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RESUMEN

El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.), es de gran importancia econdémica, por ser uno de
los alimentos més consumidos en la actualidad y la propagacién de plantas a traves de explantes
para producir microtubérculos con técnicas in vitro, son cada dia mas comunes, gracias a la
tecnologia, por lo cual, esta investigacion se orientd a evaluar el efecto del fotoperiodo sobre la
microtuberizacién in vitro de tres materiales de papa (Diacol Capiro, Parda Pastusa y Criolla
genotipo yema de huevo). Los cultivos in vitro obtenidos a partir de explantes de los materiales
evaluados, se sometieron a un periodo de incubacion con 4 diferentes fotoperiodos (3, 8,12 y 16
horas) y tres concentraciones de sacarosa (3, 7 y 9%), midiendo asi, nimero de tallos, nimero de
microtubérculos, peso seco y dias a formacion de microtubérculos. Los resultados mostraron que
la genotipo Diacol Capiro presentd la mayor produccion y peso seco de microtubérculos en un
fotoperiodo de 8 horas luz en concentraciones de sacarosa del 7-9%, con un promedio de
produccién de 1.66 microtubérculos por explante; este material también registro el menor tiempo
en tuberizacion, con un periodo de 50 dias y la mayor produccién de tallos con un promedio de
16 tallos por explante en una concentracion de 3% de sacarosa.

Palabras clave: Fotoperiodo, microtubérculos, tuberizacion, in vitro.



ABSTRACT

The cultivation of potatoes (Solanum tuberosum L.), is of great economic importance, as it is one
of the most consumed foods at present and the propagation of plants through explants for
microtubers with in vitro techniques, are becoming more common to technology. Therefore, this
research is aimed at evaluating the effect of photoperiod on in vitro microtuberization of potato
materials (Diacol Capiro, Parda Pastusa and Criolla yolk variety of egg). The in vitro cultures
were published in an incubation period with 4 different photoperiods (3, 8, 12 and 16 hours) and
three of sucrose (3, 7 and 9%), measuring Thus, number of stems, number of microtubers, weight
dry and days of microtubers formation. The results of the Diacol Capiro variety showed the
highest production and the dry weight of the microtubules in a photoperiod of 8 light hours in the
sucrose activities of 7-9%, with an average production of 1.66 microtubers per explant; this
material also refers to the shorter time in tuberization with a period of 50 days and the highest

production of stems with an average of 16 stems per explant at a concentration of 3% sucrose.

Key words: Photoperiod, microtubers, tuberization, in vitro.
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INTRODUCCION

Los cultivos de papa, son de gran importancia a nivel mundial; considerado el tercer producto
mas cultivado y el primero no cerealero, se comercializa en mas de 100 paises, logrando una
produccién de 376 millones de toneladas aproximadamente en el afio 2016. Mas de la mitad de
estas siembras se reportan en paises latinoamericanos (FAO, 2018). En Colombia el area
sembrada proyectada para el 2018 es de 25.278 hectareas, con una produccion proyectada para el
mismo afio de 574.550 toneladas afio (FEDEPAPA, 2018). Segun FEDEPAPA (2018), en el pais
existen cerca de 250 variedades de papa y se dice que hay unas 30 variedades comerciales, pero
las més importantes son: Pastusa Suprema, Diacol Capiro, Ica Unica, Parda Pastusa, Ica Puracé,

Tuquerrefia y Roja Narifio.

El departamento de Narifio, participa con el 21% de la produccién nacional y el 19,1% del area
nacional sembrada, siendo el tercer departamento productor de papa en Colombia (Este
departamento se vio favorecido en el primer trimestre del 2018, debido a las condiciones
climaticas que permitieron un aumento en las cosechas de papa, proyectando un rendimiento de
23 Ton/has, es decir un 13% mas que en el 2017. Se produce en 26 municipios siendo los
principales: Ipiales, Pasto, Pupiales, Tuquerres, Sapuyes, Potosi, Guachucal, Cuaspud, Contadero
y Cérdoba. En Narifio, los principales genotipos sembradas son Parda Pastusa, Pastusa Suprema,
Diacol Capiro y Papa Criolla genotipo Yema de Huevo, donde la produccion se destina en un

92% al mercado en fresco y 8% al procesamiento industrial (ICA, 2017).

