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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo el desarrollo de un sistema semi-automatizado para la
produccion de microtubérculos de papa sobre la base de lograr un incremento en el nimero
de microtubérculos por planta y la calidad de los mismos. Al compararse dos métodos de
cultivo en medios liquidos: el control semicontinuo del nivel del medio y la inmersién temporal,
los resultados mostraron que en el primer método se observé la presencia de moderados
sintomas de hiperhidricidad. Se obtuvo 1,80 microtubérculos por planta de la variedad
Atlantic, valor superado en la inmersién temporal (2,93) donde el proceso ocurrié con mayor
calidad, siendo este método de cultivo el méas adecuado para la produccion de
microtubérculos. Respecto a la metodologia convencional en medio semisélido empleada
como control, tanto en la fase de crecimiento de los explantes como en la tuberizacion, los
mejores resultados se obtuvieron con la inmersion temporal en las variedades evaluadas. Se
logré mas del 60,00% de microtubérculos con calibre mayor que 7,00 mm en la variedad
Desirée y més del 70,00% en la variedad Atlantic, mientras que en el control fue de solo un
15,00 y 41,90% respectivamente. Factores como la densidad de in6culo y el tiempo de
inmersion tienen notable importancia en la calidad del proceso de microtuberizacién como
muestran los resultados. Con 60 explantes el nimero de microtubérculos por sistema fue
menor (168) en relacién al tratamiento con 90 esquejes (234), sin embargo el 23,1% de estos,
corresponde a microtubérculos deformados con menor peso fresco y diametro. Se demostré
gue tiempos cortos de inmersion (dos minutos) favorecen la microtuberizacion, lograndose
una mayor calidad en los microtubérculos obtenidos expresada en el calibre promedio con un
valor de 10,13 mm en relacién a 7,33 mm obtenido con 30 minutos de inmersién y en el peso
fresco promedio con un valor de 0,90 g respecto a 0,50 g. Sobre la base de los resultados
obtenidos se realizé a mayor escala la produccion en frascos de 10,0 L, en los cuales se
obtuvo un promedio de 2,60 microtubérculos por planta, con promedios en el peso fresco de
1,30 g y didmetro de 11,00 mm para la variedad Atlantic. Estos valores posibilitaron la
siembra directa en campo de los microtubérculos mostrando un comportamiento superior a
las vitroplantas respecto al peso total de los microtubérculos por planta con valores de 310,30
y 146,60 g y similar comportamiento en cuanto al diametro con valores de 42,20 y 31,40 mm
respectivamente, no se presenté diferencias estadisticas en el nUmero de minitubérculos por
planta. Los resultados obtenidos demuestran la factibilidad del empleo de la inmersién
temporal en la produccion de semilla original de papa, la cual puede ser combinada con los

actuales métodos de propagacion in vitro.
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1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) introducida de América en Europa en el siglo XVI y luego
diseminada por el mundo, ocupa el sexto lugar en América Latina entre los cultivos
alimenticios en términos de produccién total, después del maiz, yuca, trigo, arroz y platanos y
el octavo lugar con respecto a las areas cultivadas después de los mismos productos,
incluyendo ademas el sorgo vy el frijol (Herrera, 1992). Es reconocida por su alta productividad
y valor nutritivo, dados por la produccion de energia y proteinas por unidad de tiempo y
superficie (Estrada, 2000).

En Cuba, se invierten anualmente en este cultivo alrededor de 10 millones de délares en la
compra de semilla a Holanda y Canadéa (Pérez y Suérez, 1998), con el riesgo de la
introduccidn de agentes patdégenos e insectos que existen inevitablemente en toda
importacion de grandes volimenes de materiales de siembra (Pérez y Rodriguez, 1989).
Precisamente por estas razones, desde hace varios afios, instituciones cientificas y
productivas vienen desarrollando grandes esfuerzos por implementar un programa integral de

produccion nacional de semilla de papa.

Este programa contempla la produccién de semilla en sus diferentes categorias lo cual
garantiza la calidad genética y fitosanitaria, otorgandole un peso fundamental a la fase de

producciéon de semilla original (Pérez y Suarez, 1998).

Debido a que los métodos convencionales no garantizan la disminucién de las enfermedades
gue afectan al cultivo de la papa, la produccién de microtubérculos (Wang y Hu, 1980) y
vitroplantas (Espinoza et al., 1992) se han convertido en las vias mas eficientes para la

propagacion de este cultivo.

Para las condiciones de Cuba, la produccién de microtubérculos representa una via
alternativa para la obtencion de semilla original ante algunas limitantes que tiene la
produccion de vitroplantas. Los microtubérculos se pueden producir sin tener en cuenta la
época del afo, ni la demanda del mercado y ser almacenados durante meses sin perder su
potencialidad, facilitando la comercializacion y el intercambio de germoplasma, asi como la

mecanizacion para su plantacion (Agramonte, 1999).

Hasta el presente, la microtuberizacion en medios de cultivo semisélidos se ha caracterizado
por una baja produccién de microtubérculos por vitroplanta y el pequefio tamafio de los

mismos, factores que limitan la plantacion directa en condiciones de campo, constituyendo



éste su principal problema (Jiménez et al., 1999). Internacionalmente se han desarrollado
varias estrategias con el fin de reducir estas desventajas entre las cuales se encuentran las
modificaciones en la composicion del medio de cultivo como es el contenido de sacarosa y el
uso de reguladores de crecimiento (Estrada et al., 1986; Harvey et al., 1991; Leclerc et al.,
1994); la manipulacién de las condiciones de cultivo como la temperatura, la luz y el
fotoperiodo (Menzel, 1995; Levy et al., 1993; Seabrook et al., 1993) y el uso de medios de
cultivo liquidos en agitacion o biorreactores (Akita y Takayama, 1994ay b; Avila et al., 1996;
Zivy Shemesh, 1996).

Autores como Preil (1991), Ziv (1991, 1995) sugieren el empleo de biorreactores para la
micropropagacion de plantas via organogénesis o embriogénesis somatica. Segun Ziv (1995)
los biorreactores facilitan la automatizacion, ya que permiten un mayor control interno de los
parametros fisico-quimicos, aungque su uso en la propagacion masiva implica un alto costo de

inversion y mantenimiento del equipo, incrementando el costo por propagulo.

Se han desarrollado sistemas semi-automatizados basados en la inmersion temporal asi
como biorreactores con y sin ventilacion forzada para la produccién de microtubérculos con el
objetivo de incrementar el rendimiento por planta y la calidad de los mismos (Akita y
Takayama, 1994ay b; Zivy Shemesh, 1996; Ziv et al., 1998; Akita y Ohta, 1998; Teisson y
Alvard, 1999; Yu et al., 2000).

Los sistemas de inmersion temporal basados en el contacto intermitente con los explantes
constituyen una tecnologia méas accesible y permiten una mayor facilidad para el desarrollo
de los procesos a gran escala y el aumento de la productividad del material propagado, lo que
significa una reduccion en los costos de produccion (Aitken-Christie, 1991; Escalona, 1999;
Lorenzo et al., 1998; Ventura et al., 1998). Estos han sido disefiados de varios tamafios y
formas, con el uso 0 no de soportes para las plantas, forma y frecuencia de aplicacion de los
nutrientes entre otras especificaciones que los diferencian en el manejo y el costo (Escalona,
1999).

Parametros como el tiempo de inmersion de los explantes y variables como la densidad de
in6culo requieren gran atencion en el proceso de micropropagacion en los sistemas de
inmersion temporal. Esta optimizacion pudiera provocar mayores rendimientos biolégicos a

través de una mejor respuesta morfologica.



Teniendo en cuenta la problematica anteriormente expuesta es que se proponen en el

presente trabajo los siguientes objetivos:

1. Comparar el efecto de dos métodos de cultivo en medios liquidos, el control semicontinuo
del nivel del medio de cultivo y la inmersién temporal, en la producciéon de microtubérculos de

papa de la variedad Atlantic.

2. Estudiar el efecto de la inmersion temporal en las fases de crecimiento de los explantes y

microtuberizacién, en las variedades Desirée y Atlantic.

3. Evaluar el comportamiento en condiciones de campo de los microtubérculos de la

variedad Atlantic, producidos en los sistemas de inmersion temporal.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. La papa. Generalidades.
2.1.1. Origen y distribucion.

La papa es originaria de la Cordillera de los Andes, en América del Sur y a pesar de que no
existe ningun documento especifico de la ruta de su introduccion en Europa, al parecer
sucedié en 1570 segun Hawkes (1990). Desde Espafia, fue llevada a Italia, luego a Inglaterra
en 1586 y después a Alemania en 1601. Clusius, botanico belga, estando en Viena en 1588,
recibi6 dos tubérculos; al afio siguiente recibié una acuarela, la primera representacion

pictérica de la planta en el viejo mundo (Brown, 1995).

Debido a su adaptacién a periodos diurnos cortos, las papas introducidas tuberizaban
tardiamente y solo producian pequefios tubérculos en ambientes con periodos diurnos
excepcionalmente largos, libres de heladas. Consecuentemente, por muchos afios, el
potencial de la papa como cultivo comestible no fue muy destacado y fue vista mas bien

corno una novedad botanica (Hawkes, 1990).

Su introduccién en Cuba fue a finales del siglo XVIIl y en 1920 se produjo un verdadero auge
debido al establecimiento de aranceles a la importacion. Comenz6 a ser plantada en Pinar del
Rio, Matanzas, Camagiey y en Guantdnamo. Actualmente, la papa se produce
practicamente a nivel del mar, en areas llanas y en una sola época del afio, 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 la actualidad se emplean 16 variedades comerciales forAneas mayormente holandesas y
se trabaja en el desarrollo de variedades cubanas. La mayor cantidad de area sembrada se

concentra en la region occidental de la Isla con el 55% (ALAP, 2000).
2.1.2. Ubicacién taxondémica y diversidad genética.

Las extensas recolecciones de los Gltimos cincuenta afios han permitido la elaboracién de un
cuerpo considerable de conocimiento biosistémico. Taxonoémicamente las especies tuberosas
han sido clasificadas por su morfologia, poliploidia y localizacion geogréafica y representan

una serie de poliploides que van de diploides a hexaploides.

La papa es una planta dicotiledénea, herbacea anual potencialmente perenne por su
capacidad de reproduccion por tubérculos. Su ubicacion taxonémica segin Cronquist (1988)

es la siguiente:



Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub clase: Asteridae
Orden: Gentianales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: Solanum tuberosum

Se conoce que ocho especies de papa son cultivadas y aproximadamente 200 especies
silvestres estan distribuidas desde el suroeste de Estados Unidos hasta Chile y Argentina en
Sudamérica (Brown, 1995). Entre las especies cultivadas se incluyen diploides, triploides,

tetraploides (S. tuberosum spp. tuberosum y S. tuberosum spp. andigena) y pentaploides.
2.1.3. Variedades horticolas Desirée y Atlantic.

En Cuba se han plantado diferentes variedades horticolas, entre estas tenemos las

variedades Desirée y Atlantic, descritas por Barclay (1997) en el Catalogo de variedades de
papa.

Variedad Desirée

Origen genético: Urgenta x Depesche, obtenida en 1962. Los tubérculos son grandes, forma
larga ovalada de coloracién parda, ojos superficiales y pulpa amarilla ligera. La planta es
vigorosa, desarrolla rdpidamente el follaje y cubre pronto el campo y el rendimiento es alto
pero produce una alta proporcién de tubérculos deformados. Tiene muy buena resistencia a
la sequia, moderadamente susceptible al Tizén tardio y al Enrollamiento de la hoja,
susceptible a la Costra comun, frente a Alternaria solani muestra buena resistencia con
desarrollo lento de la enfermedad y bastante resistente al PVY. Tiene buenas caracteristicas

para el almacenamiento con corto reposo vegetativo.
Variedad Atlantic

Origen genético: Wauseon x B5141-6, obtenida en 1976. Los tubérculos son de forma
ovalada a redondos con ojos superficiales, la piel es amarillenta, firme y algo aspera, la pulpa
es blanca y tiende a producir tubérculos muy grandes. La planta es de tamafio mediano a

grande, erecta, de hojas grandes, con un rendimiento alto y una baja proporcion de



tubérculos con grietas, heridas y deformaciones. Es resistente a la cepa 0 del Tizén tardio y a
la Necrosis reticular de los tubérculos, frente a Alternaria solani muestra buena resistencia
con desarrollo lento de la enfermedad. En lo que respecta al almacenamiento tiene muy

buenas cualidades, mantiene buen color y con un reposo vegetativo mediano.
2.1.4. Importancia econémica del cultivo.

La produccion anual de la papa representa aproximadamente la mitad de la produccion
mundial de todos los tubérculos, tanto de origen caulinar como radicular. El producto llega a
mas de mil millones de consumidores de todo el mundo, dentro de este total, figuran 500
millones de consumidores de los paises en vias de desarrollo, cuya dieta basica incluye la

papa (Contreras, 1999).

En la actualidad la producciéon mundial anual suma 275 millones de toneladas y cubre 18
millones de hectareas. 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 veinte afios después han aumentado su contribucion
hasta el 30%. Como consecuencia la papa se esta convirtiendo en una fuente cada vez mas
importante de alimento, empleo rural y de ingreso para la creciente poblacién de los paises

en desarrollo (Lorence, 1997).

La gran importancia econémica de la papa se basa en su elevada capacidad de produccion
de sustancias alimenticias por unidad de superficie que es tres veces mayor que en los
cereales, ofreciendo posibilidades de consumo, bien sea como alimento directo para el
hombre y el ganado o como materia prima en destilerias, fabricas de fécula o en la
produccion de derivados. Ademas la papa es un cultivo de periodo vegetativo corto, que posee
una gran versatilidad para ser integrada dentro de los sistemas de cultivo, por otro lado es
ampliamente adaptable, lo que le permite desarrollarse en condiciones y climas muy diversos
(Lépez et al., 1995).

