es de 16.6 %. Los atributos
organolépticos, aroma, sabor y color tanto para la papa hervida como frita a la inglesa
y francesa son satisfactorios. Posee rendimientos potenciales de 52 tha™l y el
rendimiento medio de 10 afios es de 35 t.ha"l. Presenta buen comportamiento en

campo ante A. solani y virus (Estévez et al, 1998).

Caracteristicas morfolégicas: plantas erectas de color verde claro, tallos vigorosos. Su
siembra es factible a 90 x 25 cm, con un ciclo entre 85- 95 dias. El sistema de siembra
y las atenciones culturales se pueden realizar segun el instructivo técnico para el
cultivo. Se recomienda su plantacion en las épocas temprana y optima de septiembre y

noviembre-diciembre, respectivamente.



Urgenta Despeche

|

]

Desirée Mezcla de polen
de tuberosum

Lizette Ibis

Representacion esquemadtica del origen genético de la variedad lbis, extraido del

Informe de nuevas variedades (Estevéz et al., 1998).

2.4. Empleo de métodos biotecnoldgicos en apoyo de los Programas de Semilla

Se considera una semilla de papa es de buena calidad, cuando se encuentra libre de
plagas y enfermedades, esta fisioldgicamente madura y apta para la siembra; posee
tubérculos sanos sin deformaciones ni pudriciones y tiene brotes sanos, vigorosos y
preferiblemente verdeados. Sembrar tubérculos con las caracteristicas anteriores
asegura una germinacion rapida y uniforme del cultivo, obteniéndose buenos

rendimientos de cosecha (Manso, 2004).

La principal dificultad que presenta esta especie es la susceptibilidad a diferentes virus,
los cuales pueden encontrarse en los tejidos sin manifestar sintomatologia vy
diseminarse durante los procesos de propagacion in vitro. Por lo tanto, es muy
importante la seleccion de las plantas en campo, su diagnéstico previo a la
introduccion al laboratorio y el establecimiento de la técnica de saneamiento a utilizar

ante la presencia de los mismos (Aguila et al., 2001).

El cultivo de meristemo in vitro como técnica de saneamiento para obtener plantas y
semillas libres de enfermedades, especialmente de virus, se basa en una distribucion
viral desuniforme dentro del vegetal y su concentracion tiende a disminuir hacia el
meristemo apical del tallo debido a la ausencia de tejidos vasculares en la proximidad
del meristemo apical y presencia de conexiones plasmodesométicas pequefias en las

estas células apicales (Roca et al., 1982).



Descubrimiento del sistema de cultivo de tejidos para la produccién de plantula in vitro
libre de enfermedades, seguido de produccién de minitubérculos en invernadero se
han podido rescatar variedades de papa que en algun tiempo fueron muy buenas y

gue por enfermedades han caido en desuso. (Valdés, 1998).
2.5. Micropropagacién
2.5.1. Produccién de plantulas in vitro

Actualmente, la propagaciéon de la papa usando la técnica de cultivo de tejidos para
obtener miles de plantulas in vitro libres de enfermedades, para su posterior siembra
bajo invernadero, es fundamental para la produccién de minitubérculos los cuales son
la base para la produccion moderna de tubérculo semilla de papa que son aptas para
la siembra. Las plantulas sanas in vitro pueden obtenerse por medio de los métodos de
extraccién de meristemos, quimioterapia, electroterapia y termoterapia (Valdés, 1995).

2.5.1.1. Fase de establecimiento

Para la obtencién de las primeras plantas in vitro sanas, se toman como explantes
apices de las yemas apicales y axilares de una planta visualmente sana o de los brotes
de un tubérculo visualmente sano. Los apices son cuidadosamente lavados y
desinfestados en hipoclorito de sodio al 2% para luego enjuagar con agua estéril y
sembrarlos en tubos de ensaye u otros contenedores con el medio MS de cultivo,
previamente esterilizado. Este trabajo se lleva a cabo bajo condiciones asépticas,
lograndose esto en un ambiente que ha sido previamente aseado y desinfestado con
hipoclorito de sodio (NaClO) al (0.05%) o alcohol al 6%, efectuandose la siembra de
los 4pices en el medio, en una campana de flujo laminar (CIP, 1997).

Para obtener estas yemas apicales, los tubérculos deben exponer alternativamente
varios dias a la oscuridad y varios dias a la luz difusa, hasta que el brote se torne
verde y tanto su longitud como la distancia entre los nudos facilitan el corte de los
brotes (Bryan et al., 1981).

Segun Garcia y Noa (1998), si el objetivo es la obtencién de plantas libres de
patégenos sistémico es necesario la utilizacion de meristemos iniciales menores de

0.2 mm, pero si por el contrario solamente se requiere de la multiplicacion y no hay



peligro de diseminacion de enfermedades o0 se parte de plantas sanas, se pueden

utilizar apices de mayor tamafio con un mayor porcentaje de regeneracion.
2.5.1.2. Fase de multiplicacion in vitro

Una vez establecido el explante, los 4pices inician rapidamente la brotacién y en dos a
cuatro semanas se obtiene una planta in vitro con seis o siete nudos (Espinosa et al,
1992).

Las plantulas in vitro que se obtienen, se pueden o no someter a multiplicacion in vitro
en un medio con algun antiviral por una o dos generaciones, para luego mediante la
prueba ELISA verificar que ninguna planta esté contagiada de virus (Valdés, 1998).
Una vez que se asegura el 100% de sanidad de vitroplantas, son seccionadas en
microestacas con una o dos yemas para ser transferidas nuevamente a recipientes
con medio de cultivo MS estéril y asi sucesivamente para incrementar la cantidad de
plantas in vitro hasta obtener un total preestablecido (Espinosa et al., 1992). Como una
regla general es recomendable no subcultivar por mas de diez veces a partir del mismo
explante, dado que algunos autores han observado que se puede presentar variacion
somaclonal, esto es, pueden obtenerse plantas in vitro las cuales presenten un
genotipo diferente al de la planta original o planta donadora del explante, que es la que

se desea micropropagar (Suttle, 2007).
2.5.1.3. Fase de aclimatizacion de las vitroplantas

Las plantulas sanas de papa in vitro para producciéon de minitubérculos en ambiente
protegido, se obtienen en un periodo de crecimiento de alrededor de cuatro semanas
partiendo de la continua multiplicacion en tubos de ensayo, frascos de vidrio o cajas
magenta, siendo transferidas al final de su crecimiento in vitro, directamente al suelo o
a bolsas o cajas de plastico con un sustrato estéril, generalmente es utilizado el musgo
asfangico o composta mixta, bajo ambientes protegidos como son desde invernaderos
sofisticados con control ambiental, invernaderos con mallas 6 microtinel con tela
antiafidos en clima favorable. Para un transplante, las plantas in vitro deben tomarse
con cuidado para evitar dafios a las raices, eliminar con agua limpia el resto del medio
nutritivo artificial y al trasplante asegurar un buen contacto entre raices y el sustrato de
siembra (CIP 1997).



Las plantas in vitro para transplante directo en invernadero, deben ser de 3.5 a 4.5 cm
de altura, deben tener al menos tres entrenudos, tres o cuatro pares de hojas y su
apice. En general y dependiendo de la variedad, las plantas mas funcionales son las
gue tienen las hojas mas anchas y el tono de verde es mas obscuro y raicillas en cada
nudo (Galvez et al., 1997).