En Narifio y en Colombia, la mayor parte de la produccion de papa, se obtiene por semilla de los
mismos agricultores en su propia finca, en otras fincas de la region o en los centros de abastos y
no es usual entre los productores de papa renovar la semilla; esto ha provocado la produccién de
papa con altos costos, bajos rendimientos y de dudable calidad genética y sanitaria. La papa, es
susceptible a muchos virus y enfermedades que van degenerando la calidad de las "semillas™ con

el nimero de cultivos (Haverkort y Verhagen, 2008).

La creciente demanda de semillas de calidad por parte del gremio de la cadena de la papa,

permite proponer este tipo de tecnologias de multiplicacion in vitro, de alto impacto, innovador



de sistemas tradicionales y de alta aplicabilidad para la produccion del insumo primario,
requerido para la multiplicacién de semillas de papa, lo que permitira ofrecer a los interesados en
la produccién de semillas de papa, una metodologia eficiente y de alta calidad, para la
produccion de microtubérculos de tres genotipos importantes a nivel nacional, necesarios para el
inicio de la multiplicacion a nivel de invernadero y posteriormente en el campo (Jaramillo et al,
2011).

Es conocido, que diferentes genotipos de una especie, en este caso la papa, deben presentar
variaciones en sus exigencias en cuanto a la duracion del dia para inducir los procesos de
tuberizacion. Esta situacion, se traduce en reduccion de los rendimientos y calidad de la cosecha,
debido al incremento acumulativo y la degeneracion sufrida por los genotipos a través de los

afios, propagadas por via vegetativa (Castro, 2005).

El proyecto pretende aportar en la solucion de un gran problema presente en la cadena
productiva de la papa, cual es la minima oferta y demanda de semilla certificada de calidad, que
segun datos de la CODECTI (2014), En Narifio, el 95% de la produccion se hace con semilla no

certificada, incrementando los problemas fito-sanitarios y causando bajos rendimientos;

Con la utilizacién de semilla certificada de papa, se obtienen ventajas, como el aumento de la
productividad, pues con este material, se calcula que los rendimientos pueden pasar de 20t/ha, a
40 t/ha, lo cual significa, ademas, un incremento de la rentabilidad de los productores. Sin
embargo, la utilizacion de este insumo, es ain demasiado bajo y en el departamento de Narifio su
uso es menor de 2% (FEDEPAPA, 2018).

El proyecto, tiende hacia la generacién de una propuesta tecnologica, orientada a mejorar y
eficientizar el proceso de la produccion de uno de los primeros elementos, en la produccion de
semillas: la semilla élite y semilla stper élite. Tanto para mejoradores como para los productores

especializados de semillas.

Este trabajo se plantea con el objeto de identificar los requerimientos fotoperiddicos dptimos de

los genotipos de papa Parda Pastusa, Diacol Capiro (Solamun tuberosum L) y Criolla (Solamun
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phureja) (genotipo Yema de Huevo), en cuanto a la produccion del mayor nimero y calidad de

los microtubérculos producidos in vitro.
MATERIALES Y METODOS

Localizacion. Las actividades de siembra, propagacion e incubacion de los diferentes genotipos
de papa, se llevaron a cabo en el Laboratorio de Investigacion de Fisiologia Vegetal y de Tejidos,
localizados en la Sede central de la Universidad de Narifio, Pasto, Colombia, la cual se encuentra
a una altitud de 2540 msnm, con una temperatura interna de la zona de incubacion del
laboratorio entre 18°C-24°C, luminosidad 3500 lux y humedad relativa 60%.