La papa es un alimento saludable, nutricional y bajo en grasa, que suple muchos de los
nutrientes importantes de la dieta. Contiene aproximadamente 78% de agua, 22% de materia
seca y menos del 1% de grasa. Cerca del 82% de la materia seca son carbohidratos, como el
almidoén, no obstante algunos azlcares estan presentes en pequefas cantidades. Este cultivo
contiene 11% de proteina por peso seco, por lo menos 12 vitaminas esenciales y minerales,

como la tiamina, el hierro, el acido félico y algunas fibras (Shaupmeyer, 1997).

2.2. Produccion de la semilla de papa.



En las Ultimas dos décadas la produccién de semilla de papa en Latinoamérica ha
experimentado notables avances gracias al desarrollo de los métodos de multiplicacion rapida
y en las técnicas de eliminacion de patégenos por medio del cultivo de meristemos y la
termoterapia (Bernal, 1997). Paralelamente se desarrollaron métodos serologicos y de
hibridacion de acidos nucleicos para la deteccién de patégenos, especialmente de los virus y
viroides que por su presencia sistémica en la planta se difunden facilmente por la
multiplicacién vegetativa. Estos métodos se difundieron ampliamente en América Latina
mediante un intensivo programa de capacitacion auspiciado por el Centro Internacional de la
Papa. Desde 1972 hasta 1992 varios paises tomaron la decisién de reducir sus importaciones
de semilla con la finalidad de ahorrar divisas y otros no importadores decidieron mejorar la

calidad de su semilla (Ezeta, 1999).

En Cuba la semilla de papa de alta calidad que actualmente se produce, es todavia
insuficiente para satisfacer las necesidades de plantacién. La mayor parte de la semilla de
papa que se utiliza para cubrir el area que se destina para este cultivo, es importada de

Canada y Europa (Pérez y Suarez, 1998).

Actualmente la semilla se produce a partir del material in vitro y se reproduce bajo el sistema
oficial de certificacion de semillas con cuatro categorias. El Programa Nacional de Produccién
de Semilla prevee aumentarla paulatinamente en los préximos afios hasta llevarla a satisfacer
el 30% de la necesidad (ALAP, 2000).

Es uno de los cultivos con mas requerimientos tecnoldgicos para producir la semilla, porque
esta expuesto al ataque de organismos patégenos y virus. El objetivo fundamental es producir
un material de siembra con alto grado de pureza varietal y de calidad fitosanitaria. El
tubérculo de la papa se considera como la semilla unitaria tradicional y su calidad refleja las
condiciones en que se ha desarrollado el cultivo incluyendo su estado fitosanitario. En
muchos paises, la imposibilidad de producir semilla basica de modo estable ha incrementado

la importacion de ésta en cantidades significativas (Lago, 1991).

La propagacién vegetativa garantiza que la constitucion genética de la variedad se mantenga
casi inalterable, pero con limitantes como la transmisién de enfermedades y los altos costos
de manipulacion (CEVIPAPA, 2001).

Entre los métodos de produccién de semilla se incluyen la seleccion clonal, la produccién de
semilla botanica y los métodos de reproduccion acelerada. Este ultimo se refiere a un

conjunto de técnicas que aumentan los coeficientes de multiplicacion de semilla basica a



niveles no alcanzados por los métodos tradicionales donde la micropropagacion juega un

papel fundamental (Lago, 1991).
2.3. Micropropagacion.

La micropropagacion fue definida como cualquier procedimiento aséptico que comprenda la
manipulacién en plantas, de érganos, tejidos o células que produzcan poblaciones de plantas
y permitan el desvio tanto del proceso sexual nhormal, como de la propagacién vegetativa no

aséptica que se practica convencionalmente (Krikorian, 1991).

La papa, como cultivo de propagacion vegetativa, es propensa a la infecciébn acumulativa por
bacterias, hongos, virus y viroides, proceso éste generalmente conocido como degeneracion,
afectando el rendimiento y la calidad comercial. Muchos investigadores hacen mencién a los
problemas de contaminacién microbiol6gica que pueden ser muy dificiles de suprimir
(Espinoza et al., 1992). Debido a los efectos drasticos causados por dichas infecciones, es
gue la aplicacion de cultivo de tejidos y las técnicas rapidas de multiplicacion en los
programas de semilla de papa, se han extendido y desarrollado muy pronto por el mundo
(Struik y Lommen, 1990).

La forma de propagacion in vitro de la papa es via yemas axilares. Esta fue descrita por Hu y
Wang (1983) como la técnica que se basa en la formacion de brotes a partir de las yemas
gue se encuentran en las axilas o primordios de las hojas, los cuales son divididos y

subcultivados repetidamente.

Ha sido demostrado para muchas especies que la micropropagacion via organogénesis
mediante la formacion de yemas axilares, es el método mas empleado en la propagacion
comercial y el mas confiable para lograr un proceso de proliferacion repetible, sin alteraciones
genéticas y libre de agentes contaminantes de caracter patégeno o endofitico (Orellana,
1998). Su principal desventaja radica en la laboriosidad del proceso lo cual implica altos
costos por mano de obra, los bajos coeficientes de multiplicacion en comparacion con otros
sistemas y la escasa posibilidad de automatizacion del proceso productivo (Kozai et al.,
1997).

Kitto (1997) plantea que la micropropagacién es una industria joven con un excelente futuro,
pero su incremento dependera del desarrollo de nuevas técnicas para la automatizacion de

los procesos y del mejoramiento de los sistemas de aclimatizacién de las plantas.
2.3.1. Métodos de micropropagacién empleados en la produccién de semilla de papa.

2.3.1.1. Produccion de vitroplantas.



La produccion de vitroplantas ha alcanzado un gran auge en el mundo y es empleado por
muchos paises en sus programas hacionales para la produccién total o parcial de semilla.
Este método constituye la mayor aplicacion del cultivo de tejidos, siendo las tecnologias de

propagacion via organogénesis las mas empleadas para tales fines (Pérez et al., 2000).

En el concepto actual el proceso de micropropagacion consta de cinco fases desde la 0 hasta
la IV. La fase preparativa (0) comprende la seleccion de plantas madres y algunos
pretratamientos, en la fase de iniciacion (l) se logra el establecimiento de cultivos axénicos y
fisiol6gicamente vigorosos con los que se inicia la multiplicacion (Fase Il). Esta fase
comprende la multiplicacion de las plantas a través de microesquejes en medios de cultivo
semisolidos (Espinoza et al., 1992) o en estado fisico liquido en agitacion (Estrada et al.,
1986). El crecimiento de los explantes ocurre bajo condiciones de fotoperiodo de 16 horas
luz, condicién indispensable para mantener el estado juvenil y por consiguiente su continua
multiplicacién durante periodos relativamente largos (Agramonte, 1999). En esta fase la
concentracion de sacarosa fluctia entre un 2,0 y 3,0% y se emplean reguladores del
crecimiento como el &cido giberélico, acido naftalenacético, 6-bencilaminopurina, kinetina,
ancimidol, paclobutrazol, que aunque el uso de estos ultimos no es muy frecuente, han sido
sefialados por Estrada et al. (1986), Ziv y Shemesh (1996), Ziv et al. (1998). Para el
enraizamiento (Fase lll), el manejo de los explantes es similar a la fase de multiplicacion,
incrementandose los niveles de sacarosa y la intensidad luminosa con el objetivo de estimular
el fortalecimiento de las vitroplantas, que seran posteriormente transplantadas a ambientes
exteriores. Este proceso concluye con la fase de adaptacion (IV) a las condiciones

ambientales de las plantas cultivadas in vitro.

Otros autores como Miyashita et al. (1996); Heo y Kozai (1999) han descrito sistemas de
micropropagacion de plantas completamente autotrofico con una alta intensidad luminosa y
enriguecido en CO, sin la utilizacion de la sacarosa. Estos mismos autores plantean ademas,
gue estos sistemas pueden reducir los costos de micropropagacién, lograr un incremento en
el crecimiento y en la supervivencia de los explantes, asi como prevenir el crecimiento de los

microorganismos.

Las vitroplantas al ser incubadas en condiciones favorables a la tuberizacién, producen
microtubérculos, los cuales segln Yu et al. (2000) son considerados propagulos ideales para

la produccion de semilla de alta calidad.



2.3.1.2. Produccién de microtubérculos.

La produccién de microtubérculos surgié como una alternativa a los métodos de produccion
de semilla y ha sido ampliamente estudiada siendo posible la producciéon de grandes
volimenes de propagulos en pequefios ambientes (Rosell et al., 1987; Ranalli et al., 1994,
Duplessis et al., 2000).

Segun Lago (1991) los microtubérculos ofrecen grandes ventajas, como son la posibilidad de
producirse en cualquier época del afio, almacenarlos en pequefios espacios, sirven de
material de partida para programas que carecen de infraestructura adecuada y de experiencia
en cultivo de tejidos, permiten un escalonamiento de la produccién pues pueden utilizarse en
siembras tempranas en campo. Autores como Yamamoto y Nakata (1997) consideran que los
microtubérculos se han convertido en el material mas importante para el intercambio
internacional de germoplasma y otros como McCown y Joyce (1991) y Belletti et al. (1994) les
atribuyen mayor fortaleza que otros propagulos como los microesquejes, mayor facilidad de

manejo, almacenamiento y factibilidad para la plantacion automatizada.

Otros investigadores como Ezeta (1999) y Struik y Lommen (1990) reportan que las
dificultades en el manejo, almacenamiento y brotacién han sido limitantes para el uso practico
de esta metodologia debido a los pequefios calibres, aproximadamente de 2,0 a 10,0 mm.
Los microtubérculos son muy susceptibles a la deshidratacion durante el almacenamiento y

son adem@s dificiles de brotar aun utilizando sustancias quimicas estimulantes.

Para que los métodos de produccién conviertan a los microtubérculos en un propagulo
admisible para la comercializacion, el peso fresco promedio minimo requerido de los mismos
debe ser de 0,5 g (Struik y Lommen, 1990; Lommen y Struik, 1994). Muchos sistemas han
producido microtubérculos con un peso fresco promedio por debajo de 0,5 g (Tovar et al.,
1985; Rosell et al., 1987; Seabrook et al., 1993) y pocos sistemas destacan microtubérculos
con un peso fresco promedio superior a 0,5 g, pero menor que 1,0 g (Akita y Takayama,
1994a; Leclerc et al., 1994; Oka y Sluis, 1996).

La cosecha de los microtubérculos se puede realizar en area aséptica o al aire libre con un
posterior tratamiento con desinfectantes. Luego son separados por tamafio en: menores de
4,0 mm, de 4,0-6,0 mm y mayores de 6,0 mm (Tovar et al., 1985) y son colocados en un lugar

con buena ventilacién durante seis o siete dias para que subericen.

2.3.1.3. Produccién de minitubérculos.



Ambos métodos de propagacion pueden llevar a una tercera variante que es la produccion de
minitubérculos. Esta se realiza en ambientes protegidos por malla antiafido o directamente en
campo y este producto que proviene de los microtubérculos o vitroplantas recibe la

denominacion de semilla original (Agramonte, 1999).

Este modelo ha sufrido diversas modificaciones resultantes de desarrollos tecnolégicos o de
la necesidad de ajustarlo a situaciones particulares a cada centro de produccion. Algunas de
estas modificaciones han contribuido a mejorar la calidad y eficiencia del modelo. Otras, sin
embargo, han aumentado el riesgo de contaminacion o disminuido la eficiencia productiva. La
primera variacion fue el empleo de vitroplantas, en lugar de esquejes enraizados para la
produccion de minitubérculos. Esta innovacion fue posible gracias al desarrollo de
metodologias de laboratorio que facilitaron la produccion masiva de plantulas a partir de

secciones de tallo en el medio de cultivo (Ezeta, 1999).

Otra modificacién sustancial al modelo ha sido el transplante directo al campo de las
vitroplantas (Agramonte, 1999). Estas pasan por un periodo de adaptacion en ambientes
protegidos de la radiacién solar directa, donde son transplantadas en sustratos que permiten
el desarrollo radicular y aclimatizacion de la plantas antes del transplante definitivo al campo.
Este método ha sido probado en varios paises pero la mayoria de ellos lo han abandonado
por las dificultades en el manejo de las vitroplantas, la baja tasa de sobrevivencia y el alto

costo.

Quantum Tubers Corporation (2000) sefiala que el cultivo intensivo de plantas en condiciones
estériles provoca un ahorro en el tiempo y en el costo de produccion, al mismo tiempo que
disminuye la degeneracion que se produce al plantar variedades nuevas y existentes en la
produccion. Los minitubérculos producidos y comercializados por esta compafiia pueden ser
plantados directamente en campo con una viabilidad del 95% y con requerimientos minimos

para el cultivo de tejidos.

Los minitubérculos son faciles de almacenar, uniformes en el tamafio y econémicos, ademas
de romper la dormancia de igual manera que cualquier tubérculo de mayor tamafio. Estos al
ser plantados en campo producen plantas fuertes con altos rendimientos (DokaGene

Technologies Company, 2001).

La alta capacidad productiva de minitubérculos por unidad de superficie estd dada por el
estado juvenil del material in vitro. Los rendimientos se sitdan entre 300 y 800 tubérculos por
m? y se pueden obtener hasta tres cosechas por afio, sin embargo, la produccién masiva de

vitroplantas requiere de instalaciones apropiadas y de personal calificado (Ezeta, 1999).