En esta etapa se puede evaluar los criterios de eficiencia y productividad del analisis
de crecimiento y determinar los indices de eficiencia de crecimiento que mejor reflejen
el potencial de rendimiento (Fernando et al., 2000), lo cual brinda informacién mas
precisa de la eficiencia con que las plantas acumulan y traslocan fotosintetizados, que
la sola medicién de caracteristicas agronémicas como numero de tallos, altura,

cobertura.

El andlisis de crecimiento ha sido ampliamente usado para estudiar los factores que
influyen en el rendimiento y desarrollo de las plantas como la acumulacién de
fotoasimilados netos en el tiempo (Gardner et al. 1985). Varios autores como Radford,
1967; Hunt, 1981 y Beadle, 1988, se han realizado intentos para expresar la
produccién en términos de crecimiento de papa en esta etapa. Este usa medidas
directas, como peso seco, area foliar total y tiempo. Las medidas derivadas son
calculadas a partir de las medidas directas y corresponden a la tasa relativa de

crecimiento (TRC), tasa de crecimiento absoluto (TAC).

La tasa de crecimiento absoluto (TAC) se permite determinar claramente las
variedades que sobresalen por su ganancia de peso en el tiempo mientras la tasa de
crecimiento relativo (TCR) representa la capacidad de la planta para producir material
nuevo (Hunt, 1982).

La produccion de masa seca en la plantas es el resultado neto del balance entre los
procesos metabdlicos basicos. La masa seca es producida en el proceso
fotosintético y los productos se distribuyen y acumulan en diferentes érganos de la
planta (Duarte et al., 2005). Aunque la acumulacion de materia seca en un vegetal es
un proceso que ademas de los factores internos de la planta, gobernado en este caso
especifico por el comportamiento de la fotosintesis y la respiracion, depende en gran

medida también, de los externos del ambiente (Mompies et al.,2012).



Cada vez es mayor la tendencia de los productores de semilla de papa por adoptar un
sistema de produccion de minitubérculos a partir de vitroplantas libres de virus
(Maldonado, 1996) o a partir de los microtubérculos de primera generacién producidos

por las plantulas in vitro procedentes del laboratorio.

2.6. Produccion de semilla de papa

La papa se puede propagar sexualmente por las semillas originales o asexualmente
por tubérculos-semillas. En la actualidad, esta Ultima via conocida como reproduccion
vegetativa es la mas utilizada para obtener un elevado niumero de propagulos en un
periodo de tiempo corto (Jiménez-Terry et al., 2010). Generalmente en condiciones de
dias largos y temperaturas templadas, la mayoria de las variedades de papa florecen y
producen frutos que contienen semilla botanica (SB) o sexual. En actualidad la
propagacion por esta semilla botanica se emplea fundamente con fines de
mejoramiento genético. Pero la floracion escasa y fertilidad del polen de los genotipos
de papa causan una baja produccion de bayas y semillas; por tanto, son las principales
limitaciones para producir semilla botanica en los diferentes ambientes (Salomoén et al.,
2010).

En este sentido, la papa generalmente se propaga vegetativamente por tubérculos-
semillas o por vitroplantas obtenidas por tejido cultivo, lo que asegura la conservacion
de caracteristicas varietales durante generaciones sucesivas; aunque puede producir
un riesgo de degeneracion del cultivo por la acumulacion de enfermedades,
especialmente virales al emplear el material vegetativo por ciclos repetidos (Dieme et
al., 2013). Por esta razén hay que utilizar plantas libres de patégenos a partir de que
se pueden propagar rapidamente bajo las condiciones de invernadero (Meléndez et al.,
1980).

El valor potencial del cultivo de tejidos in vitro en la produccién de semilla vegetativa de
papa ha sido ampliamente reconocido a nivel mundial. Esta tecnologia se emplea en
muchos paises para obtener semilla libre de patégenos y por el consecuente beneficio

para los productores (Naik et al, 2007).

2.6.1. Produccion de minitubérculos en casas cultivo protegido



Los minitubérculos son pequefios tubérculos de papa obtenidos después de la
aclimatizacion de plantas cultivadas in vitro y plantadas a alta densidad en casas de

cultivo, canteros o contenedores donde se usan diferentes mezclas de sustratos.

Ademads, los microtubérculos de primera generacién producidos por las plantulas in
vitro libres de virus y otras enfermedades procedentes del laboratorio, pueden ser
sembrados en las camas de siembra en el invernadero, las cuales producen
minitubérculos bajo condiciones de proteccion y cuidados para evitar el contagio por

los insectos vectores (Valdés, 1998).

La primera etapa para la produccién de minitubérculos es contar con el apoyo de un
laboratorio de cultivo de tejidos donde se obtengan y micropropaguen las plantulas in
vitro libres de virus para su posterior siembra en el invernadero (Jiménez-Terry, et al.,
2013).

Para fines de produccion de semilla, a los 70-75 dias después de la siembra de estas
plantulas procedentes del laboratorio, se realiza la desecacion del cultivo utilizando
Reglone y evitando utilizar Paraquat para su posterior desvare a los 5 dias después,
dejando el minitubérculo en la cama durante 20-25 dias para una buena suberizacion,

haciéndose la cosecha a los 90 6 100 dias después de la siembra (Valdés et al., 1999).

Después de realizada la cosecha, los minitubérculos se separan en calibres. Los

calibres de los minitubérculos se consideran por su tamafio y peso (Alonso, 1996).
2.6.2. Tuberizacion

Cuando los tallos principales de la planta (los que se originan a partir de los grelos del
tubérculo madre) tienen un desarrollo suficiente, la yema apical se diferencia en floral
y por lo tanto disminuye la dominancia apical. Las yemas subterraneas del tallo que
estan mas cerca del tubérculo madre brotan originando los estolones. Estos tallos
subterraneos crecen en longitud hasta que reciben estimulos para iniciar la
tuberizacién que al iniciarse la tuberizaciébn cesa el crecimiento en longitud y se
ensancha la region sub-apical del estolon. En el inicio se agranda solamente la regiéon
sub-apical de la punta del estolon. El crecimiento involucra solamente un internodio y
luego se incorpora un segundo internodio al des arrollo del tubérculo. En este estado,

por la considerable expansion radial del tubérculo, el gancho se endereza y la yema



apical del estolon queda situada en la posicion terminal del tubérculo joven. El
almacenamiento de reservas continta incorporando nuevos internodios y es claro que
los internodios hacia la corona se acortan en la medida que va disminuyendo el ritmo
de crecimiento en longitud. La tuberizacién procede acropetalmente, involucrando
alguna extension longitudinal y una gran expansion transversal de los sucesivos
internodios. Esta forma de crecimiento tiene un componente genético que hace que

las distintas variedades tengan distinta forma de tubérculos (L6pez et al., 1995).

2.6.3. Factores que afectan la produccién y calidad de tubérculo-semilla de papa

La formacion de tubérculos (definido como induccién, iniciacion, crecimiento y
maduracion de los tubérculos) es el proceso determinante en la formacion de la
produccion de la semilla de papa y estd influenciado por varios factores: como
temperatura ambiental (Thornton et al., 1996), la intensidad y duracion de la luz
(Struik, 2006), genotipo, nutricion mineral (Struik y Wiersema, 1999), disponibilidad de
agua y Densidad de plantacion.