Material vegetal. Inicialmente, se hizo una colecta en campo de tallos de plantas de papa
cultivadas de los genotipos “Parda Pastusa”, “Diacol Capiro” y “Criolla” (var. Yema de Huevo),
en el municipio de Tuquerres y el corregimiento de Rio Bobo, teniendo en cuenta criterios como
caracteristicas morfoldgicas, fisicas, fisioldgicas, sanitarias, genéticas de produccion. Se
obtuvieron 2 tallos por planta de cada genotipo. Una vez seleccionado el material, este se
almacen0 en bolsas de papel kraft para facilitar su transporte, rotuladas con el nombre del
genotipo y el lugar de colecta. De los tallos colectados, se obtuvieron los segmentos nodales, con

los cuales se llevo a cabo la fase de propagacion de material vegetal. (Fotografia 1)

Diacol

canfo

Fotografia 1. A: Colecta de los genotipos de papa Diacol Capiro, Parda Pastusa y Criolla var.
Yema de Huevo. B: Empaque de los tres genotipos de papa.
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Preparacion del medio de cultivo. Se adicionaron las soluciones Stock Ay B en un volumen de
20 ml L™ de medio, las soluciones Stock desde C hasta I en un volumen de 5 ml L™ de medio
(Anexo 1); se llevo a un volumen de 800ml con la adicion de agua destilada estéril y se ajusto
pH a 5,8 con la adicién de NaOH 1N y HCI 0,5N; se adiciono agar 0,7 %, sacarosa 3% y se llevo

a un volumen de 1 litro, finalmente se puso en bafio maria hasta que la solucion se homogenizo.

Preparacion de contenedores: se aplicd hipoclorito de sodio al 13% y alcohol al 70% a cada
contenedor, se dejé reposar y secar, luego de adiciono 25 ml de medio de cultivo, se sellé6 con

papel aluminio y se sometid a esterilizacion en autoclave.

Multiplicacién de segmentos nodales. De los tallos colectados en campo, se hizo una seleccién
por sus mejores caracteristicas, para extraer yemas axilares, las cuales, fueron sumergidas
durante 10 minutos en agua destilada esterilizada y TWEEN®?20 y lavadas con agua destilada
estéril, luego, fueron sumergidas en hipoclorito de sodio (NaOCI) al 3,5% durante cinco minutos

y se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril (Araque & Bohdrquez, 2018).

Se prepar6 3 litros de medio MS 62 (Murashige & Skoog, 1962) suplementado con vitaminas y
500ppm de acido giberélico (AG3), concentracion de sacarosa (azlcar refinada comercial) 3%,
agar 0,7 % y pH ajustado a 5,8 (Torres et al., 2017) (Anexo 1).

Se utilizaron 50 frascos de vidrio de 250 ml de capacidad para cada genotipo, en el cual fueron
cultivadas las yemas axilares (3 por frasco) asépticas con 25cc de medio, los explantes cultivados
fueron incubados a 24 + 1°C con fotoperiodo de 12 horas con luz fluorescente blanca durante dos

meses.

Induccion de microtuberizacion. Los explantes nodales obtenidos en la etapa de
multiplicacion, se cultivaron en medio MS 62, suplementado con vitaminas (Anexol) y la
adicion de sacarosa (3%, 7% y 9%) segun el disefio experimental planteado, agar (0,7%) y pH
ajustado a 5,8. Se utilizaron como contenedores 120 frascos de vidrio de 250 ml de volumen por
genotipo para un total de 360 frascos en todo el ensayo y en cada uno de los cuales, se virtio
25ml de medio de cultivo segun el respectivo tratamiento; se procedié a realizar todos los pasos

del proceso de esterilizacion. Se sembrd un segmento nodal en cada frasco el cual se tapd y sello,
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rotulando cada uno con el material de siembra, concentracidn de sacarosa, fotoperiodo y fecha de
siembra.