Segun Yu et al. (2000) el tamafio de los minitubérculos destinados a la plantacion directa en
campo tiene un efecto importante en el desarrollo del cultivo. Estudios realizados a
minitubérculos (Lommen y Struik, 1994) y a microtubérculos (Haverkort et al., 1991)
mostraron que los tubérculos mas pequefios emergieron mas lento, con menor uniformidad y

rendimiento que las plantas establecidas de tubérculos de semilla convencional.
2.3.2. Tuberizacion in vitro.

La tuberizacion in vitro o microtuberizacion en la papa es un proceso de desarrollo muy
complejo, influenciado por una amplia variedad de factores genéticos, ambientales y

fisiologicos (Villafranca et al., 1998).

El primer reporte de la tuberizacién in vitro fue publicado por Barker (1953), quien usé6 brotes
etiolados para inducir la tuberizacion en un medio de cultivo con 80 g/L™ de sacarosa (citado
por Bizarri et al., 1995). Desde entonces la utilizacion de reguladores del crecimiento a favor

de la microtuberizacion ha sido objeto de intensas investigaciones (Leclerc et al., 1994).

Para inducir la tuberizacién in vitro son varios los medios de cultivo que han sido utilizados,
en su mayoria basados en modificaciones realizadas a partir del medio de cultivo propuesto
por Murashige y Skoog (1962). No obstante, en todos ha sido un requisito fundamental la
concentracion elevada de sacarosa en el medio de cultivo (6, 8 y 9% los mas utilizados),
incluso en muchos casos se plantea que es el factor mas importante dentro del conjunto que

influye en este suceso (Agramonte, 1999; Yu et al., 2000).

Muchos cientificos han tratado de alterar el balance hormonal de la planta para favorecer a la
tuberizacién, modificando las concentraciones en el medio de cultivo de citoquininas, como el
6-BAP, la Kinetina y Zeatina (Tovar et al., 1985; Zarrabeitia et al., 1997; Gopal et al., 1998);
retardadores del crecimiento como el Cloruro de Cloro Colina (Estrada et al., 1986;
Yamamoto y Nakata, 1997) Ancymidol y Paclobutrazol (Alchanatis et al., 1994, Ziv y
Shemesh, 1996) y Acido Acetil Salicilico (L6pez-Delgado y Scott, 1997).

El medio de cultivo libre de reguladores del crecimiento ha sido ampliamente empleado (Akita
y Takayama, 1994a y b; Agramonte, 1999) y se han estudiado factores como el fotoperiodo
(Seabrook et al., 1993; Levy et al.,, 1993), la intensidad luminosa (Menzel, 1995) y la
temperatura (Akita y Takayama, 1994a) con la finalidad de favorecer el proceso de
microtuberizacién. Todos estos métodos han dado por resultado la formaciéon in vitro de

tubérculos, variando el rendimiento por vitroplanta asi como el peso de los mismos.



La respuesta a la induccion de la tuberizaciéon y el desarrollo del proceso esta fuertemente
influenciada por el genotipo (Levy et al., 1993; Zarrabeitia et al., 1997). Estrada et al. (1986)
desarrollaron investigaciones para inducir los microtubérculos en un rango amplio de
genotipos de papa. Se pudo comprobar que se indujo la formacién de tubérculos en todos los
genotipos probados. Como promedio, una de diez yemas axilares de plantas cultivadas in
vitro desarrollé estolones con pequefios tubérculos en sus extremos. Cada tubérculo peso
entre 3,0 y 38,0 mg, tenia dos o mas o0jos y expresaba, aun siendo de pequefio tamafio,

caracteres como el color y la forma.

Gopal et al. (1998) encontraron que no todos los genotipos estudiados durante la tuberizacion
formaron microtubérculos y mostraron respuestas diferentes a los tratamientos evaluados al
variar las condiciones de cultivo como el fotoperiodo, la temperatura y la presencia de
hormonas en el medio de cultivo. Zarrabeitia et al. (1997) sefialan que en estudios realizados,
los genotipos que fueron evaluados respondieron de manera positiva a la influencia del
nitrégeno, aunque no todos de igual manera y algunos genotipos favorecidos por las
condiciones de oscuridad. Anjum vy Villiers (1997) muestran las diferencias entre varios

genotipos en cuanto al tiempo requerido para la formacién de los microtubérculos.

La densidad de inoculacién reportado por Sarkar et al. (1997) es una variable de gran
importancia que influye en la propagacion masiva de tubérculos in vitro que no ha sido
investigado intensamente. Sin embargo, la necesidad de optimizar la densidad de inoculacion
para el rapido desarrollo de las plantas y lograr un aumento en la calidad del propagulo ha

sido reportado en un gran nimero de especies ( Chun et al., 1986; Mackay y Kitto, 1988).

Todavia se requieren mejoras en los métodos de produccién de microtubérculos, ya que los
sistemas mas corrientes presentan problemas con la obtencion de microtubérculos de
suficiente tamafio para ser plantados en campo (Ranalli et al., 1994), limitante que se

resolvera empleando métodos mas eficientes.
2.3.3. Empleo de medios liquidos. Ventajas y desventajas.

El empleo de los medios de cultivo en estado liquido es un aspecto primordial en la
automatizaciéon de la micropropagacion (Aitken-Christie et al., 1995; Ziv, 1995) y en el
desarrollo de técnicas para la produccién a gran escala, empleados exitosamente en
Amelanchier x grandiflora (Krueger, 1991), Spathiphyllum sp.(Simonton et al., 1991), Musa
sp. (Alvard et al., 1993; Albany, 2001), Stevia rebaudiana (Akita et al., 1994), Hevea
brasiliensis (Teisson y Alvard, 1994), Solanum tuberosum (Akita y Takayama, 1994a y b;

Jiménez et al., 1999), Ipomoea batatas (Bieniek et al., 1995), Ananas comosus (Escalona,



1999), Citrus deliciosa (Cabasson et al., 1997), Saccharum spp. (Lorenzo et al., 1998),
Gladiolus nanus (Ziv et al., 1998), Coffea arabica (Etienne-Barry et al., 1999).

Para la micropropagacion de la papa se han empleado los medios en estado liquido aunque
el estado semisdlido ha sido el mayormente empleado. Sus ventajas incluyen la facilidad de
preparacion, esterilizacion y manipulacion, mayor rapidez en la absorcion de sustancias
nutritivas y la difusion de sustancias tdxicas producidas por el metabolismo de las plantas, el
aumento de la productividad de los operarios de cabina de flujo laminar debido a que los
explantes so6lo deben ser colocados en contacto con el medio sin necesidad de manipularlos
de forma individual. Ademas el cambio en la composicién del medio puede efectuarse por
simple transferencia, brinda grandes posibilidades para la automatizacién y la reduccién de

los costos de produccién (Orellana, 1998).

Sin embargo, en condiciones estaticas provoca un efecto depresivo sobre el crecimiento del
tejido en el cultivo in vitro, ya sea por hipoxia o por hiperhidricidad (Debergh, 1983; Alvard et
al., 1993; Ziv et al., 1998). La hipoxia es causada por una baja disponibilidad de oxigeno,
necesaria para el desarrollo de los tejidos, que le produce serias afectaciones en el
crecimiento de los explantes (Orellana,1998). La hiperhidricidad, anteriormente nombrada
vitrificacion y redefinida por Debergh et al. (1992), ha sido reportada con mayor frecuencia y
es el término empleado para caracterizar las malformaciones hiperhidricas que afectan tanto
a las plantas herbaceas como las lefiosas durante su propagacion vegetativa in vitro. Es
descrita como un severo desorden fisiolégico, segun Ziv (1995) causado por la presencia de
grandes cantidades de agua residual en los espacios apoplasticos de los tejidos. Las hojas y
los tallos de las plantas hiperhidricas muestran una apariencia turgente y superficie acuosa,
sus organos son de cierto modo translicidos, menos verdes y se quiebran con facilidad
(Pigueras et al., 1998). Ha sido observado en varias especies y reportado por diferentes

autores como Krueger et al. (1991); Simonton et al. (1991); Berthouly et al. (1995).

Para evitar este problema en los medios de cultivo liguido se han hecho diferentes
propuestas. Se han desarrollado sistemas de control para alterar factores fisico- ambientales
cerca del tejido para la produccién de menor nUmero de plantas anormales como el aumento
de la aireacién mediante agitacion o burbujeo en el medio de cultivo liquido y han sido
disefiados nuevos tipos de biorreactores y sistemas semiautomatizados de cultivo liquido
basados en la inmersién parcial y temporal de los explantes (Simonton et al., 1991; Ziv y
Shemesh, 1996; Akita y Takayama, 1994ay b; Teisson et al., 1996; Yu et al., 2000).

2.4. Automatizacion de la micropropagacion.



Uno de los problemas a resolver en la produccion masiva es el alto costo de produccién de
plantas mediante el cultivo de tejidos (Levin et al., 1988). El empleo de la automatizacion
reduce los costos, el trabajo manual e incrementa los ritmos de produccion asi como una

mejora en la produccion de plantas (Aitken-Christie et al., 1995; Teisson et al., 1996).

Los costos por mano de obra, estdn comprendidos entre el 70,0 - 80,0% del costo final de las
plantas segin Wang et al. (1999). Mientras que Pérez et al. (2000) sugieren que pueden ser
calculados entre un 50,0 y 80,0%. Estos costos por mano de obra en la micropropagacion

han restringido la expansion de la industria para muchas otras especies (Ziv, 1995).

Teniendo en cuenta que los bajos ritmos de produccion obtenidos en muchas especies
aumentan los costos del proceso, algunos autores como Pérez et al. (1998) sefialan que la
eficiencia esta determinada por la etapa de multiplicacion y su parametro fundamental es el
coeficiente de multiplicacion; indicando que por cada unidad de aumento en el mismo,
disminuyen los costos en un 10%, mientras que Zimmerman y Debergh (1991) (citados por
Pérez et al., 2000) plantearon que un 10% de aumento en los coeficientes de multiplicacién

disminuyen los costos totales en un 3,0%.

La micropropagacion automatizada en biorreactores puede ser una opcion para la
micropropagacion masiva de plantas via organogénesis o embriogénesis soméatica (Preil,
1991 y Leathers et al., 1995) ya que tienen la posibilidad de producir grandes volimenes de
plantas y mayor facilidad de escalado, los brotes estdn siempre en contacto con el medio de
cultivo y por tanto la absorcion de nutrientes y la tasa de crecimiento se ven estimulados y
estan disefiados con un sistema computarizado que brindan las maximas oportunidades para

el monitoreo y el control de las condiciones microambientales (Jiménez y de Feria, 1998).

El empleo de los biorreactores fue reportado por primera vez en la producciébn masiva de
brotes de Begonias por Takayama y Mizawa en 1981. Desde entonces se han empleado para

la produccion de brotes, bulbos, microtubérculos y cormos de varias especies.

Aitken-Christie y Davies (1988) disefiaron un sistema semi-automatizado en el cual los brotes
de pino se cultivaron en recipientes de policarbonato. Los brotes se desarrollaron en medio
solidificado con agar. La adicion y eliminacion de los nutrientes se controlaron por bombas

peristalticas y un reloj de tiempo programable.

Otro sistema automético fue desarrollado por Weather et al. (1988) basado en la aspersién
del medio de cultivo nombrado “Mistifier”. Este sistema consistié en la aplicaciéon de una

niebla fina de nutrientes, la cual se produjo por un transductor ultrasénico sumergido. Los



tejidos asperjados crecieron sobre un soporte poroso que facilité el drenaje del exceso de

medio de cultivo.

En 1988, Levin et al. describieron un proceso integral de micropropagacion con el empleo de
biorreactores hasta la plantacién en el suelo. Los brotes son separados y distribuidos a
recipientes de cultivo automaticamente por un bioprocesador y enraizados para luego ser
transplantados de forma mecanizada. Segun estos autores, el sistema fue aplicado
exitosamente en 14 especies, tanto para la produccién de plantas, como bulbos,
microtubérculos, lograndose reducir los costos en un 60% comparado con los métodos

convencionales de cultivo de tejidos.

Un modelo de biorreactor con aireacion y sin agitacion mecéanica fue empleado por Akita et al.
(1994) para la propagacion de brotes miltiples de Stevia rebaudiana. Con ello se logré un
rendimiento total de 64,6 Kg de brotes a partir de 460 g de in6culo. Recientemente, Akita y
Ohta (1996) disefiaron un modelo de biorreactor de 10 L de capacidad con un cilindro

rotatorio central para la propagacion de cormos de Colocasia esculenta.

Los problemas actuales de los sistemas automatizados para la organogénesis estan dados
principalmente por la hiperhidricidad y el desarrollo anormal de las plantas en medios liquidos
asi como el elevado capital necesario para la inversién (alto costo de los equipos) y los altos
costos de mantenimiento (Jiménez, 2001).

2.4.1. Sistemas de Inmersion Temporal.

Otros recipientes mas baratos han sido desarrollados basados en la adicion y remocién del
medio de cultivo liquido evitando en gran medida los problemas de hiperhidricidad. Aunque
muchos han sido nombrados “biorreactores”, no cumplen con tal definicibn por no estar
equipados para la medicion y el control de los pardmetros ambientales (Jiménez y de Feria,
1998).

Esta técnica se desarroll6 con los objetivos de reducir los problemas de asfixia e
hiperhidricidad, los dafios mecanicos, la complejidad del equipamiento asi como lograr un
aumento en la eficiencia de la micropropagacion dado por el incremento de los ritmos de
produccion y la calidad de los propagulos (Alvard et al., 1993; Teisson y Alvard, 1994;
Escalona, 1999). El sistema provee a todos los explantes de un contacto con el medio de
cultivo durante un periodo de tiempo muy corto con una determinada frecuencia diaria.

Ademds es de facil manejo y uso.