Las condiciones ambientales, como temperatura y duracion del dia, influyen
marcadamente en la produccion y calidad de los tubérculos; la temperatura 6ptima
para el crecimiento y la produccion de los tubérculos esta entre 15- 25°C durante el dia
(Borah et al., 1962). Cuando las plantas estan en un fotoperiodo de dias largos y
temperatura ambiental de 16°C, las semillas-tubérculos presentan un alto vigor de
crecimiento. Pero una temperatura ambiental de 28°C disminuye el vigor de

crecimiento de semillas rapidamente en los dias largos que dias cortos (Struik, 2006).

Kupers (1985) sefiala que debe tomarse en cuenta que las plantas de papa necesitan
altas cantidades de N y K durante el engrosamiento de los tubérculos y que aparte de
las concentraciones de estos elementos en el suelo. La fertilizacion se relaciona
estrechamente con la calidad de la papa, que se expresa en el calibre de los
tubérculos, contenido de materia seca, almidén y monosacaridos, y tenores de nitratos,
elementos que se afectan por la intensidad, calidad y época de fertilizacion,
especialmente potasica. En este sentido el efecto de la aplicacion de fertilizantes debe
analizar con cuidado, pues depende de la dosis, de la fertilidad del suelo y del portador
(Herrera, 2007).



Durante el crecimiento del tubérculo se debe evitar el exceso de irrigacion, pues este
inhibe la formacién de raices y causa la formacion de costras en el suelo (Bryan et al,
1981).

En el momento de la cosecha la semilla debe tener una buena maduracién y evitar
dafios al tubérculo al igual que en la transportacion y almacenamiento. La
manipulacién desde la cosecha hasta la industria debe ser adecuada, para evitar los

dafios internos.

2.6.4. Ventajas de la utilizacion de tubérculo-semilla de papa

La produccién comercial de papa en el mundo esta casi completamente basada en la
propagacion vegetativa (tubérculo-semilla). Se plantan los tubérculos y estos producen
nuevas plantas y tubérculos con el genotipo idéntico al de la planta madre (Salomén et
al., 2007).

El empleo de semillas vegetativas en la propagacion de papa tiene ventajas con
respecto a la semilla sexual ya que son menos vulnerable a las enfermedades bidticas
y abidticas por su crecimiento inicial rapido y vigoroso, se presenta mayor rendimiento,
se requiere menos labores en su etapa inicial, periodo vegetativo mas corto
comparado y presentan un menor porcentaje de tubérculos pequefios (Salomén et al.,
2007).

Una de las ventajas del uso de minitubérculos es que le permite al productor reducir
los costos de produccion del tubérculo semilla de papa, porque practicamente se
elimina todo el saneo de campo y desde el principio se esta seguro de que las papas
gue se siembran son completamente sanas; ademas, permite al productor incrementar
sus rendimientos en un 25% en lo que se refiere a papas de tamafio para semilla
(Maldonado, 1996).

Los minitubérculos pueden producirse durante todo el afio siempre que las casas de
cultivo cuenten con condiciones para ello y son principalmente utilizados para la
produccion de semilla prebésica o basica por siembra directa en campo (Lommen,
1999, Ritter et al., 2001).



Con el uso de minitubérculos en un programa de semilla puede reducirse el nimero de
multiplicaciones en campo y el tiempo necesario para obtener volimenes adecuados

de semilla de un cultivar (Lommen y Struik, 1992; 1994).
2.7. Produccion de semilla de papa en Cuba

En Cuba la papa se cultiva principalmente en las zonas occidental y central del pais y
en menor medida en la oriental, fundamentalmente en la época de seca (noviembre-
diciembre), cuando las temperaturas son mas bajas; invirtiéndose cada afio mas de 10
millones de ddlares en la compra de semilla a Holanda y Canada (Estévez, 1996) con
el riesgo de que se introduzcan agentes patdgenos, insectos y otros microorganismos
gue existen inevitablemente en toda importaciéon de grandes volimenes de materiales
de siembra (Pérez, 1998).

Precisamente por estas razones, desde hace varios afios, instituciones cientificas y
productivas nacionales, vienen desarrollando ingentes esfuerzos por implementar un

programa integral de produccién nacional de semilla de papa (Jiménez-Terry, 2006).

En Cuba, en 1959, se contaba en la produccion papera con muy pocas variedades; a
partir de 1964 se iniciaron trabajos de evaluacion de variedades procedentes de
diferentes paises, con el objetivo de ampliar la estructura varietal (Estévez et al.,
2007).

La produccién de papa en Cuba es altamente costosa debido a su alto gasto pues
casi el 40 % de la semilla es importada de Canada y Holanda, solamente en compra

de tubérculos- semillas se invierten 11 millones de ddlares al afio (Agramonte, 2010).



Materiales y Métodos



3. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos que se desarrollaron durante el proceso in vitro y de aclimatizaciéon
de las plantas fueron realizados en el Instituto de Biotecnologia de las Planta
perteneciente a la Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas, en periodo

comprendido entre septiembre de 2013 y febrero de 2015.
Procedimientos generales
Material vegetal

Como material vegetal se utilizaron cuatro variedades cubanas de papa obtenidas del
programa de mejoramiento genético del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA). Las variedades se identificaron con los nombres de Yuya, Marinca, Grettel e
Ibis.

Para iniciar el proceso de propagacion in vitro fueron seleccionadas en campo tres
plantas de cada variedad, las cuales se diagnosticaron para la deteccién de la bacteria
Ralstonia solanacearum con antisueros producidos y estandarizados por el centro
Nacional de sanidad Agropecuaria (CENSA). Ademas se efectud el andlisis de los
virus PVX, PLRV, PVM, PVS y PVA mediante la técnica de ELISA-DAS vy el
diagnéstico del PVY mediante la técnica de UMELISA-DAS. Para ambas técnicas se

emplearon los antisueros de la AGDIA (USA).

Los tubérculos de las plantas negativas fueron lavados con detergente comercial y
abundante agua. Luego se colocaron en bandejas plasticas en condiciones de
oscuridad total para estimular la brotacibn de las yemas o grelos, los cuales
constituyen el material vegetal inicial para la propagacién in vitro mediante la
tecnologia de produccién de semilla de papa desarrollada por investigadores del

Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP, 2005).
Medio de cultivo

La propagacion in vitro de las planta se desarroll6 en medio de cultivo semisélido, con
la utilizacién de 2.5 g It de Gelrite® (DUCHEFA). En la fase de establecimiento los

meristemos se colocaron en medio de cultivo compuesto por el 100% de las sales y



vitaminas de Murashige y Skoog (1962), 20 g I* de sacarosa y 100 mg I* de
mioinositol y se utilizaron tubos de ensayos de tamafio 15.0cm x 2.0cm con 10 ml de
medio de cultivo. Para la fase de multiplicacion, los explantes se colocaron en medio
de cultivo compuesto por el 100% de las sales y vitaminas de Murashige y Skoog
(1962), 30 g It de sacarosa y 100 mg I'* de mioinositol y se utilizé frascos plasticos de
500 ml de capacidad total con 60ml de medio de cultivo. Todos los medios de cultivo
se esterilizaron quimicamente con la adicién de 114 mg I* de Vitrofural® y su pH se
ajustd a 5.7 previo a la esterilizacion.

Condiciones de cultivo

El material vegetal se colocdé en camaras de crecimiento de iluminacion artificial con
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Se utilizaron lamparas con
tubos fluorescentes blancos (PHILIPS TLD, 58 W/84) con intensidad luminica de 37.5-
43.7 umol m? s, La temperatura de cultivo fue de 20 +2°C y humedad relativa oscil6
entre 60.0 y 70.0%.