Los segmentos cultivados, se incubaron durante 90 dias y fueron distribuidos en estantes
metalicos cubiertos en su totalidad, segun distribucion de tratamientos y subtratamientos tanto
por genotipo como fotoperiodo. La temperatura y humedad relativa fueron de 24°C y 60-70%,
respectivamente. Las condiciones de fotoperiodo fueron controladas mediante el uso de
temporizadores digitales, ajustados de acuerdo a los diferentes fotoperiodos establecidos.
(Fotografia 2)

Fotografia 2. A: Disposicion de tratamientos en estanteria metalica y temporizadores digitales.
B: cubierta de tratamientos e induccion de fotoperiodos.

Condiciones del medio. Para los procesos de multiplicacion de material e induccién de
microtuberizacion, antes de agregar agar (7g L™) y sacarosa, se ajusté pH a 5.8 y se esterilizaron
en autoclave a 15 psi y 121°C durante 20 minutos junto con las herramientas de siembra (pinzas,
gorros, tapabocas, guantes). El proceso de aislamiento y cultivo se llevo a cabo en cdmara de

flujo laminar previamente desinfectada con alcohol al 90%.

Disefio experimental. Se utilizé un disefio Irrestrictamente al Azar con un arreglo trifactorial
correspondiente a los factores Genotipos (1- Capiro; 2- Parda Pastusa; 3- Criolla), Concentracion
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de sacarosa (1-3%; 2-7%; 3-9%) y duracion del fotoperiodo (1-3h; 2-8h; 3-12h; 4-16h),
empleando diez contenedores de vidrio correspondientes a las repeticiones; cada uno representd

la unidad experimental.

Para el analisis de los datos se realizo un Analisis de Varianza con las fuentes de variacion
correspondiente al disefio experimental propuesto; en aquellos casos de significancia estadistica
para las interacciones, se analizaron éstas sin tener en cuenta los efectos simples mediante

pruebas de significacion de t.

Variables evaluadas. Las estimaciones de las variables, se llevaron a cabo cada 15 dias durante

3 meses, haciendo seguimiento a cada unidad experimental. Las variables evaluadas fueron:

Numero de tallos. Se contabiliz6 el nimero de tallos en los explantes de cada unidad
experimental a los tres meses posterior a la siembra.
Numero total de microtubérculos obtenidos por explante. Se contabilizé el nimero de
microtubérculos formados en cada uno de los explantes a los tres meses posterior a la siembra.
Peso seco de los microtubérculos. Se sometid los microtubérculos a un proceso de secamiento
en horno a temperatura de 70°C durante un periodo de 24 horas, después se procedi6 a calcular
su peso mediante la balanza de precision y se calculé mediante la siguiente formula.

PF — PS

% materia seca = T * 100

Siendo PF-peso fresco y PS-peso seco.

Dias a formacion de microtubérculos. Se evalu6 y contabilizé cada 15 dias la aparicion de los
microtubérculos en cada unidad experimental desde el inicio de la siembra hasta finalizar el

ensayo 3 meses después de la siembra.
RESULTADOS Y DISCUSION

Para el analisis de resultados se tuvieron en cuenta las siguientes clases y niveles (Tabla 1):

Tabla 1. Clases y niveles para analizar los datos, GENO: Genotipo, SACA: Sacarosa, FOTO:
Fotoperiodo.
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Procedimiento GLM
Informacion del nivel de clase

CLASE NIVELES VALORES

GENO 3 Diacol Capiro-Criolla-Parda pastusa
REP 10 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10

SACA 3 3%, 7%, 9%

FOTO 4 3-8-12-16

La Tabla 2, resume los resultados obtenidos en el estadistico de los diferentes factores para cada

una de las variables analizadas, mostrando la interaccién entre factores.

Tabla 2. ANDEVA representada para los genotipos de papa Parda Pastusa, Diacol Capiro
(Solanum tuberosum L.) y Criolla (Solanum phureja Just et. Buck) (var. Yema de huevo).