En los sistemas de inmersion temporal, intervienen una serie de factores que posibilitan una
mejor respuesta fisioldgica logrando mayor eficiencia en el cultivo con respecto a los medios
estaticos. La duracion del tiempo de inmersion tiene gran importancia tanto para la
asimilacién de los nutrientes como para controlar la hiperhidricidad que puede aparecer en los
explantes desarrollados en medios liquidos controlando asi la atmdsfera interna del vaso de
cultivo (Escalona, 1999).

Este factor ha sufrido muchas variaciones en dependencia del cultivo, variedad y el método
de propagacion que se emplee. Ha sido observado en la microtuberizacion de la papa que
tiempos de inmersion largos (1 hora) han favorecido el proceso (Akita y Takayama, 1994b),
mientras que para otras especies como el café, la pifia, el banano, tiempos de corta duracion
favorecen el desarrollo del cultivo (Etienne et al., 1997; Cabasson et al., 1997; Etienne-Barry
et al., 1999). Es de interés ademas la frecuencia de las inmersiones, encontrandose también
variedad de respuestas ante el aumento o la disminucién de las frecuencias en el dia en las

especies antes sefialadas.

En 1983, Harris y Mason describieron un sistema en el que se combind la aireacion y el
medio liquido en Vitis vinifera, con 30 seg. de inmersion cada 30 seg. A partir de entonces
numerosos sistemas empleando el principio de la inmersién temporal han sido desarrollados.
El sistema descrito por Tisserat y Vandercook (1985), consiste en una camara de cultivo para
el crecimiento de las plantas con entrada y salida para los nutrientes, los cuales fueron
bombeados por una bomba peristaltica entre 5-10 minutos cada 12 horas y el sistema fue
controlado por un microcomputador. Krueger et al. (1991) reportan un incremento en el
ndamero, peso y tamafo de los brotes de Amelanchier x grandiflora sometidos al contacto
intermitente durante 5 minutos cada 30 o 60 minutos, con el medio de cultivo en frascos de 7

litros de capacidad. Observo el fenébmeno de hiperhidricidad al emplear la menor frecuencia.

Otros sistemas fueron desarrollados empleando unidades de filtracibn comerciales Nalgene,
las cuales fueron modificadas conectando el compartimiento inferior con el superior a través
de un tubo de vidrio y colocando un disco poroso en el fondo del compartimiento superior
para impedir que los callos, embriones o tejidos fueran a la parte inferior. Al aplicar una
presion de aire en la parte inferior se hace subir el medio de cultivo que bafa periédicamente
los explantes, de acuerdo a un programa predeterminado que es controlado mediante un

programador y valvulas solenoides (Teisson y Alvard, 1994).

Los recipientes de inmersidn temporal comercialmente denominados RITA fueron disefiados

en el laboratorio Biotrop del CIRAD en Montpellier a partir de este principio (Teisson et al.,



1996) y han sido utilizados exitosamente en bananos, citricos, café, pifia, arbol de caucho; en
diferentes sistemas de multiplicacién (proliferacién de meristemos, cultivo de microestacas,
desarrollo de embriones a partir de callos, germinaciéon y conversion de embriones
somaticos), principalmente para procesos embriogénicos pues para la organogénesis se

requiere de recipientes de mayor tamafio y mas baratos.
2.4.2. Produccién de microtubérculos de papa en sistemas automatizados.

Un biorreactor simple fue desarrollado por Akita y Takayama (1988) para la propagacion
masiva de microtubérculos de papa con una metodologia similar a la utilizada por Estrada et
al. (1986) con agitacion en medio liquido. Este proceso ocurrié en dos fases: primeramente el
crecimiento del cultivo de brotes y luego la manipulacion de factores fisicos, microambientales
y quimicos para la induccion de la formacién de microtubérculos. Determinaron que las
respuestas en relacion a la tuberizacion son diferentes en cultivos estéticos y en el

biorreactor.

Estos autores en 1994a desarrollaron un esquema para la micropropagacién masiva con el
empleo de un vaso de biorreactor. En las dos fases que se desarroll el proceso los explantes
se mantuvieron inmersos en el medio de cultivo con aireacion y se observé la formacion de
tubérculos en las partes aéreas, es decir por encima del nivel del medio de cultivo. En el
mismo afo (1994b) emplearon un sistema de control semicontinuo del nivel del medio. En la
induccién y desarrollo de los microtubérculos transfirieron el medio del vaso de reserva al
vaso de cultivo cada seis horas retirandolo a la hora, permitiendo que todos los explantes

fueran sumergidos completamente a intervalos.

Un sistema automatizado con reconocimiento de imagenes fue descrito por Alchanatis et al.
(1994) para evaluar la morfologia y los cambios de color en el cultivo de plantas de papa al
emplear diferentes concentraciones de ancymidol. Con 0,25 mg/L se obtuvieron los mejores
resultados que se requieren para la automatizacion de la micropropagacién masiva. La
longitud entre los nudos fue suficientemente grande y el contraste de color entre hojas vy tallos

fue significativamente mejorado asi como el nimero de yemas/planta fue superior al control.

Zivy Shemesh (1996) a partir de segmentos nodales de papa desarrollaron brotes en clusters
utilizando ancymidol en cultivos en medio liquido en agitacién y biorreactor. Estos formaron
tubérculos después de un subcultivo a un medio inductor con kinetina, ancymidol y 6,0% de
sacarosa. El nimero de tubérculos por cluster y el tamafio de estos fueron superiores en
medio solido sobre el que fue afiadida una capa de medio liquido, en relacién al cultivo en

medio liquido en agitacion y en el biorreactor.



Es reportado por Ziv et al. (1998) el empleo de un biorreactor muy barato para la proliferaciéon
de brotes en clusters de papa. Este esta disefiado con una configuraciébn cénica con un
puerto de inoculacion y cosecha y con accesorios de multiples usos. La agitacion es
mediante flujo de aire conocido como “airlift”. Los brotes en clusters obtenidos segun Ziv y
Shemesh (1996) fueron inoculados en el biorreactor y después de 25 - 30 dias desarrollaron
hasta 30-32 yemas/cluster. Fueron cultivados en un medio de cultivo sélido de induccion al
gue se le afadié una capa de medio liquido. Luego de 8-10 semanas, por 10,0 g de peso
fresco inoculado se obtuvieron 36 tubérculos de un peso fresco que oscilé entre 392 — 672

mg.

Akita y Ohta (1998) desarrollaron un sistema simple y barato con el empleo de un biorreactor
sin aireacion forzada. Los explantes fueron cultivados en condiciones estaticas durante la
fase de crecimiento colocados sobre un soporte de poliuretano. Luego de 1 mes el medio de
cultivo fue reemplazado por el medio inductor de la tuberizacién con 90,0 g/L de sacarosa. El
vaso de cultivo fue colocado en un cilindro plastico, el cual fue continuamente rotado a 1 rpm
durante el periodo de duracion de esta segunda fase (3 meses). El nUmero y peso fresco total
de los tubérculos se incrementd en 1,45 y 2,43 unidades comparado con el cultivo sin

rotacion, respectivamente.

Un sistema nombrado como “Doble RITA” fue descrito por Teisson y Alvard (1999). La
producciéon de microtubérculos fue evaluada en tres cultivares (Bintje, Ostara y Desirée)
obteniéndose a las 10 semanas de cultivo 1,5; 2,3 y 1,4 namero de microtubérculos por
planta respectivamente. En relacién al tamafio de los microtubérculos, el 50,0% tenian un

peso superior a 0,5 g.

Recientemente, Yu et al. (2000) sefialan la produccion de microtubérculos en un biorreactor
rotatorio. Al reemplazar el 75,0% del medio de cultivo cada dos semanas lograron aumentar
el nimero de microtubérculos de 1,0 g de peso fresco en comparacion con el cultivo control.
Determinaron que la produccién de microtubérculos de mayor tamafio en el biorreactor, se
obtiene con un adecuado suministro de sacarosa en la fase de desarrollo de los

microtubérculos.

Es reportado por varios autores que la calidad de plantas y microtubérculos producidos en
sistemas semiautomatizados o automatizados es mejor que los producidos por métodos
convencionales (Teisson y Alvard, 1994; Aitken-Christie et al., 1995). Los nuevos desarrollos

en analisis de imagen, robot, biorreactores, maquinas de encapsulacién, control del



crecimiento y desarrollo de plantas y el control de la atmdésfera pueden contribuir a mejorar

los sistemas automatizados para el cultivo de tejidos de plantas en el futuro.



3. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron realizados en el Laboratorio de Biorreactores del Instituto de
Biotecnologia de las Plantas de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas y en la
Estacion Experimental “Pedro Lantigua” de Remedios, Villa Clara durante el periodo
comprendido entre Enero 1997 y Abril 1999.

Procedimientos generales

Material vegetal: Se utilizaron vitroplantas de papa (S. tuberosum L.) de las variedades
Atlantic y Desirée establecidas segun el protocolo descrito por Espinoza et al. (1992) que se
encontraban en fase de crecimiento entre un 3° y 7™ subcultivo. Como explante se
consider6 una seccién nodal que incluye una yema axilar con la hoja. Las manipulaciones de
los explantes se realizaron bajo condiciones de asepsia empleando una cadmara de flujo
laminar horizontal, platos metalicos esterilizados en estufa a 180°C durante dos horas e

instrumental desinfectado por inmersiéon en hipoclorito de sodio al 1% durante 15 minutos.

Medios de cultivo: Para el crecimiento de los explantes se empled el medio de cultivo
compuesto por las sales inorganicas propuestas por Murashige y Skoog (1962)
complementado con 0,5 mg.L™ de tiamina, 100 mg.L™ de mioinositol y 2,0% de sacarosa; en
el caso de los medios semisélidos se gelificaron con Agar a razén de 7,0 g.L™. Para la fase
de induccién de la microtuberizacion se utiliz6 un medio de similar composicién en estado
liquido, pero con un incremento en la concentracidén de sacarosa (8,0%) segun la metodologia
propuesta por Agramonte et al. (1996). El pH fue ajustado a 5,8 previo a la esterilizacion.
Para el caso de los medios en estado semisolido la esterilizacion se realizdé durante 20
minutos en autoclave vertical a una temperatura de 121°C y 1,2 Kg.cm de presion; mientras
qgue para los sistemas de inmersiéon temporal (a los cuales se hara referencia en lo adelante
como SIT) el tiempo de esterilizacién varié en dependencia del volumen de medio de cultivo

utilizado, condicion esta que se especifica durante la descripciéon de cada experimento.

Condiciones de cultivo: En todos los experimentos los explantes se incubaron en camaras de
crecimiento de luz artificial con un fotoperiodo de 16 horas luz, una densidad de flujo de
fotones fotosintéticos de 42,0-48,0 umol.m?.s™ y temperatura de 20+2,0°C. La fase de
induccién de la tuberizacion tuvo una duracion de 40 dias, la misma se realizé en condiciones

de completa oscuridad con una temperatura de 20+2,0°C.



Para detectar posibles microorganismos contaminantes presentes en el material se desarrollé
una fase de testaje, para ello los explantes fueron colocados en frascos plasticos
denominados “tarrinas” con 25 mL de medio de cultivo liquido (Figura 1A) y una densidad de
in6culo de 20 explantes. Este material se mantuvo por cinco dias en condiciones de agitacién
(100 rpm) (Figura 1B) y en camaras de crecimiento de luz artificial con un fotoperiodo de 16
horas luz, una densidad de flujo de fotones fotosintéticos de 42,0-48,0 umol.m?s™ y
temperatura de 20+2,0°C. Los explantes libres de microorganismos contaminantes fueron

empleados como indculo para los experimentos.

Figura 1. Desarrollo de la fase de testaje de explantes de papa var. Atlantic en frascos
plasticos “tarrinas”(1A) en camara de crecimiento de luz artificial en agitador orbital a 100 rpm
(1B).

Los diferentes sistemas de cultivo en medios liquidos empleados en los experimentos fueron
sometidos a una fase de testaje antes de la inoculacidon. Estos sistemas se mantuvieron
funcionando durante tres dias previo a la inoculacién, con el objetivo de favorecer el
desarrollo de cualquier posible microorganismo contaminante que se introdujera como
resultado de los manejos realizados después de la esterilizacién. De esta forma se establecié
tanto para el material vegetal como para los diferentes tipos de sistemas con medios liquidos,

un mecanismo de control para disminuir las pérdidas por posibles contaminaciones.

3.1. Efecto del control semicontinuo del nivel del medio de cultivo y la inmersion temporal en

la microtuberizacion.

Este estudio se realizé con el objetivo de comparar el efecto de dos métodos de cultivo en
medios liquidos, primero el control semicontinuo del nivel del medio de cultivo descrito por
Akita y Takayama (1994b) y segundo la inmersién temporal, en la produccion de

microtubérculos de papa de la variedad Atlantic.



Tratamiento 1: corresponde al método de cultivo propuesto por Akita y Takayama (1994b)
empleado para la estimulacion de la microtuberizacion mediante el control semicontinuo del
nivel del medio de cultivo, el cual fue modificado. Estas modificaciones realizadas al sistema
son en cuanto al tipo de frasco (capacidad de 3 500 mL) y demas aditamentos, con un
montaje mas simple sin el empleo de vasos de biorreactores, menos costoso y mas facil para
el manejo. El proceso ocurre en dos fases segun describen Akita y Takayama (1994b), la fase
de crecimiento de los explantes y la de induccion de la tuberizacion.

La primera fase de crecimiento de los explantes ocurre en condiciones de aireacion mediante
burbujeo constante permaneciendo los explantes en contacto continuo con el medio de cultivo
(Figura 2), durante 21 dias. Se utilizé6 un volumen de 500 mL de medio de cultivo liquido
descrito en procedimientos generales esterilizado durante 25 minutos.