Instrumental

La desinfeccion de las pinzas y bisturies utilizados en la propagacion del material
vegetal se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Agramonte et al., (1993) y
los platos metéalicos usados en esa operacion fueron esterilizados en la estufa a 180°C

durante dos horas.

Andlisis estadistico

El procesamiento estadistico se realiz6 con el paquete estadistico SPSS version 21;
para ambiente del sistema operativo Windows de Microsoft®. Como procedimiento
comun para todas las variables, se efectu6 la comprobacion de los supuestos de
distribucion normal y homogeneidad de varianzas. Las pruebas se efectuaron con un

nivel de significacion de 0,05.
Experimentos realizados

Se desarrollaron dos experimentos durante el proceso de propagacion in vitro, los

cuales se enmarcaron en la fase de establecimiento o iniciacién de meristemos y en la



fase de multiplicacion de las plantas. Posteriormente, se efectud un tercer experimento

en condiciones ex vitro en casa de cultivo protegido.

3.1 Efecto del genotipo en el establecimiento o iniciacion in vitro de los

meristemos papa

El experimento se inicid con la desinfeccién de los brotes o grelos de los tubérculos
correspondientes a cada variedad objeto de estudio. Los brotes de aproximadamente
2.0 cm de longitud fueron separados de los tubérculos y colocados en frascos de vidrio
de 250 ml de capacidad total (Figura 1 a b). Su desinfeccion superficial se realizé con
una solucion de etanol al 70.0% durante dos minutos. Seguidamente, se adicioné una
solucién de hipoclorito al 1,0% durante 10 minutos y se continué con tres lavados
sucesivos con agua destilada estéril.

Figura 1. Proceso de desinfeccion de los brotes de los tubérculos (a y b) y extracciéon
de los meristemos de papa (c).

La extraccion de los meristematicos se realiz6 en la cabina de flujo laminar con el
empleo de un microscopio estereoscopico y la ayuda de pinzas y bisturi nimero 11
(Figura 1 c). Para su extraccion las hojas se separaron hasta observar el apice
meristematico constituido por tres primordial foliares y un tamafio aproximado de 0,3-
0,5 mm. La medicion se efectud con una escala milimétrica colocada en el ocular del

microscopio estereoscopico.

A los 40 dias de cultivo, se evalud el porcentaje de supervivencia de los meristemos y
la presencia de contaminacion microbiana en el medio cultivo. Ademas, a los 60 dias

de cultivo se realiz6 una caracterizacion de su aspecto morfoldgico con la identificacion



de plantas morfolégicamente adecuadas para continuar el proceso de propagacion in
vitro. Las plantas morfolégicamente adecuadas presentaron una coloracion verde
oscuro, tallo con una longitud entre 2.5 y 4.5 cm, definicion de los entrenudos con
presencia de hojas y raices. Los datos correspondientes al porcentaje de

supervivencia se compararon mediante la prueba Mann-Whitney.
3.2 Caracterizacion de las plantas durante la fase de la multiplicacién

Las plantas obtenidas in vitro en el experimento anterior fueron transferidas a medio de
cultivo de multiplicacién. Para ello, se separ6 la yema apical de la planta y el resto se
seccion6 en segmentos de aproximadamente 1,0 cm de longitud que incluian una

yema axilar (Figura 2).

Yema
apical

Yema
axilar

Segmento
con yema
axilar

Figura 2. Representacion esquematica de las secciones realizadas a las plantas

durante el procedimiento de multiplicacion.

A los 21 dias de cultivo se realiz6 transferencia a medio de cultivo fresco y se
colocaron 20 explantes por frasco de tipo magenta de 500 ml de capacidad total con
60ml de medio de cultivo. Se realizé un diseflo experimental completamente
aleatorizado, donde se establecieron 20 réplicas (frasco) por cada tratamiento.
Después de tres subcultivos se evaluo el coeficiente de multiplicacion de las diferentes
variedades a través de la siguiente expresion matematica: Coeficiente de

multiplicacibn= numero de explante final/ nimero de explante inicial. Ademas, se



describié el aspecto morfoldgico de las plantas como; la altura, coloracion de las hojas,
y la formacién de entrenudos durante esta fase. Los datos correspondientes al
coeficiente de multiplicacion se compararon mediante la prueba paramétrica de
Dunnett C.

3.3 Evaluacién de las plantas en casa de cultivo

Las plantas obtenidas in vitro presentaban en el momento de la plantacién de 6.5a 7.0
cm de altura, de cuatro a cinco hojas y un sistema radical desarrollado (Figura 3 a).

Condiciones de cultivo

El experimento se desarrolld en una casa de cultivo cubierta de tela antiafidos en
cantero de 15.0m de longitud, 1.0m de ancho y 0.8m de profundidad, en un sustrato a
base materia organica que se obtuvo a partir de cachaza descompuesta durante 12
meses. Se plantaron 200 plantas de cada variedad y se conformaron cuatro parcelas
de 3.0 m de longitud con un disefio completamente aleatorizado. La distancia de
plantacion utilizada fue de 10x10cm entre planta e hileras, respectivamente. La

plantacion se realiz6 de forma manual a una profundidad de 2.0 cm (Figura 3 b).

Figura 3. Plantas de papa obtenidas por cultivo in vitro de la variedad Ibis a los 21 dias

de cultivo (a). Plantas en condiciones ex vitro sobre sustrato de materia orgénica (b).

Se efectuaron las labores agrotécnicas y fitosanitarias establecidas en el Instructivo
técnico para la produccién de papa en Cuba (MINAG, 2012). Se implantaron las

condiciones requeridas para el riego por microaspersion con caudal de 35 I.h"* con dos



bares de presién y norma de 20.46m? por hora de riego para 0.046 ha. Los primeros 15
dias la frecuencia de riego fue tres veces al dia con una duracién de tres minutos.
Hasta los 30 dias de cultivo el riego se efectu6 dos veces al dia y a partir de este
momento y hasta la suspensién para la cosecha se realizd un riego diario durante tres

minutos.

Durante el ciclo del cultivo la humedad relativa promedio fue de 62.0%, mientras que la
temperatura promedio durante el dia fue de 25+2 °C y la minima nocturna de 12+2 °C.
La radiacién varié de acuerdo a las condiciones ambientales de la época del afio,

comprendida entre los meses de diciembre a marzo.

A los 15 dias de cultivo se evalué el numero de plantas vivas del total de plantas
iniciales y se calcul6 el porcentaje de supervivencia. Cada 15 dias durante todo el ciclo
del cultivo se evaluaron 10 plantas al azar del area experimental. En cada evaluacion
se determind la longitud del tallo (cm) medida desde su base hasta la yema apical
utilizando una regla milimetrada; asi como la masa fresca del follaje y del sistema

radical incluido los minitubérculos en caso de estar presentes.

A los 75 dias de cultivo, se caracterizaron morfolégicamente las hojas y los
minitubérculos segun el descriptor de Huaman (2007). Ademas, se determind el
namero de tallos y el nUmero de minitubérculos por planta. A los minitubérculos se les
determind el didmetro (cm), el peso fresco (g); asi como el contenido de masa seca
(%). Esta se determind mediante la siguiente expresion: Contenido de masa seca=
masa seca (g)/masa fresca (g) x100. Posteriormente, los minitubérculos fueron
agrupados por calibres segun su didmetro; estableciendo para este estudio los
siguientes rangos de calibres < 1.5; 1.6 - 2.8; 2.9-3.5; 3.6 - 4.5; 4.6 - 5.5; =2 5.5.

En el ciclo del cultivo se evaluaron diferentes indices fisiolégicos de crecimiento como
la tasa absoluta de crecimiento (TAC) y tasa relativa de crecimiento (TRC), siguiendo
la formulacion propuesta por Hunt (1982) citado por Mora et al. (2006). El analisis de
crecimiento involucré el muestreo destructivo de las plantas a intervalos de tiempo
durante la fase de crecimiento vegetativo. Para ello, se evalué cada 15 dias la masa
seca del follaje y del sistema radicular incluido los minitubérculos de las plantas. La

determinaciéon de la masa fresca se realizé con una balanza técnica marca OHAUS



modelo CS200 y para la obtencién de la masa seca de las plantas se utilizé una estufa

marca SAKURA a 70 °C hasta que la masa de las muestras se mantuvo constante.

La TAC se calcul6é por la siguiente férmula: TAC= PSf — PSi/ Tf — Ti y la TRC se
calculé mediante la férmula TRC = PSf - PSi/ (PSf + PSi)( Tf — Ti); donde PSfy PSi es
el peso seco final e inicial de la planta completa en intervalos de tiempo. Ademas, se
calcul6 el porcentaje de masa seca de los tubérculos a los 75 dias mediante la férmula
propuesta por Torres (1980) mediante la féormula % Masa seca = (Masa seca
x100/Masa fresca).

Para la comparacion de las medias entre tratamientos se usO la prueba de
proporciones para el porcentaje de supervivencia. Los valores de TCA y TCR se
procesaron mediante la prueba no paramétrica Kruskall Wallis/Mann Whitney; mientras
gue los datos correspondientes al nimero, didmetro y peso de los minitubérculos se

analizaron con la prueba paramétrica de Dunnett C.



Resultados



4. RESULTADOS

4.1 Efecto del genotipo en el establecimiento o iniciacion in vitro de los apices

meristemos

Durante el establecimiento in vitro de los apices meristeméticos no se observé la
presencia de microorganismos contaminantes en el medio de cultivo. A los 40 dias de
cultivo se observaron diferencias significativas entre las variedades con respecto al
porcentaje de supervivencia de los 4pices meristeméticos. Las variedades Ibis y Yuya
mostraron el mayor porcentaje de supervivencia de sus apices sin diferencias

estadisticas significativas entre ellas y si con las variedades restantes (Figura 4).
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Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas entre las medias segun la prueba
Mann-Whitney para p<0.05.

Figura 4. Porcentaje de supervivencia de los apices meristematicos de papa durante la

fase de establecimiento in vitro, a los 40 dias de cultivo.

Como resultado de la caracterizacién morfologica se identificaron diferencias en el
aspecto morfoldgico de las plantas obtenidas a partir de los apices meristematicos de
papa, a los 60 dias de cultivo. Se observaron plantas de aspecto normal con una
coloracion verde oscuro, tallo con una longitud entre 2.5 y 4.5 cm, definicion de los

entrenudos con presencia de hojas y raices (Figura 5 a). Otro grupo de plantas



mostraron una coloracién verde claro, tallo de menor longitud entre 0.5 y 1.5 cm de

altura, entrenudos cortos, hojas lanceoladas y ausencia de raices (Figura 5 b).

Figura 5. Aspecto morfolégico de las plantas de papa obtenidas a partir de los apices

meristematicos.

La frecuencia de aparicion de los diferentes aspectos morfologicos varié entre los
genotipos objeto de estudio. En las variedades Marinca, Ibis y Yuya méas del 50% de
las plantas obtenidas a partir de los 4pices meristeméticos mostraron una morfologia

normal con coloracién verde intenso y tallo con entrenudos bien definidos (Figura 6).

Aspecto morfologico de las plantas (%)
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Figura 6. Influencia del genotipo en la morfologia de las plantas obtenidas a partir de

los apices meristematicos.



Por otra parte, las plantas de la variedad Grettel presentaron un mayor porcentaje con
morfologia fuera de tipo (Figura 6). Estas plantas mantuvieron esta morfologia después
de trasferidas a medio de cultivo de multiplicaciéon. Por tanto, deben ser descartadas

durante el proceso de propagacion.

4.2 Caracterizacion de las plantas durante la fase de la multiplicacion in vitro

Durante la fase de multiplicacion in vitro, las plantas de las diferentes variedades
mostraron hojas y tallos de aspecto normal y de color verde intenso. Ademas, de la
presencia de raices. Sin embargo, se observé que algunas plantas de las variedades
Yuya e Ibis presentaban mas de un tallo por la brotacion de yemas axilares cercanas a
la base de la planta (Figura 5 a). Este aspecto trajo como consecuencia el incremento
del coeficiente de multiplicacion en estas variedades, con diferencias significativas con
respecto a las variedades Marinca y Grettel (Figura 7).
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Figura 7. Aspecto morfoldgico de las plantas in vitro de la variedad Yuya y coeficiente

de multiplicacion de las variedades durante la fase de multiplicacion.
4.3 Evaluacion de las plantas en casa de cultivo

Las plantas en condiciones ex vitro mostraron altos porcentajes de supervivencia, los
cuales estuvieron entre el 96.0 y 100%. La variedad Ibis presenté una supervivencia

del 100% de las plantas sin diferencias significativas con respecto a la variedad



Marinca. Sin embargo, ambas variedades mostraron diferencias significativas con
respecto a los porcentajes de supervivencias obtenidos en la variedad Yuya con el
96.0% y Grettel con el 97.4% (Figura 8).
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Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas entre las medias segun la prueba
Mann-Whitney para p<0.05.

Figura 8. Aspecto morfolégico de las plantas de la variedad Yuya en casa de cultivo y
porcentajes de supervivencia de las variedades de papa a los 15 dias.

Durante la fase de crecimiento vegetativo de las plantas de papa se observo que la
masa fresca del follaje inicié su incremento a partir de los 15 dias y se aumenté con los
dias de cultivo, en todas las variedades. Su maximo valor se produjo a los 75 dias de
cultivo en las variedades Yuya, Grettel e lbis y a los 60 dias en la variedad Marinca
(Figura 9). A partir de estos momentos la masa fresca del follaje comienza a disminuir
hasta los 90 dias de cultivo donde se observé la senescencia o0 muerte de

aproximadamente el 80 % de las plantas.

Al analizar la masa fresca del sistema radicular, se observé que inicia su incremento a
partir de los 30 dias de cultivo en las cuatro variedades. Aspecto que puede estar
relacionado con el inicio del proceso de tuberizacion. A los 75 dias se produce un
incremento notable de la masa fresca de las raices y minitubérculos en todas las
variedades. La variedad Yuya mostro los mayores valores de masa fresca del follaje y
de raices y minitubérculos con valores de 117.2 y 170.84 g, respectivamente (Figura
9).
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Figura 9. Respuesta en casa de cultivo de la masa fresca del follaje y del sistema
radicular de las variedades de papa durante el periodo de cultivo. (a) Crecimiento
vegetativo del follaje (a) y radicular (b) de la variedad Yuya, a los 75 dias de la

plantacion.

La caracterizacion morfolégica de las hojas mostr6 diferencias de acuerdo al
Descriptor morfologico de papa elaborado por Huaméan (2007). EI nimero de pares de
foliolos laterales primarios fue de tres pares en la variedad Yuya y Grettel y de dos en
las demas variedades. De igual manera la variedad Yuya y Grettel presentaron cuatro
pares de interhojuelas sobre el raquis principal, mientras que la Marinca presento tres

y la variedad Ibis no present6 interhojuelas sobre el raquis (Figura 10).