Figura 2. Explantes de papa var. Atlantic cultivados en contacto continuo con el medio de

cultivo liguido durante la fase de crecimiento, segin proponen Akita y Takayama (1994b).

En la induccidn de la tuberizacion (segunda fase) se transfirié al frasco de cultivo, 3 000 mL
de medio de cultivo, con una frecuencia de cuatro veces al dia y una duracion de inmersion
de dos minutos segun estudios previos, a diferencia de la hora de inmersién propuesta por
Akita y Takayama (1994b).

Tratamiento 2: corresponde a un sistema basado en la inmersién temporal de los explantes
empleado durante las fases de crecimiento de los explantes y la de induccion de la

tuberizacion.

El sistema de inmersion temporal (Figura 3), estuvo conformado por dos frascos de cristal de
3 500 mL de capacidad, uno para el crecimiento de los explantes (1) y el otro como reservorio

de medio de cultivo (2). Estos frascos se conectaron entre si por una manguera de silicona de



6 mm de diametro (3) mediante conectores de vidrio que atraviesan la tapa (4). En la parte
interna de la misma se coloca una manguera menos flexible (5), la cual desciende hasta el
fondo en ambos recipientes sin suspenderse junto con los explantes y el medio de cultivo al
momento de la inmersion. El medio de cultivo circula de un frasco a otro en dependencia de
la apertura o cierre de dos electrovalvulas de tres vias (6), las cuales estan conectadas a un
temporizador programable (7) para determinar la frecuencia y duracion de la inmersion. A la
entrada de los frascos se colocan filtros hidrofébicos (0,22 um, Midisart 2000, Sartorius AG)
para garantizar la esterilidad del aire (8), la presién del aire es regulada por un manémetro
(9). El compresor de aire con encendido automatico (10) tendra una capacidad del tanque en

funcién del nimero de unidades que se utilicen.
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Figura 3. Diagrama que integra los diferentes componentes de un sistema de cultivo liquido

basado en la inmersién temporal.

Se utilizé un volumen de 2 000 mL de medio de cultivo durante la fase de crecimiento y al
término de la misma (21 dias) fue sustituido por el medio de cultivo para la induccion de la

tuberizacién a razén de 3 000 mL por sistema.

Los explantes durante la fase de crecimiento se desarrollaron en contacto intermitente con el
medio de cultivo con una frecuencia de ocho inmersiones por dia, con dos minutos de
duracién en la fase de crecimiento. Durante la segunda fase se redujo a cuatro el nUmero de
inmersiones diarias con igual tiempo de inmersion (dos minutos). La frecuencia y el tiempo de

inmersion en cada fase fueron definidos segun estudios previos.

Cada sistema de cultivo en medio liquido fue inoculado con 50 explantes provenientes del
material testado y libre de microorganismos contaminantes y el medio de cultivo empleado en
cada fase es el descrito en procedimientos generales. Este experimento tuvo cuatro

repeticiones por cada tratamiento.



Se determin6 el momento en que aparecieron los primeros microtubérculos en el transcurso
de la segunda fase. Al momento de la cosecha (61 dias de cultivo), se evalu6 el nimero y
peso fresco total de los microtubérculos por sistema, el nimero de microtubérculos por
planta, asi como el peso fresco (g) y el diametro (mm). Los microtubérculos obtenidos se
clasificaron en tres calibres (menores que 4,0 mm; de 4,0 mm-7,0 mm y mayores que 7,0
mm), determinandose el porcentaje de microtubérculos por cada calibre. Se evalué ademas la
aparicion de microtubérculos deformados.

3.2. Efecto de la inmersién temporal en el crecimiento de los explantes y en la produccion de

microtubérculos en las variedades Desirée y Atlantic.

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de los sistemas de inmersién temporal
de manera comparativa con la metodologia propuesta por Agramonte et al. (1996) en medios
de cultivo semisolidos. Se utilizaron para esto, plantas in vitro de las variedades Desirée y
Atlantic.

Se empled el principio béasico de los sistemas de inmersion temporal, descrito en el
tratamiento 2 del epigrafe anterior, pero utilizando frascos de cristal de 5 000 mL de
capacidad con tapa roscada (Figura 4). La densidad de in6culo fue de 50 explantes por
frasco. Se mantuvieron las condiciones experimentales con ocho inmersiones por dia de dos
minutos de duracion durante la fase de crecimiento y cuatro inmersiones por dia con dos

minutos de duracién en la fase de induccién de la tuberizacion.

El volumen del medio de cultivo para el crecimiento de los explantes fue de 2 000 mL, el cual
fue cambiado a los 21 dias por 4 000 mL de medio de cultivo inductor de la tuberizacion.

L

Figura 4. Sistema de inmersion con el empleo de frascos de cristal con tapa roscada de 5000

mL de capacidad.



Tratamiento control en medio semisélido: Se emplearon frascos de cristal de 250 mL de
capacidad con 30 mL de medio de cultivo semisdlido de multiplicacion, se colocaron siete
explantes por frasco y se incubaron en camaras de crecimiento de luz artificial con un
fotoperiodo de 16 horas luz, una densidad de flujo de fotones fotosintéticos de 42,0-48,0
umol.m?.s™* y 20+2,0°C de temperatura. A los 21 dias las vitroplantas fueron colocadas en
nuevos frascos con 25 mL de medio de cultivo liquido para la induccién de la tuberizacion
segun Agramonte et al. (1996) en condiciones estaticas e incubadas a la oscuridad durante

40 dias con temperatura de 20+2,0°C.

La calidad de las vitroplantas fue evaluada mediante la determinacién de la altura y el nUmero
de entrenudos por planta al término de la primera fase (21 dias). Al momento de la cosecha
se evalud el nimero de microtubérculos por planta, asi como el peso fresco (g) y el diametro
(mm) promedios. Los microtubérculos obtenidos se clasificaron en tres calibres (menores que
4,0 mm; de 4,0 mm-7,0 mm y mayores que 7,0 mm), determinandose el porcentaje de

microtubérculos por cada calibre.

En los sistemas de inmersion temporal se utilizaron cuatro repeticiones y para el tratamiento

control en medios de cultivo semisélidos 20 frascos.
3.3. Influencia de la densidad de inéculo.

A partir de los resultados obtenidos en los SIT con condiciones predeterminadas por la
experiencia en el manejo de los mismos, se estudié la densidad de inéculo con el objetivo de
mejorar las condiciones de cultivo asi como la calidad del proceso. Se evalud la influencia de
dos densidades de inéculo; 60 y 90 explantes en la produccién de microtubérculos con cuatro

repeticiones por tratamiento.

El sistema de cultivo liquido empleado es el descrito en el tratamiento 2 del epigrafe 3.1y las
condiciones de cultivo fueron las empleadas en los experimentos anteriores al utilizar esta

técnica.

El volumen de medio de cultivo en la fase de crecimiento de las vitroplantas fue de 2 000 mL
por SIT y al término de esta fase (21 dias) fue sustituido por el de induccién de la

microtuberizacion a razén de 3 000 mL en ambos tratamientos.

Se mantuvieron ocho inmersiones diarias de dos minutos durante 21 dias, momento en el
cual se redujo a cuatro la frecuencia de inmersiones diarias con igual tiempo de inmersion

durante 40 dias.



Se evalu6 el momento en que aparecieron los primeros microtubérculos en el transcurso de la
segunda fase. Al momento de la cosecha (61 dias de cultivo), se evalué el nimero y peso
total de los microtubérculos por sistema, el nimero de microtubérculos por planta, asi como el
peso fresco (g) y el diametro (mm). Se evalu6 ademas la apariciobn de microtubérculos
deformados. Como variable cualitativa de la calidad de las vitroplantas y microtubérculos se
considero el color y el aspecto de los mismos.

3.4. Influencia del tiempo de inmersién.

Este experimento se realiz6 con el objetivo de mejorar las condiciones de cultivo asi como la

calidad del proceso de microtuberizacion.

El sistema de cultivo liquido empleado es el descrito en el tratamiento 2 del epigrafe 3.1 con
frascos de cristal de 3 500 mL de capacidad. Se utilizaron 60 explantes por sistema como
densidad de in6culo por ser el mejor resultado en el experimento anterior. Durante la primera
fase (crecimiento de los explantes), estos fueron incubados a la luz artificial y en la segunda

fase a la oscuridad, acorde a las condiciones sefialadas en procedimientos generales.

El volumen de medio de cultivo en la fase de crecimiento de las vitroplantas fue de 2 000 mL
por SIT y al término de esta fase (21 dias) fue sustituido por el de induccion de la

microtuberizacién a razén de 3 000 mL en ambos tratamientos.

Durante la fase de crecimiento los explantes fueron mantenidos bajo una frecuencia de ocho

inmersiones diarias de dos minutos de duracion.

En la fase de induccion de la microtuberizacion se evaluaron dos tiempos de inmersion, dos y
30 minutos manteniendo la frecuencia cada seis horas en ambos tratamientos (cuatro

inmersiones diarias).

Se emplearon cuatro repeticiones por tratamiento y se evaluaron las mismas variables de los
experimentos anteriores. Como variable cualitativa de la calidad de los microtubérculos se

considero el aspecto de los mismos.
3.5. Produccién de microtubérculos de papa a gran escala.

El escalado de la produccion de microtubérculos se realizé sobre la base de los experimentos
anteriores. Ademas, se tuvo en cuenta las experiencias en el manejo a menor escala de los

SIT empleando diferentes frascos de cultivo en cuanto a forma y volumen.



Para realizar el disefio de la unidad de produccién con sistemas de inmersion temporal se
utilizaron 12 sistemas con frascos de cultivo del tipo Clearboys (Nalgene, USA) de 10,0 L de
capacidad, con tapa roscada y puertos de entrada y salida para el aire y el medio de cultivo

como muestra la figura 5.

Figura 5. Unidad de producciéon con sistemas de inmersion temporal para la produccién de

microtubérculos de papa var. Atlantic.

Cada SIT fue inoculado con 120 explantes de la variedad Atlantic provenientes del material
testado en medios liquidos en agitacién. Para el crecimiento de los mismos se utilizé el medio
de cultivo anteriormente descrito para este fin. Se empleé un volumen de 4 000 mL por
sistema, esterilizado durante 35 minutos. Se mantuvieron las condiciones de temperatura y
fotoperiodo descritas en los experimentos anteriores durante 21 dias de cultivo.

Para la etapa de induccion de la microtuberizacién se utilizaron 9 000 mL de medio de cultivo
por sistema y las vitroplantas fueron mantenidas en condiciones de oscuridad durante 40 dias

hasta realizar la cosecha.

Las variables evaluadas fueron el nUmero y peso fresco total de microtubérculos por sistema

y el nimero promedio por planta asi como el peso fresco y calibre de los mismos.

Los microtubérculos cosechados fueron lavados con agua corriente hasta eliminar los restos
de cosecha, fueron sumergidos en una solucién de Hipoclorito de sodio al 0,01% durante 10
minutos y luego secados al aire segin Agramonte et al. (1996). Se conservaron durante
nueve meses a temperaturas de 4-6°C en una camara de frio y posteriormente fueron

utilizados para el experimento de campo.



3.6. Comportamiento en campo de los microtubérculos obtenidos en los sistemas de

inmersion temporal.

Este experimento se realizd con el objetivo de evaluar el comportamiento en campo de los
microtubérculos de la variedad Atlantic obtenidos en los SIT en el experimento anterior, sin

previa etapa de aclimatizacion.

Previo a la plantacion, los microtubérculos fueron sumergidos en una solucion de Acido
Giberélico (0,05 g.L™) durante cinco minutos, posteriormente fueron ventilados y colocados a
la oscuridad durante siete dias y luego a la luz natural difusa con humedad relativa entre 80-
90% vy temperatura de 25+1,0°C. Transcurridos 28 dias se sembraron directamente en

condiciones de campo sobre un suelo ferralitico rojo (Figura 6A).

Se incluyé como control la siembra de vitroplantas obtenidas por el método convencional de
micropropagacion (Figura 6B). Las vitroplantas fueron aclimatizadas durante 15 dias bajo un
umbréaculo cubierto por una malla plastica (Zaran), con la cual se logré una reduccion de la
intensidad luminosa del 70%. Se utilizaron bandejas de polieturano y como sustrato fue

empleado el Compost 100% (Agramonte, 1999).

Figura 6. Siembra en campo de diferentes propagulos de papa var. Atlantic, microtubérculos
obtenidos en los sistemas de inmersion temporal (6A); Vitroplantas propagadas por el método
convencional y aclimatizadas durante 15 dias (6B).

Se emple6 un disefio de bloques al azar con cuatro réplicas. Las parcelas experimentales
estaban formadas por cuatro surcos con un total de 120 vitroplantas o microtubérculos por
réplica, la distancia de plantacién utilizada fue de 0,90 x 0,20 m segun la metodologia
propuesta por Pérez (1991). La agrotecnia y las aplicaciones de productos comerciales se

realizaron segun las Normas Técnicas para este cultivo (1982).



Se evaluod el porcentaje de supervivencia a los 15 y 35 dias, se determind ademas la altura
(cm) y el niamero de tallos por planta a los 45 dias de cultivo. La cosecha se realizé de forma
manual a los 70 dias y se evalud el numero de minitubérculos por planta, el peso fresco por
planta (g) y diametro de los minitubérculos a 60 plantas ubicadas en los surcos internos, para

un total de 240 plantas por tratamiento.
Procesamiento estadistico

Para el procesamiento estadistico de los resultados de los experimentos realizados fue
empleado el andlisis de varianza de clasificacién simple, denominado ONEWAY, luego de
realizar la Prueba de homogeneidad de varianzas. Se empleé el paquete estadistico

computacional SPSS/PC version 9,0 para Windows.

Para el andlisis de las variables de porcentajes determinados al clasificar los microtubérculos
segun el calibre, se utilizé la Prueba de Hipdtesis para proporciones binomiales mediante el

Paquete estadistico Statgraphics version 2,1.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto del control semicontinuo del nivel del medio de cultivo y la inmersién temporal en

la microtuberizacion.

El método de cultivo propuesto por Akita y Takayama (1994b) y la inmersién temporal,
resultaron ser efectivos en la oxigenacion de los tejidos evitando la muerte de los mismos por
hipoxia. Las yemas brotadas durante la fase de testaje, mostraron un crecimiento mas lento
durante la primera semana de cultivo en el tratamiento 1 pues permanecieron en contacto
continuo con el medio, con respecto al tratamiento 2 donde este proceso ocurrié con mayor
rapidez. En ambos sistemas las plantas se desarrollaron, aunque se observaron sintomas de
hiperhidricidad como la alteracion en el color de las hojas, grosor del tallo y apariencia
ligeramente turgente. Akita y Ohta (1998) plantean que se requiere de una aireacion vigorosa
para estimular el crecimiento de las plantas con el inconveniente para la micropropagacion

masiva de que es muy costosa.

Las plantas cultivadas en ambos tratamientos mostraron respuestas distintas durante la fase
de induccion de la tuberizacion. Las plantas desarrolladas en el tratamiento 1 (método Akita y
Takayama, 1994b) tardaron 14 dias en formar microtubérculos. Se logré una produccién de
90 microtubérculos por sistema con un peso fresco total de 55,80 g, mientras que las
vitroplantas desarrolladas en los SIT formaron los primeros microtubérculos a los seis dias de
cultivo y produjeron 147 microtubérculos con un peso fresco total de 132,30 g por sistema.
Los microtubérculos obtenidos en el tratamiento 1 mostraron menores calibres y pesos con
respecto a los obtenidos en el segundo tratamiento, con diferencias estadisticas para las

variables evaluadas como muestra la Tabla 1.

Tabla 1. Efecto del control semicontinuo del nivel del medio de cultivo (Akita y Takayama,
1994b) modificado y la inmersién temporal como métodos de cultivo en medios liquidos, en la

microtuberizacién de la papa var. Atlantic.



Tratamiento 1 Tratamiento 2

Variables X£ES X£ES
N° de microtub./planta 1,80+0,06 b 2,93+0,08 a
Peso fresco promedio (g) 0,62+0,07 b 0,90+0,06 a
Diametro promedio (mm) 8,70+0,03 b 11,80+0,03 a

Letras distintas en una misma fila difieren estadisticamente para p <0,05.

Las yemas que permanecieron inmersas en el medio de cultivo no formaron microtubérculos,
mientras que la tuberizacion ocurrié en las partes de las plantas que fueron expuestas a una
fase aérea durante el crecimiento. Akita y Takayama (1988) al emplear un sistema de
contacto continuo con aireacién encontraron que la tuberizacion sélo es observada en la
superficie del medio de cultivo y se inhibe claramente en las yemas que permanecen en

continua inmersion coincidiendo con nuestros resultados.

Akita y Takayama (1994a) estiman la presencia de un factor estimulante de la tuberizacion en
la fase aérea aunque aun no ha sido dilucidado. Akita y Ohta (1998) consideran que el
desarrollo de yemas durante el crecimiento de los explantes en la parte aérea del vaso es un
prerrequisito para la propagacion exitosa de tubérculos in vitro. El principal problema radica
en la sensibilidad de los brotes a la hiperhidricidad cuando crecen y se desarrollan en

contacto directo con el medio liquido (Shigeoka et al., 1994).

Respecto a los porcentajes obtenidos segun la clasificacion de los microtubérculos (menores
que 4,00 mm, 4,00 mm-7,00 mm y mayores que 7,00 mm) no hubo diferencias estadisticas
para cada calibre entre los tratamientos. El menor porcentaje se obtuvo en los
microtubérculos con diametro menor que 4,00 mm, los que son muy susceptibles a la
deshidratacion durante el almacenamiento y dificiles de brotar ain con sustancias quimicas
segun Ezeta (1999).

Se logr6 mas de un 95% de microtubérculos aprovechables (calibre superior a 4,0 mm con
facilidad en el manejo, la conservaciéon y la brotaciéon) en ambos tratamientos. Resultados
similares son sefialados por Akita y Takayama (1994b) con el empleo de biorreactores,
guienes muestran que el control semicontinuo del nivel del medio de cultivo en la fase de
induccion de la tuberizacion, tuvo como resultado un incremento en la formacion de

microtubérculos de buen tamafio con un peso superior a 0,20 g.



En el tratamiento 1 los microtubérculos obtenidos presentaron una consistencia acuosa y sin
calidad para la comercializacién ni para una buena conservacion. Esto se debi6 posiblemente
a la menor calidad de las vitroplantas que se desarrollaron en contacto continuo con el medio
de cultivo y con aireacién vigorosa, en comparacion con las desarrolladas en el tratamiento 2.
El empleo de la inmersion temporal en la segunda fase no fue suficiente para reducir las
anomalias producidas en la consistencia y calidad de los microtubérculos, lo que muestra la

influencia de las condiciones de cultivo durante el desarrollo y crecimiento de las plantas.

Ademas, en el tratamiento 1 se observo la aparicion de microtubérculos deformados (15%)
aspecto negativo e indeseable, no ocurriendo asi en el segundo tratamiento (inmersion

temporal), donde los microtubérculos presentaron una calidad superior.

En el cultivo de la pifia Escalona (1999) evalu6 tres conformaciones de sistemas de cultivo
liquido: inmersién total de los brotes con aireacion constante, inmersion parcial e inmersion
temporal. Los mejores resultados los alcanzé con la inmersién temporal mientras que con la
inmersion total con aireacion constante el 100% de los brotes presentaron un alto grado de

hiperhidricidad y necrosamiento.

Ha sido sefalado por Ziv (1995) y Aitken-Christie et al. (1995) que los sistemas de cultivo en
medios liquidos en condiciones no estéticas ya sea mediante aireacién constante o parcial
permiten un mejor intercambio gaseoso. No obstante, la aireacion vigorosa y la continua
inmersion en el medio liquido provocé afectaciones en el proceso de microtuberizacion segun
indican los resultados. La induccion de la microtuberizacion esta fuertemente influenciada por
las condiciones de cultivo en la fase de crecimiento de las plantas. En los SIT se conjugan
factores que permiten la renovacion de la atmoésfera, un aporte mas eficiente de elementos
nutritivos, la eliminacion de sustancias toxicas, asi como un mejor intercambio gaseoso
(Teisson et al., 1996). Estas condiciones provocan en las plantas cambios fisiol6gicos
favorables al proceso de microtuberizacién, una mayor estimulacion en las yemas para formar
microtubérculos asi como un aumento considerable en la calidad de los mismos expresada
en peso fresco y calibre, en relacion al método de cultivo propuesto por Akita y Takayama

(1994b). Ademas tiene como ventaja el evitar el fendmeno de hiperhidricidad.

El no emplear vasos de biorreactores en un sistema semiautomatizado, tiene como ventaja la
disminucion en los costos iniciales, ademas que permite una mayor facilidad en la instalacién
y el manejo de los mismos en relacion a las tecnologias mas complejas empleando
biorreactores modificados para el cultivo de plantas como proponen Akita y Takayama
(1994b).



Para los siguientes experimentos, se seleccioné el sistema de inmersion temporal como el
mas adecuado para la semiautomatizacion de la produccion de microtubérculos de papa con
un montaje mas simple y facil para el manejo, menos costoso y con un aumento en los

niveles de produccion.

4.2. Efecto de la inmersiéon temporal en el crecimiento de los explantes y en la produccion de

microtubérculos en las variedades Desirée y Atlantic.

Las plantas cultivadas en los SIT incrementaron la altura en aproximadamente tres veces y el
namero de entrenudos en mas de dos veces comparadas con las plantas cultivadas en el
medio de cultivo semisélido, efecto que se observé en ambos genotipos, siendo mas notable

en la variedad Desirée (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la inmersién temporal en el crecimiento de las plantas de papa vars.

Desirée y Atlantic a los 21 dias de cultivo.

Desirée Atlantic
Medio Inmersion Medio Inmersion
Variables semisolido temporal semisolido temporal
X+ES X+ES X+ES X+ES

Altura promedio (cm) 6,50+0,11b 2250+041a 6,60£0,14b 1950+015a

No. de entrenudos 450+0,20b 11,50+0,18 a 450+0,20b 950+0,13a

Letras distintas en una misma fila para cada variedad difieren estadisticamente para p<0,05.

En estos resultados influye el hecho de que el medio de cultivo liquido a diferencia del medio
de cultivo semisolido permite un aumento en la incorporacion de los nutrientes, Avila et al.
(1996) muestran resultados que corroboran esta idea. La influencia del agar en el medio de
cultivo puede ser explicado por su efecto en la reduccion de la velocidad a la cual los
nutrientes son difundidos en el medio (Pierik, 1990). Ademas, algunos cultivos responden
negativamente a la adicién de gelificantes cuyas propiedades quimicas y de soporte pueden

variar con el tiempo (Epp, 1987).

La utilizacion del medio de cultivo semisélido tiene una serie de inconvenientes en el proceso
de preparacion, dosificacion, manipulacion y sobre todo el aumento de los costos del medio

de cultivo, que pueden oscilar entre un 70 y 80% (Orellana, 1998).

El cultivo en inmersion temporal permite ademas aumentar el volumen del medio de cultivo

liquido por explante sin producir afectaciones como la hiperhidricidad. Este valor (volumen



/planta) segun Kozai et al. (1995) en métodos convencionales se encuentra entre 4,0 y 10 mL
por planta como es el caso del control empleado en este experimento donde la disponibilidad
de los nutrientes se encuentra reprimida. En los SIT se empleé 40 mL por planta y al estar el
explante recubierto por una fina pelicula de medio renovado con una frecuencia determinada,
se redujo considerablemente la disponibilidad limitada de los nutrientes del medio de cultivo
que se observa en los medios solidificados. Esta reduccion en el agotamiento de los
nutrientes esenciales proximo a los explantes y en la acumulacién de sustancias téxicas esta
dada por una mezcla mas completa del medio de cultivo y al aumento de la aireacion en los

SIT (Harris y Mason, 1983), lo que se traduce en un mayor desarrollo y vigor de las plantas.

Estos sistemas ademds proveen a los explantes de mejores condiciones de cultivo para su
crecimiento, pues el contacto con el medio a una determinada frecuencia y corta duracién
permite la renovacion de la atmoésfera interna del frasco y mejora la oxigenacién de los tejidos
reduciendo las desventajas del medio de cultivo liquido en condiciones estaticas, con lo cual
se logra un incremento en la fotosintesis de las plantas (Akita y Takayama, 1994b; Teisson et
al., 1996; Kozai et al., 1997).

De esta forma se demuestran las ventajas del SIT en la fase de crecimiento de las
vitroplantas, que asociado o0 no a la produccion de microtubérculos constituye una alternativa
a los actuales métodos de propagacién de esta especie y puede utilizarse para la
propagacion de nuevos genotipos o para aumentar la disponibilidad de explantes al inicio de

las campafias de propagacion.

El incremento del area de la hoja, disponible para recibir el estimulo del fotoperiodo asi como
la mayor area en contacto con el medio de cultivo logrado al emplear los SIT, pudo contribuir
a aumentar la produccion de microtubérculos, resultados que coinciden con lo reportado por
Leclerc (1994). En la induccion de la microtuberizacion la inmersién temporal de los explantes
estimulé el incremento de las zonas de tuberizacién de las plantas (yemas), lo cual se
expresé en una mayor produccion de microtubérculos por planta en ambos genotipos (Figura
7).
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Figura 7. Niamero de microtubérculos obtenidos por vitroplanta de papa vars. Desirée y

Atlantic en medio semisélido y en sistemas de inmersién temporal.

Hay una estimulacion mas uniforme en todas las yemas de las plantas al estar las mismas en
contacto con el medio de cultivo por periodos cortos, lo cual hace que la sefal inductora de la
tuberizacioén llegue a la vez a todas las yemas. Este efecto no se consigue en los sistemas de
cultivo estaticos o en agitadores donde el rendimiento promedio de microtubérculos por planta
es uno (Tovar et al.,, 1985; Rosell et al., 1987; Belletti et al., 1994; Bizarri et al., 1995).
Semejante observacién habia sido realizada con anterioridad por Akita y Takayama (1994b),
al sefialar que se logré6 aumentar las zonas de tuberizacion con el empleo de un sistema de
cultivo intermitente donde los explantes fueron sumergidos completamente en el medio de

cultivo cada seis horas.

Investigadores como Belletti et al. (1994), encontraron que el limitado numero de
microtubérculos por planta (en un rango entre 0,46 y 0,84 segun el genotipo) producido en un
medio libre de reguladores del crecimiento en cultivos estaticos asi como el bajo peso fresco

de los mismos (0,07 y 0,19 g), dependid principalmente del genotipo estudiado.

Pudo constatarse que se indujo la formacion de tubérculos en los dos genotipos sin mostrar
respuestas diferentes tanto en la metodologia convencional (control) como en los sistemas de
inmersion temporal. Otros autores como Gopal et al. (1998) encontraron que no todos los
genotipos estudiados durante la tuberizacibn formaron microtubérculos y mostraron
respuestas diferentes, obteniéndose de 0,9 a 2,0 microtubérculos por planta en los genotipos

gque respondieron positivamente.



En el momento de la cosecha se observé que los microtubérculos de ambas variedades
obtenidos en los SIT fueron de superior calidad manifestada en un mayor peso y diametro
(Tabla 3), mostrando diferencias estadisticas entre los métodos de cultivo empleados para

ambas variedades.