El grado de sobre posicidn entre los foliolos laterales primarios se presenté de manera
diferencial entre las variedades. La variedad Yuya presenté el primer par de foliolos
laterales sobrepuestos al foliolo central, los demas se encuentran separados (1-2 mm

de separacion). La variedad Marinca mostré los foliolos laterales muy separados (>2



mm de separacion entre foliolos), Grettel los presentd sobrepuestos (1-2 mm de sobre

posicién) y la variedad Ibis los presenta unidos (Figura 10).
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Figura 10. Caracteristicas morfoldgicas de las hojas de las variedades de papa, segun
el Descriptor morfologico de Huaméan (2007).

La Marinca presenta la forma del foliolo terminar lanceolada y las demas variedades
presentan forma anchamente eliptica. La base del foliolo terminal presenté forma
redondeada en Yuya y Marinca y Grettel mostré la forma del foliolo terminal cordado e

Ibis con de forma asimétrica (Figura 10).

A los 75 dias de cultivo, los minitubérculos de las variedades de papa mostraron
diferencias en su aspecto morfolégico siguiendo el Descriptor morfoldgico de papa de
Huaman (2007). El color predominante de piel del minitubérculo en la variedad Yuya
fue el blanco crema (159C) con forma ovoide. Igualmente, los minitubérculos la
variedad Ibis presentaron forma ovoide y color de la piel blanco crema (155D). Por otra
parte, la variedad Marinca mostré minitubérculos con forma largo oblongo y el color de
la piel rosado (67D), mientras que Grettel presentd minitubérculo de forma del oblonga
y piel de color blanco crema (159 D) (Figura 11).



Figura 11. Caracteristicas morfol6gicas de los minitubérculos de las variedades de
papa a los 75 dias de la plantacion, segun el Descriptor morfolégico de Huaméan
(2007).

El nimero de minitubérculos por planta mostré diferencias entre las variedades de
papa, a los 75 dias de cultivo. La variedad lbis presenté el mayor nimero de
minitubérculos con diferencias significativas respecto al resto de las variedades;
mientras que Yuya y Marinca no mostraron diferencias significativas entre ellas. En
este estudio, la variedad Grettel fue la de menor valor de minitubérculos por planta
(Figura 12).
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Figura 12. Respuesta de las variedades de papa con respecto al numero de
minitubérculos y tallos por planta, a los 75 dias de cultivo.

La respuesta de las variedades de papa a la presencia de nuevos tallos se comporté
de manera diferencial. A los 75 dias, esta variable mostré el mayor valor en la variedad
Ibis con un promedio de 4.3 tallos por planta y diferencias significativas con el resto de
las variedades. La variedad Yuya y Marinca no mostraron diferencias significativas
entre ellas con valores de 2.1 y 2.3, respectivamente. En esta variable la variedad
Grettel fue la de menor valor de tallos por planta con diferencias significativas con las

demas variedades (Figura 12).

El peso fresco de los minitubérculos fue mayor en las variedades Yuya y Grettel sin
diferencias significativas entre ella y si con el resto de las variedades. De igual manera,
la variedad Grettel mostré los mayores valores en el peso seco de los minitubérculos

sin diferencias significativas con la variedad l|bis (Tabla 1).

Tabla 1. Promedio del peso fresco (g) y contenido masa seca (%) de los minitubérculos

de las variedades de papa, a los 75 dias de cultivo.

Variedades Masa fresca (g) Masa seca (%)
Yuya 18.67 a 176b
Marinca 8.57b 175b
Grettel 23.20 a 193 a

Ibis 592Db 194 a




El didmetro de los minitubérculos a los 75 dias de cultivo proporciond una respuesta
diferencial entre las variedades, con respecto a los valores de frecuencia de apariciéon
de los rangos de calibres estudiados. Sin embargo, las variedades coinciden en
presentar la mayor frecuencia de minitubérculos en el rango de calibre comprendido
entre 1.6 a 2.8 cm de didmetro. Los minitubérculos de las variedades Ibis y Marinca
presentaron una mayor homogeneidad de su didmetro y se ubicaron en los tres
menores rangos de calibres (Figura 13).
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Figura 13. Frecuencia de aparicion de los rangos de calibres segun el diametro de los

minitubérculos de las variedades de papa, a los 75 dias de cultivo.
indices fisiologicos de crecimiento

Durante el ciclo del cultivo la tasa absoluta de crecimiento mostré diferencias
significativas entre las variedades a partir de los 45 dias de cultivo. Los mayores
valores de esta tasa se obtuvieron a los 60 dias en la variedad Yuya con 1.53 g dias™.
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Figura 14. Tasa absoluta de crecimiento (TAC) de las variedades de papa en casa de

cultivo.
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Figura 15. Tasa relativa de crecimiento (TCR) de las variedades de papa en casa de

cultivo.

La mayor Tasa Relativa de Crecimiento se observo a los 30-45 dias de cultivo en las
variedades Yuya, Marinca e lbis y en la Grettel a los 15-30 dias de cultivo (Figura. 15).
La variedad lIbis fue la cual produjo mas cantidad de materia seca por unidad de
tiempo durante del ciclo de vida con un valor de 0.092 g g'dias? a los 30 — 45 dias
(Figura 15). Los valores de la tasa de crecimiento relativa disminuyeron de manera
progresiva con la edad del cultivo en todas las variedades produciendo valores
negativos a partir de los 75 dias de plantacién. Las cuatro variedades se clasifican
segun el Descriptor morfolégico de Huaméan (2007) como muy precoces porque la
madurez del follaje se presenta antes de los 90 dias después de la plantacién. A los 90

dias se observé la senescencia del 80% de las plantas.

A partir de los resultados de la investigacion se pudo determinar la eficiencia en el
crecimiento de las variedades cubanas durante el proceso de obtencion de semilla de
papa por técnicas biotecnoldgicas, mediante la caracterizacién morfolégica y fisiolégica
de las plantas. Durante la fase in vitro las variedades Yuya e Ibis mostraron la mejor
respuesta con altos porcentajes de supervivencia de los meristemos, mayores valores
de plantas con caracteristicas morfolégicas adecuadas y altos coeficientes de
multiplicacién. Aspectos importantes para la propagacion masiva de las variedades y
obtencion de grandes cantidades de plantas que deber ser plantadas en la casa de
cultivo. En condiciones ex vitro la variedad Yuya mostr6 mayor crecimiento con
respecto a las demas variedades, lo cual se constat6 a través de los altos valores de
masa fresca del follaje y de la raices y de su tasa absoluta de crecimiento. La variedad
Ibis, Yuya y Marinca presentaron los mayores valores de tasa relativa de crecimiento
durante el desarrollo vegetativo de las plantas con la mayor acumulacion de biomasa.
Sin embargo, a los 75 dias de cultivo la variedad Ibis presenté el mayor numero de
tallos y minitubérculos por planta con alto contenido de materia seca. Estos resultados
brindan el conocimiento necesario para la eleccion y manejo adecuado de las

variedades de papa en el Programa de produccion de semilla en Cuba.



Discusion



5. DISCUSION

La obtencién de plantas in vitro mediante técnicas de cultivo de tejidos es una via
eficiente para mantener de forma estable la calidad fitosanitaria y genética de la

semilla de papa (Jiménez-Terry et al., 2010).