Tabla 3. Efecto del medio semisolido y los sistemas de inmersion temporal en la

microtuberizacion de Solanum tuberosum L. vars. Desirée y Atlantic.

Desirée Atlantic
Variables Medio Inmersién Medio Inmersioén
semisodlido temporal semisdlido temporal
X+ES X+ES X+ES X+ES

Peso fresco promedio(g) 0,16+0,01b 104+0,11a 0,35+0,03b 0,92+0,08a

Diametro promedio (mm) 7,30+0,03b 10,6+0,05a 6,90+0,03b 12,0+£0,04a

Letras distintas en una misma fila para cada variedad difieren estadisticamente para p<0,05.

El peso fresco de los microtubérculos obtenidos en medios de cultivo en condiciones
estéaticas es muy bajo en comparacion con los obtenidos con el empleo de los SIT. Belletti et
al. (1994) sefialan un peso fresco promedio de 0,09 g, que se incrementa hasta 0,13 g al
utilizar reguladores del crecimiento como el BAP en el medio de cultivo. Harvey et al. (1991)
en la variedad Desirée evaluando varios medios inductivos reportan un maximo de 0,05 g de

peso fresco por microtubérculo en un periodo de 6 semanas.

Muchos sistemas han producido microtubérculos con un peso fresco promedio por debajo de
0,50 g y un diametro promedio menor que 6,00 mm (Tovar et al., 1985; Rosell et al., 1987;
Seabrook et al., 1993) y pocos sistemas destacan microtubérculos con un peso fresco
promedio superior a 0,50 g, pero menor que 1,00 g (Akita y Takayama, 1994a; Leclerc et al.,
1994; Oka y Sluis, 1996).

Las figuras 8 y 9 muestran el porcentaje de microtubérculos clasificados por calibre para los
genotipos estudiados. Los mayores porcentajes en el calibre mayor que 7,00 mm se
obtuvieron en los sistemas de inmersion temporal, 62,00% en Desirée y 72,00% en Atlantic,

mientras que en el tratamiento control fueron 15,00 y 41,00% respectivamente.

Es importante sefialar que los microtubérculos con un diametro mayor que 7,00 mm

presentan una mayor resistencia a la conservacion, facilidad en la manipulacién, una mejor



brotacion lo que permite la plantacién en campo sin necesidad de brotarlos en un area de

aclimatizacion (Belletti et al, 1994; Agramonte, 1999).
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Figura 8. Porcentaje de los microtubérculos de papa var. Desirée, obtenidos en medio
semisolido (n=159) e inmersién temporal (n=155), clasificados segun el calibre.
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Figura 9. Porcentaje de los microtubérculos de papa var. Atlantic, obtenidos en medio

semisolido (n=109) e inmersién temporal (n=140), clasificados segun el calibre.



El aumento del area vegetativa antes de la induccion de la microtuberizacion, favorece la
produccion de microtubérculos y el incremento del peso fresco de los mismos (Garner y
Blake, 1989). Esto corrobora las ventajas del empleo de la inmersion temporal en la cual se
logra un mayor crecimiento vegetativo durante la fase de crecimiento y por consiguiente un
incremento en cuanto al nimero y el peso de los microtubérculos en comparacion con los
obtenidos en cultivos estéticos. Por otra parte, cuando los brotes crecen en frascos
pequefios, estan expuestos a un limitado potencial hidrico y osmético en el medio de cultivo y

un limitado intercambio de CO, y O, segun Ziv (1995) a diferencia del cultivo en los SIT.

La inmersién temporal ha tenido un efecto muy marcado en el aumento de los coeficientes de
multiplicaciéon y la obtencion de plantas con mayor calidad con relacién a los métodos de
cultivo en medios semisélidos o liquidos. Alvard et al. (1993) al realizar un estudio
comparativo entre diferentes formas de cultivo (semisélido, liquido en agitacion e inmersion
temporal) sefialan un aumento hasta cinco veces los coeficientes de multiplicacion de brotes
de banano con el cultivo en inmersion temporal. Ventura et al. (1998) en el cultivar de banano
FHIA 18, determinaron un coeficiente de multiplicacién mayor (15,30) que en la propagacion

convencional (3,70).

En la micropropagacion de la cafia de azucar empleando los SIT, Lorenzo et al. (1998)
sefialan un coeficiente de multiplicacién de 8,13, mientras que en medio semisélido obtuvo
3,96 y 4,00 en el cultivo en medio liquido. La altura de los brotes se duplicé en los SIT,

permitiendo una reduccién en los costos en un 46,0%.

Castro (2001) demostro la eficiencia de la inmersién temporal para la propagacion in vitro de
Eucaliptus grandis. Obtuvo un coeficiente de multiplicacion de 11,60 en relacion al 3,60 que
se obtiene con el método convencional de micropropagacion. Ademas se obtuvo una mejor
calidad de los brotes en cuanto al tamafio y se observo un incremento significativo en las

masas fresca y seca de los brotes.

Se demostraron las ventajas de los sistemas de inmersion temporal en comparacion con los
medios semisélidos tanto para la fase de crecimiento de los explantes como en la induccion
de la tuberizacion, obteniéndose un mayor namero de microtubérculos por planta y mayor

calidad de los mismos expresada en el diametro y el peso fresco.
4.3. Influencia de la densidad de in6culo.

En los SIT, debido al mayor volumen en relacion a los frascos empleados en la

micropropagacion convencional, una menor densidad pudiera ocasionar la subutilizacién de



los recipientes y camaras de cultivo. Por otra parte densidades elevadas, provocarian
malformaciones fenotipicas. De aqui la importancia de valorar experimentalmente este factor

aprovechando la capacidad de los recipientes.

Las densidades de in6culo estudiadas no afectaron el desarrollo normal de las vitroplantas,
observandose un comportamiento similar en coloracién y vigor alcanzado en ambos
tratamientos. Autores como Chun et al. (1986), Mackay v Kitto (1988) han planteado en varias
especies la necesidad de optimizar este parametro para alcanzar un rapido crecimiento en la

micropropagacion.

Durante la fase de induccién de la tuberizacion, en el tratamiento con mayor densidad de
in6culo (90 explantes) los tallos presentaron un engrosamiento excesivo y se formaron en la
superficie de los mismos callosidades de consistencia acuosa. La coloracion de los tallos
varié a pardo rojiza y mostraron estrangulamiento en la zona apical. Estos sintomas visuales
estan precedidos por cambios en la fisiologia de los explantes, debido posiblemente a la baja
disponibilidad de oxigeno en el interior del recipiente, causando hipoxia. Sin embargo la
aparicion de microtubérculos en ambos tratamientos ocurrié simultdineamente a los siete dias

de haberse realizado el cambio de medio de cultivo.

En el tratamiento con 60 esquejes, el nUumero de microtubérculos por sistema fue de 168,
menor que el alcanzado en el tratamiento con densidad de indculo de 90 esquejes donde se
obtuvieron 234 microtubérculos. En cuanto al peso fresco total por sistema, se observd un
comportamiento diferente. Con 60 esquejes se obtuvieron 164,70 g, superior a los 47,00 g de

peso fresco de microtubérculos por sistema alcanzado con 90 esquejes.

El 23,1% del total de microtubérculos obtenidos en el tratamiento con 90 explantes,
corresponde a microtubérculos deformados sin calidad. El resto, en su mayoria, manifestaron
una consistencia acuosa, base ennegrecida y a la semana de la cosecha se deshidrataron

completamente.

En las restantes variables analizadas se muestran diferencias significativas, resultando como
mejor tratamiento el de 60 esquejes por frasco, donde el volumen de medio por explante fue
mayor y hubo un mejor aprovechamiento de los nutrientes, presentando los microtubérculos

una calidad superior expresada en el peso y calibre (Tabla 4).



Tabla 4. Efecto de la densidad de in6culo en la microtuberizacion de papa var. Atlantic a los

61 dias de cultivo.

Densidad de in6culo/sistema

X£ES
Variables 60 esquejes 90 esquejes
N° de microtub./planta 2,80+0,08 a 2,60+0,08 a
Peso fresco promedio (g) 0,98+0,09 a 0,20+0,01 b
Diametro promedio (mm) 10,00+0,04 a 5,90+0,01 b

Letras distintas en una misma fila difieren estadisticamente para p <0,05.

En el cultivar Gran Enano empleando los SIT, Albany (2001) sefiala que la variable que
determina un incremento en el coeficiente de multiplicacion, peso de los brotes, peso final y

peso util, es la densidad de in6culo, obteniendo los mejores resultados con 25 explantes.

De Feria et al.(1998) recomiendan una densidad de 40 brotes de cafia de azUcar por
recipiente en los SIT, la cual les permitié obtener mayor coeficiente de multiplicacion (10,92) y

un peso promedio de 574 mg por brote.
4.4, Influencia del tiempo de inmersion.

La duracion del tiempo de inmersiéon es un aspecto fundamental tanto para la asimilacion de
los nutrientes como para controlar la hiperhidricidad que puede aparecer en los explantes
desarrollados en medio liquido controlando asi la atmdsfera interna del frasco de cultivo
(Escalona, 1999).

La aparicion de los microtubérculos se observo a los seis dias en el tratamiento con dos
minutos y seis dias después aparecen en el segundo tratamiento. La tabla 5 muestra el efecto
de los tiempos de inmersion evaluados; el contacto de los explantes con el medio de cultivo
durante 30 minutos provocO afectaciones al cultivo, mientras que con dos minutos se
obtuvieron los mejores resultados. Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Akita
y Takayama (1994a) y Teisson y Alvard (1999) quienes emplean periodos largos de

inmersion (una hora) sin observar afectaciones al cultivo.



Tabla 5. Efecto de la duracién del tiempo de inmersion en la microtuberizacion de papa var.

Atlantic a los 61 dias de cultivo.

Tiempos de inmersion

X+ES
Variables 2 minutos 30 minutos
No. de microtub./planta 3,101£0,02 a 2,27+0,03 b
Peso fresco promedio (g) 0,90+0,03 a 0,50+£0,03 b
Diametro promedio (mm) 10,13+0,03 a 7,33+0,03 b

Letras distintas en una misma fila difieren estadisticamente para p <0,05

En el tratamiento con dos minutos de inmersion se obtuvo un incremento en el nimero de
microtubérculos totales por sistema (187) con un peso fresco total de los microtubérculos de
164,92 g, mientras que con 30 minutos el nimero total de microtubérculos por sistema fue de

136 con un peso fresco total de 69,35 g.

Los microtubérculos mostraron un mejor aspecto y mayor calidad con mayor resistencia a la
deshidratacion en el tratamiento con dos minutos de inmersidon. Los microtubérculos
obtenidos en el tratamiento con 30 minutos de inmersiébn mostraron una callosidad en las
lenticelas, superficie rugosa y yemas brotadas que trajo como resultado una pobre calidad

del mismo.

Disminuy6é el porcentaje de microtubérculos menores que 4,00 mm y aumenté el
correspondiente a mayores que 7,00 mm en el tratamiento en que se utiliz6 dos minutos de
inmersion respecto al segundo tratamiento como muestra la figura 10 con diferencias
estadisticamente significativas. Se observé la influencia del tiempo de inmersion en la calidad

de los microtubérculos y por consiguiente en la eficiencia del proceso de microtuberizacion.
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Figura 10. Porcentaje de los microtubérculos de papa var. Atlantic, obtenidos al evaluar dos

(n=187) y 30 minutos de inmersién (n=136), clasificados segun el calibre.

La duracién del tiempo de inmersidon ha sufrido muchas variaciones en dependencia del
cultivo, variedad y el método de propagacion que se emplee y ha sido de gran importancia
dentro de las distintas especies. Berthouly et al. (1995) al evaluar el desarrollo de esquejes de
Coffea arabica, observaron poca hiperhidricidad con 15 minutos de inmersion, mientras que

con periodos largos de inmersion esta sintomatologia aparecio en gran medida en los tejidos.

La embriogénesis somatica en Coffea arabica se ha visto favorecida con la utilizacion de
tiempos muy cortos de inmersién (un minuto cada 24 horas), lograndose una multiplicacion
intensiva de agregados embriogénicos. Al utilizar tiempos de 15 minutos cada seis horas se

favoreci6 la formacion de pro-embriones (Teisson y Alvard, 1994).

En la proliferacion de embriones de bananos el empleo de un minuto cada seis horas
estimulé la produccion de embriones adventicios. Mientras, en la maduracion, germinacion y
conversion de los embriones de Caucho, los mejores resultados se obtuvieron con un periodo

extremadamente breve de inmersion de un minuto una vez por semana (Etienne et al., 1997).

Castro (2001) sefiala que durante la fase de proliferacion de brotes de Eucaliptus grandis, al
emplear una frecuencia de 24 horas con una duracién de tres minutos, el nimero de brotes
por explante fue significativamente superior al obtenido con un minuto de inmersién, sin

embargo en ambos, se observo la presencia de brotes hiperhidratados.



Los efectos del tiempo de inmersién en la respuesta morfogenética de los tejidos deben estar
relacionados con las relaciones hidricas y el intercambio gaseoso que se logra en esta forma

de cultivo segun Escalona (1999).

Las densidades de inb6culo y los tiempos de inmersiébn que se ensayaron segun las
posibilidades de automatizacion, mostraron que con 60 esquejes por sistema y con dos
minutos de inmersién empleado en los experimentos anteriores, se obtienen los mejores

resultados en cuanto a produccion y calidad de los microtubérculos.
4.5, Produccién de microtubérculos de papa a gran escala.

Se observo durante la etapa de crecimiento (Figura 11), que los explantes mostraron un

rapido y vigoroso crecimiento sin la presencia de sintomas de hiperhidricidad.