El éxito del establecimiento in vitro de los apices meristematicos consiste en la
obtencion de explantes libre de microrganismos contaminantes y viables para iniciar el
proceso de multiplicacion. En este estudio, las variedades lbis y Yuya mostraron altos
porcentajes de supervivencia de sus meristemos y mas del 50% de las plantas con una
morfologia normal. Durante la fase de multiplicacion, estas variedades alcanzaron los
mayores coeficientes de multiplicacion. Estos resultados indican que la lbis e Yuya
responden mejor a la fase de establecimiento y la multiplicacién in vitro en medios de

cultivo semisélidos con respecto a las demas variedades estudiadas.

La supervivencia de las plantas en condiciones ex vitro esta determinada por varios
factores, entre ellos se encuentran la manipulacioén in vitro, las atenciones culturales y
las condiciones climaticas (Park et al., 2009). En este sentido, Kowalski et al. (2006)
sefialaron que condiciones fisiol6gicas favorables de las plantas durante las fases de
cultivo in vitro repercutieron en las fases posteriores del proceso de produccion de

semilla de papa en casa de cultivo.

Al respecto, Hazarika, (2006) sefalaron la influencia del estado de desarrollo de las
plantas in vitro en su posterior aclimatizacion en casa de cultivo. Estos autores
demostraron que plantas de mayor altura presentaron mayor supervivencia y
crecimiento en la casa de cultivo con respecto a las plantas de menor altura. Los
estudios de Igarza et al. (2013) demostraron que la calidad de las plantas in vitro tiene
influencia sobre el desarrollo de las plantas ex vitro al utilizar plantas de papa de la

variedad Andinita propagadas en sistemas de inmersion temporal.

En este estudio la supervivencia de las plantas obtenidas in vitro de las variedades

cubanas de papa fue alta por el empleo de plantas morfolégicamente adecuadas.



Resultados similares obtuvieron Jiménez-Terry et al. (2010), durante la obtencién de
minitubérculos de papa de la variedad ‘Desirée’ con el 97.8% de supervivencia de
plantas en casa de cultivo con sustrato zeolita con respecto a la siembra directa de las

plantas en campo.

En otros estudios Jiménez-Terry et al. (2013) obtuvieron altos porcentajes de
supervivencia cuando utilizaron materia organica como sustrato (100 y 85.0%) para la
formacion de minitubérculos de papa en la casa de cultivo a partir de plantas obtenidas
in vitro. En estas plantas se observaron los mayores valores de la tasa de crecimiento
absoluta y las mayores tasas de crecimiento relativas. Las mayores tasas de
crecimiento relativas significaron que para estos sustratos existio una produccion
similar de materia seca por masa total de la planta en la etapa de crecimiento hasta
los 45 dias de cultivo (Jiménez-Terry et al., 2013).

Las caracteristicas como el numero de pares de foliolos laterales, nUmero de pares de
interhojuelas, color predominante de la piel del tubérculo, formas del tubérculo, nos
indican que hay caracteres que describen la parte vegetativa y el tubérculo. Estas
caracteristicas sirven para diferenciar entre grupos genéticos. Los caracteres
discriminantes que tienen valores altamente significativos sirven especialmente para
identificar o diferenciar los morfotipos y subgrupos dentro de cada grupo de

accesiones.

En este estudio a través de la caracterizacion morfologica de las hojas se pueden
discriminar las variedades cubanas de papa. Se identificaron las caracteristicas
morfolégicas mas distintivas de sus hojas. Aspecto importante para la deteccion de

variaciones somaclonales en poblaciones de plantas obtenidas por cultivo in vitro.

En la literatura cientifica varios autores han descrito la influencia del numero de tallos
por planta en la formacion de estolones y por consiguiente en el mayor nimero de
tubérculos por planta (Estévez et al., 1982; Cabrera et al., 2009). Este aspecto se
puso de manifiesto en este estudio donde las variedades con mayor numero de tallos
se correspondieron con la mayor formacion de minitubérculos, a los 75 dias de cultivo.

En este sentido, los resultados de Estévez et al. (1982) en cultivos diploides de papa

mostraron correlaciones entre el rendimiento y el nimero de tallos. Al igual que



Cabrera et al. (2009), los cuales encontraron que el nimero de tallos influyo

positivamente en el rendimiento agricola de la variedad de papa Cal White.

La masa fresca del follaje de las variedades cubanas se incrementd con los dias de
cultivo (Fig. 9), lo que sugiere que los tallos presentan un mayor crecimiento vegetativo
en este momento. En primeras etapas del cultivo la mayor proporcion de asimilados se
utiliza en la generacion de hojas y crecimiento del tallo y no en el llenado de los
tubérculos (Gawronska et al., 1990). Al respecto, Moreno et al. (2013) plantean que
durante la fase de crecimiento vegetativo los fotoasimilados no son distribuidos hacia
los tubérculos, lo cual incrementa la masa fresca aérea. Similares resultados

obtuvieron Aguilar et al. (2006) en las variedades de papa Alpha y Milagros.

Entre las cuatro variedades de estudio, la variedad Yuya alcanz6 los mayores valores
de masa fresca en todos los momentos de evaluacion. Esta mostré mayor desarrollo
del follaje y alcanzaron mayor altura los tallos tallo en la etapa de crecimiento
vegetativo. Por ello, es recomendable distancias de plantacion mayores para esta
variedad para evitar el autosombreo y la competencia de las plantas durante la

obtencién de los minitubérculos.

Después de los 75 dias de cultivo todas las variedades presentan un declive del
contenido de masa fresca del follaje causado por la senescencia de las hojas y
tallos, lo cual puede estar relacionado con el movimiento y distribucion de asimilados
en la planta y la demanda de los sitios de consumo. La mayor demanda de asimilados
se presenta en estadios iniciales en las hojas y en los tallos; pero esto cambia con el
crecimiento de los tubérculos, los que constituyen el principal sitio de almacenamiento
(Mompies et al., 2012).

La masa fresca de raices y minitubérculos inicié su incremento a partir de los 30 dias y
se increment6 con los dias de cultivo llegando al maximo valor a los 75 dias en todas
las variedades (Fig. 10), lo cual presenta una similitud con la tendencia de la masa
fresca del follaje de la planta donde presenta el maximo valor en el mismo periodo de

tiempo del cultivo (Fig. 9).



Aunque el incremento de la masa fresca de los tubérculos empieza a partir de los 30
dias, transcurre lentamente hasta los 75 dias que alcanza su maximo valor. Esto se

puede explicar por la mayor duracién en el llenado del tubérculo (Moreno et al., 2013).

La variedad Ibis present6 el maximo valor de minitubérculos por planta con un valor de
14.6 con diferencias significativas con respecto a las demas variedades de estudio
(Fig. 12). Igualmente, la variedad Ibis presenta tallos ramificados méas abiertos
permitiéndole a la planta mayor actividad fotosintética porque tiene mayor follaje
expuesto a la luz y hay una mayor eficiencia productiva y con ello una mayor cantidad
de tubérculos producidos. Por su parte, Van der Veeken et al. (2009) plantearon que
en los sistemas de produccion de semilla de papa el objetivo principal era obtener un
elevado niumero de tubérculos.

La variedad Grettel no tiene una buena produccion de tubérculos (4.1 tubérculos por
planta), debido a que su desarrollo vegetativo es muy pobre, tal vez porque esta
variedad es mas exigente las condiciones climaticas o diferentes condiciones de

plantacion (Moreno et al., 2013).

La mayor parte de los minitubérculos en cada variedad de estudio correspondié a un
calibre entre 1.6 — 2.8 cm. La produccién de tubérculos mayores es favorable para
plantaciones de papa para consumo, pero a su vez es desfavorable para la produccion
de tubérculos semilla, donde se requiere un mayor niumero de tubérculos de menor

tamafio (Van der Zaag, 1987).

Se conoce que el diametro de los tubérculos esta determinado entre otros factores por
la duracién del ciclo de cultivo de la variedad o cultivar. A medida que avanza el ciclo
vegetativo del cultivo, el rendimiento y el porcentaje de tubérculos grandes se
incrementa (lgarza et al., 2013). Algunos productores de semilla para evitar la
formacion de tubérculos muy grandes emplean practicas agronémicas como el corte
del follaje. Segun Pozo (1997), se puede obtener hasta el 100% de tubérculos para
semilla en periodos menores a 90 dias, independientemente del didmetro de semilla

usado para la plantacion.

Estos resultados indican que la variedad lbis presentd la mejor respuesta desde el
punto de vista de produccion de semilla pues logra tubérculos de pequefio tamafio

pero en mayor namero.



El contenido de masa seca entre diferentes variedades de papa permitira establecer un
criterio de seleccion de aquellos genotipos que logren tener un mayor contenido de
reserva, lo cual se traduciria en un incremento del crecimiento de las plantas y una

mayor precocidad del cultivo.

La variedad Yuya present6 los minimos valores de masa seca durante del ciclo de
crecimiento, aunque anteriormente presentd los maximos valores de masa fresca al
respecto a las demas variedades. Esto puede ser debido a una mayor acumulacion de
agua en los tejidos de la planta. El alto contenido de agua que poseen los tubérculos,
puede facilitar el ataque de insectos y microorganismos que ocasionan a menudo su
destruccion. Es por ello que se torna dificil conservar tubérculos de papa por largo

tiempo sin que se produzcan pérdidas, que a veces pueden ser de consideracion.

La produccion de materia seca total es el resultado de la eficiencia del follaje del cultivo
en la intercepcion y utilizacion de la radiacién solar disponible durante el ciclo de
crecimiento. Segun Cacace et al. (1994) valores de masa seca de los tubérculos
superiores al 20.0% constituye una caracteristica de calidad importante para la
agroindustria de la papa y esta directamente determinada por la condicién genética.
Sin embargo, esta eficiencia puede estar influenciada por la cantidad de radiacion
solar, la habilidad de las hojas para fotosintetizar, el indice de area foliar, la
arquitectura de la planta, la respiracién, entre otros, lo que se resume en factores
internos de crecimiento relacionados con el genotipo y factores externos relacionados
con el ambiente y las practicas de manejo utilizadas durante el ciclo (Mompies et al.,
2012).

Acorde a lo referido por Leiva-Mora et al. (2011), las plantas de papa obtenidas por
cultivo in vitro que tenian una mayor produccién de masa seca y area foliar
alcanzaron mayor rendimiento. Segtn Nustez et al. (2009) las plantas de papa que
tienen mayor produccién de materia seca en las etapas iniciales hasta que comienza la
tuberizacién; potencialmente pueden alcanzar mayor rendimiento si otros factores
inductores y condiciones ambientales no afectan el desarrollo normal de este

cultivo.



En este estudio implica que las variedades Grettel e Ibis tienen un mayor potencial en
la produccion de masa seca (Tabla 1) y por ende un mayor contenido de almidén en
los tubérculos. Esto concuerda con lo informado por Torres (1980), quien logré
determinar la correlacion lineal entre el contenido de masa seca de los tubérculos y el

contenido de almidoén.

La Tasa de Crecimiento Absoluta (TCA) es un indice fisiol6gico relacionado con el
crecimiento de las plantas que estima el ritmo de produccién de materia seca por

planta por unidad de tiempo (Valverde y Saenz, 1985; Nustez et al. 2009).

La determinacién de la tasa de crecimiento absoluta de acuerdo con la etapa
fisiologica del cultivo permitir4 valorar y acumulacién de materia seca por la planta
directamente relacionada con la fotosintesis. La tasa de crecimiento absoluta debe
evaluarse en la etapa de crecimiento del cultivo y por ello la seleccion de los
momentos en lo que se realiza la evaluaciéon, asi como las etapas fenolégicas que
representan; pueden influir en los valores de este indice fisiol6gico y su interpretacion.

Jiménez-Terry et al. (2013)

A los 60-75 dias de cultivo en las variedades Yuya, Grettel e Ibis mostraron el mayor
comportamiento de la Tasa Absoluta de Crecimiento (Fig. 14). Mompies et al., 2012,
comprob6é que en las plantaciones, se alcanzan un maximo en la superficie foliar
alrededor de los 65 dias después de la plantacién lo cual aumenta la capacidad de la

fotosintesis, momento a partir del cual comienza a declinar de forma pronunciada.

A partir de los 75 dias, todos los genotipos mostraron un pronunciado decremento
de la TAC debido al proceso de senescencia de la parte aérea de la planta lo cual
redujo captura de los radios solares y la capacidad fotosintética. La TAC indica que
entre los 75y 90 dias de cultivo la ganancia de masa seca por dia fue menor, lo que
sugiere, que la mayor acumulacion de biomasa después de los 75 dias se deberia a la
remobilizacién de carbohidratos de otras estructuras de la planta (hojas, tallo) hacia los
tubérculos, lo que ocasiona la senescencia precoz del follaje (Leiva-Mora et al., 2006)

Las cuatro variedades se clasifican segun el Descriptor morfolégico de Huaméan (2007)
como muy precoces porque la madurez del follaje se presenta antes de los 90 dias
después de la plantacién. A los 90 dias se observo la senescencia del 80% de las

plantas.



La tasa relativa de crecimiento (TCR) indica la acumulacion de biomasa presente,
por unidad de biomasa producida, por unidad de tiempo. La TCR inicialmente
present6 valores altos debido a una mayor extension del follaje en la etapa de
crecimiento vegetativo, los cuales fueron disminuyendo con la edad la cual se debe en
parte al aumento gradual de tejidos no asimilatorios (Maldonado, 1993; Jarma et al.,
1994). Por su parte, Lynch y Rowberry (1977), realizaron un andlisis de crecimiento de
la variedad de papa Russet Burbank en Guelph y obtuvieron resultados similares en el
comportamiento de la TRC, donde decrece con el tiempo y alcanza un valor igual a

cero.



Conclusiones



CONCLUSIONES

1. Se determiné que la variedad Yuya e |bis mostraron la mejor respuesta in vitro
con altos porcentajes de supervivencia de los meristemos, mayores valores de
plantas con caracteristicas morfolégicas adecuadas y altos coeficientes de

multiplicacién.

2. Se determind que la variedad Ibis fue la de mayor potencial productivo en la
obtencion de semilla original de papa, con altos valores de TCR y TCA durante

el desarrollo vegetativo y tuberizacién de las plantas.



Recomendaciones



RECOMENDACIONES

e Proponer la variedad Ibis para el esquema de produccién de semilla nacional

de papa por medios biotecnoldgicos y evaluar su respuesta en campo.

e Evaluar los minitubérculos (semilla original) obtenidos en condiciones de campo

para la obtencion de las demds categorias de semilla.
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