Figura 11. Vitroplantas de papa. var Atlantic desarrolladas en sistemas de inmersion temporal

durante 21 dias de cultivo.

Se obtuvo un total de 312 microtubérculos por sistema para un promedio por planta de 2,60
microtubérculos con un peso fresco promedio de 1,27 g y diametro promedio de 11,40 mm.

La figura 12 muestra las vitroplantas en la fase de microtuberizacién préximo a la cosecha.



Figura 12. Vitroplantas de papa var. Atlantic cultivadas en sistemas de inmersion temporal de

10,0 L de capacidad durante la fase final de microtuberizacion.

El 36,00% de los microtubérculos alcanzaron un peso fresco mayor que 1,00 g, valores
superiores a los sefialados por otros autores como Teisson y Alvard (1999) que obtuvieron un
21,80% al utilizar un sistema semiautomatizado nombrado “Doble RITA” empleando la
variedad Desirée. Este sistema RITA tiene como inconvenientes para la produccién de

microtubérculos el bajo volumen y el alto precio por unidad.

Por otra parte, autores como Alchanati et al. (1994) en un sistema con reconocimiento de
iméagenes para la produccion de microtubérculos con el uso del ancymidol en la variedad
Desirée, obtuvieron un peso fresco promedio por microtubérculo de 0,30 g después de 12

semanas.

Akita y Ohta (1998) desarrollaron un sistema semi-automatizado, simple y barato con el
empleo de wun biorreactor sin aireacion forzada. Las plantas fueron inmersas
intermitentemente en el medio de cultivo mediante la rotacién del biorreactor. EI nimero y
peso fresco total de los tubérculos se incrementé en 1,45 y 2,43 unidades comparado con el
cultivo control en condiciones estaticas, aunque el promedio del peso fresco por

microtubérculo fue aun bajo con un valor de 0,27 g.

Es reportado por Ziv et al. (1998) el empleo de un biorreactor desechable y muy barato para
la proliferacion de brotes en clusters de papa. Luego de 8-10 semanas, por 10,00 g de peso

fresco inoculado se obtuvieron 36 tubérculos de un peso fresco que oscil6 entre 0,39 y 0,67 g.

Al clasificar los microtubérculos cosechados de los SIT segun el tamafo, el 2,90%
correspondié al calibre menor que 4,00 mm, 19% a calibres de 4,00 mm a 7,00 mm, mientras

que el 78,10% presentd un calibre superior a 7,00 mm. Los microtubérculos correspondientes



a este calibre fueron los que mostraron un mejor comportamiento pues facilitaron la

manipulacién y no hubo pérdidas por deshidratacion.

Es de gran importancia en la micropropagacion de la papa contar con un sistema que
produzca un alto porcentaje de microtubérculos de calibre mayor que 7,00 mm para asi
disminuir las pérdidas durante la conservacion y un mejor comportamiento en campo.
Haverkort et al. (1991) sefialan que los microtubérculos con calibres menores que 5,00 mm

tienden a desecarse bajo condiciones de campo y son mas susceptibles a las enfermedades.

La produccién a gran escala en sistemas de inmersién temporal tiene una gran importancia
en la produccién comercial de un gran nimero de especies hasta el momento estudiadas. Los
sistemas de cultivo liquido que han sido desarrollados bajo principios similares como los
propuestos por Tisserat y Vandercook (1985), Weathers et al. (1988), Simonton et al. (1991),
Akita y Takayama (1994a y b), Teisson y Alvard (1994), Teisson y Alvard (1999), Escalona
(1999) van encaminados a mejorar la respuesta morfogenética y con ella a aumentar la
calidad del material propagado. Lograr la semiautomatizacién o automatizacion posibilita la

practica de una tecnologia mas eficiente.

Estos sistemas semiautomatizados permitieron incrementar la produccién, asi como una
mayor calidad de las plantas y los microtubérculos producidos en estos sistemas con
respecto a los métodos convencionales. Esto es el resultado de condiciones fisicas creadas
en el frasco de cultivo donde la atmoésfera interna es renovada casi completamente a
intervalos regulares permitiendo la eliminacion de gases toxicos y se logra una mayor

disponibilidad y asimilacién de los nutrientes (Teisson y Alvard, 1994).

El uso del medio liquido, la ausencia de reguladores de crecimiento asi como la menor fuerza
de trabajo requerida para el manejo de los explantes en los sistemas semiautomatizados,
pudieran reducir los costos de produccién de microtubérculos, pues se reduce la
manipulacién y se simplifican las operaciones del cambio de medio de cultivo (Aitken-Christie
et al., 1995).

Aunque la inversion inicial es relativamente elevada, producto de los frascos y demas
aditamentos empleados en el disefio del sistema, en poco tiempo el costo de produccion
disminuye. Influye entre otros factores el empleo del medio liquido, que trae consigo una
disminucion considerable de los costos por la exclusiébn del agar como gelificante, lo que
aumenta en mas del 50% la productividad segun Pérez et al. (1998), siendo ademas un paso
de avance para lograr la automatizacion del proceso al disminuir la fuerza de trabajo.

Adicionalmente mejora la calidad de las plantas e incrementa los ritmos de produccion a



niveles no alcanzados por otros métodos. La calidad de los microtubérculos obtenidos es
superior expresada en un mayor peso y calibre disminuyendo las desventajas de la

produccion de tubérculos in vitro mediante métodos convencionales.

4.6. Comportamiento en campo de los microtubérculos obtenidos en los sistemas de

inmersion temporal.

Los microtubérculos bajo condiciones de campo presentaron un 89,00% de brotacion a los 15
dias y un 77,30% de supervivencia a los 35 dias, mientras que las vitroplantas presentaron un
74,00% y 57,50% de supervivencia a los 15 y 35 dias respectivamente. Agramonte (1999)
obtuvo menos del 50,00% de supervivencia en microtubérculos de calibre superior a 4,00 mm
sin aclimatizar provenientes de medios estaticos y un 90,00% al ser previamente brotados en

la fase de aclimatizacion.

Otros parametros evaluados en esta etapa de desarrollo vegetativo, mostraron diferencias
significativas entre el comportamiento en campo de los microtubérculos y las vitroplantas
(Tabla 6). Estos resultados no coinciden con lo reportado por Struik y Lommen (1990)
quienes plantean que las vitroplantas muestran un mayor vigor que el material proveniente de

los microtubérculos.

Tabla 6. Resultados de la evaluacion en campo de las plantas de papa var. Atlantic durante la

fase de crecimiento vegetativo, obtenidas de microtubérculos y vitroplantas.

Variables Microtubérculos Vitroplantas
X £tES X tES
Altura (cm) 22,77+0,40 a 15,32+0,41 b
No. de tallos y ramas por planta 1,51+0,05 a 1,16+0,03 b

Letras distintas en una misma fila difieren estadisticamente para p< 0.05

Al evaluar ambos tratamientos después de realizada la cosecha, el nimero de minitubérculos
por planta no presentd diferencias estadisticas, no coincidiendo estos resultados con los
obtenidos por Agramonte (1999) quien encontré diferencias significativas entre
microtubérculos provenientes de cultivo semisdlido y vitroplantas, siendo mayor los resultados

en estas Ultimas. Es de destacar que los microtubérculos empleados por dicho autor, eran de



calidad inferior con menores calibres y pesos con respecto a los obtenidos en los sistemas de
inmersion temporal donde las condiciones de cultivo son mejores que en medios semisalidos.
Yu et al (2000) sefalan que el tamafio de los tubérculos destinados a la plantacién directa en

campo tiene un efecto importante en el desarrollo del cultivo.

En las restantes variables evaluadas, los resultados del tratamiento con microtubérculos,
fueron estadisticamente superiores con respecto a los resultados obtenidos de las

vitroplantas (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados de la evaluacion en campo de la produccién de minitubérculos de papa

var. Atlantic, a partir de microtubérculos y vitroplantas.

Variables Microtubérculos Vitroplantas
X+ES X+ES
N de minitubérculos por planta 5,8310,42 a 5,40£0,44 a
Peso de tubérculos por planta (g) 310,30+16,6 a 146,60+12,9 b
Diametro de los tubérculos (mm) 42,20+0,14 a 31,40+0,10 b

Letras distintas en una misma fila difieren estadisticamente para p< 0,05

Jiménez (2000) obtuvo un promedio de minitubérculos de un valor superior a 5 en
plantaciones de vitroplantas en condiciones de casa de cultivo con zeolita como sustrato. El
peso de minitubérculos por planta varié entre 424 y 500 en dependencia de la distancia de

plantacion.

Segun Struik y Lommen (1990) las vitroplantas muestran superior uniformidad que los
microtubérculos aunque es baja en comparacién con el tubérculo normal, constituyendo asi
una problematica de estos métodos que dependen del tamafio del propagulo. En la figura 13,
se observa una estabilidad en la produccién de minitubérculos procedentes de las

vitroplantas con los calibres B, Cy D .
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A: <9mm; B: 9 — 20mm; C: 20 — 35mm; D: 35 — 45mm; E: 45 — 55mm; F: > 55mm
Letras distintas para cada calibre difieren estadisticamente para p<0.05.

Figura 13. Porcentaje de minitubérculos de papa var. Atlantic obtenidos a partir de
microtubérculos y vitroplantas, clasificados segun calibres.

Las plantas obtenidas in vitro son muy fragiles y pequefias para el transplante directo al
campo, de ahi la necesidad de la fase de aclimatizacion que incrementa el manejo del
material y los costos de produccion (Jiménez, 2001). Por otra parte los microtubérculos tienen
mayor posibilidad para el almacenamiento y la transportacion en relacién a las vitroplantas
por ocupar un mayor volumen. La transportacion de las plantas in vitro y la plantacién en
campo se dificultan porque las pequefias plantas requieren de un cuidadoso trabajo del
personal dedicado a realizar el mismo, a diferencia de las plantaciones que se realizan con
tubérculos donde es mas facil el manejo y brinda la posibilidad de mecanizar la siembra
(Pérez, 1998).

La etapa de aclimatizacién de las plantas in vitro provoca pérdidas del 20 -30% de las plantas
por no realizar un adecuado manejo de la tecnologia de las mismas, lo que provoca que
muchas plantas lleguen al campo sin el desarrollo foliar necesario, pierden el sustrato que
estaba adherido a sus raices, no resisten el transplante y se quedan pequefias o0 mueren
(Pérez, 1998).



Belletti et al. (1994) sefialan que las plantas derivadas de los microtubérculos son normales y
fuertes, por lo que pueden jugar un papel importante en la produccién de semilla original.
McCown y Joyce (1991) les atribuyen mayor fortaleza en relacién a otros propagulos, mayor

facilidad de manejo, almacenamiento y factibilidad para la plantacion mecanizada.

Los resultados obtenidos demuestran la factibilidad de desarrollar un esquema de
produccion de microtubérculos en los sistemas de inmersién temporal para la obtencién de
semilla original (Figura 14). La tecnologia actual sélo incluye vitroplantas, las cuales

requieren mayor manejo tanto en el laboratorio como en el campo.

La técnica de inmersién temporal constituye una variante de interés para la produccion de
microtubérculos de papa no solo por la induccion de un mayor nimero de microtubérculos por
planta con respecto a métodos convencionales sino por el incremento del peso y tamafio de
los mismos. Estas ventajas posibilitan una mayor facilidad para el manejo y la posibilidad de
plantarlos en campo sin previa aclimatizacién, por lo que es posible emplear este método de
propagacion como una posible técnica para la obtencion de semilla original, combinandolo
con los métodos de propagacion propuestos por Agramonte (1999), esquema basado en la

produccion de altos volumenes de vitroplantas, microtubérculos, yemas encapsuladas.
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Figura 14. Esquema para la obtencién de semilla original a partir de la produccion de

microtubérculos de papa en Sistemas de Inmersién Temporal.



5. CONCLUSIONES

1.

Se obtuvo 2,93 microtubérculos por planta con el empleo de los SIT donde el proceso
ocurrio con mayor calidad, siendo este método de cultivo el méds adecuado para la
produccién de microtubérculos.

Se demostraron las ventajas de los SIT tanto para la fase de crecimiento como en la
induccién de la microtuberizacién, obteniéndose un mayor niamero de tubérculos por
planta y mayor calidad de los mismos expresada en el calibre y el peso fresco.

Con 60 explantes el nimero de microtubérculos por sistema fue menor (168) en
relacion al tratamiento con 90 esquejes, sin embargo el 23,1% de estos, corresponde
a microtubérculos deformados con menor peso fresco y diametro.

Se demostr6 que dos minutos de inmersion favorecen la microtuberizacion,
lograndose una mayor calidad en los tubérculos.

Los microtubérculos producidos en los SIT pueden ser plantados directamente en
campo, mostrando un comportamiento superior a las vitroplantas respecto al peso
total de tubérculos por planta y el calibre que los procedentes de las vitroplantas, no
se encontré diferencias significativas en el nUmero de minitubérculos.

Es factible el empleo de la inmersion temporal en la produccién de semilla original de

papa, la cual puede ser combinada con los actuales métodos de propagacion in vitro.



. RECOMENDACIONES

Emplear los sistemas de inmersion temporal para la produccion de microtubérculos de
papa en las variedades Desirée y Atlantic.

Aplicar el método desarrollado a otras variedades de papa de interés para los programas
de produccion de semilla.

Estudiar diferentes tiempos y frecuencia de inmersion para las distintas fases del proceso
de microtuberizacion.

Realizar una caracterizacion fotosintética y fisiolégica del proceso de microtuberizacion en
los SIT.

Evaluar comparativamente el comportamiento en campo e invernadero de
microtubérculos obtenidos en SIT y mediante la metodologia convencional en medios

semisoélidos.
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