FUENTE GL NTAL NMTU PSMT

SC Pr>F SC Pr>F SC Pr>F
GENO 2 548,300 <,0001 22,628 <,0001  0,00071  0,0078
SACA 2 769,391 <,0001 5,612 0,0001  0,00148 <,0001
GENO*SACA 4 118,208 0,0431 0,721 0,3158  0,00011  0,5514
FOTO 3 31,916 0,5685 1,848 0,0291  0,00060  0,0065
GENO*FOTO 6 379,527 <,0001 0,711 0,3209  0,00014  0,4306
SACA*FOTO 6 28,873 0,7224 0,185 0,9341  0,00014  0,4167

GENO*SACA*FOTO 12 79,904 0,0692 0,847 0,1665  0,00022  0,0971

GL.: Grados de libertad, SC: Suma de cuadrados. No. De tallos (NTAL), No. de microtubérculos (NMTU) y pesos
seco de microtubérculos (PSMT).

Para el Numero de Tallos las variables significativas fueron genotipo, sacarosa, interaccion
genotipo sacarosa, interaccién genotipo-fotoperiodo y las variables no significativas fueron
fotoperiodo, interaccion sacarosa-fotoperiodo e interaccién genotipo-sacarosa-fotoperiodo (Tabla
3).

Tabla 3. Significancia para los factores genotipo, sacarosa, en la variable No. de tallos.

Genotipo Sacarosa (%) Media Aritmética Pr >t Significancia

CAPIRO 3 15,66 <,0001 ool
CAPIRO 7 10,04 <,0001
CAPIRO 9 8,65 <,0001
CRIOLLA 3 12,282 <,0001 el
CRIOLLA 7 10,264 <,0001
CRIOLLA 9 5,151 <,0001
PARDA 3 7,516 <,0001 ool
PARDA 7 7,417 <,0001
PARDA 9 5,531 <,0001
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Los valores representados con (***), muestran diferencias altamente significativas entre los diferentes factores.

La interaccion genotipo con: fotoperiodo tiene diferencias significativas entre los tres genotipos
y con las concentraciones de sacarosa para la variable nimero de tallos, destacando que en el
genotipo S. tuberosum Diacol Capiro la mejor concentracion de sacarosa que contribuyo a la
mayor produccion de tallos fue 3%, produciendo un promedio de 15.66 tallos.

Para la papa Criolla genotipo Yema de Huevo, la mejor concentracion de sacarosa fue 3%,
desarrollando 12,282 tallos en promedio. Igualmente el genotipo Parda Pastusa la mejor

concentracion de sacarosa fue 3% produciendo un promedio de 7.51 tallos en promedio.

Para explicar los anteriores resultados cabe resaltar lo expuesto Moreno, (2012), quien menciona,
que en el crecimiento del tallo principal de la papa, se desarrollan los estolones, que se
caracterizan por extremo apical curvado, entrenudos alargados y crecimiento diageotropico, que
dependiendo de la genotipo, se da bajo fotoperiodo corto, bajos niveles de nitrégeno y sacarosa.
Para nuestro estudio el genotipo que mayor nimero de tallos produjo fue la Diacol Capiro con

una concentracion de sacarosa del 3%.

Estudios similares, como el de Arsenault y Cristie, (2004) reportan que la produccién de tallos y
tubérculos estan relacionados con el tipo de explante utilizado siendo estos dos componentes, un
prondstico atil del rendimiento de cada cultivo. También, se requiere resaltar lo mencionado por
Orbe, (2014) y Kittipadukal et al. (2012) quienes aseguran que el aumento en el numero de tallos
reduce el rendimiento, ya que se incrementa el nimero de tubérculos pequefios, mas si las

condiciones ambientales son limitadas o in vitro.

Antes de la tuberizacion, los foto asimilados, son utilizados para la formacion de tallos, hojas y
raices; cuando los tubérculos crecen, su demanda de asimilados también (Oropeza, 2012; Dhital
y Lim, 2012); el namero de tallos es proporcional a la acumulacion de materia seca en los
microtubérculos en formacion, que coincide con los resultados de este estudio, mostrando que la
mayor cantidad de tallos ocurrié en la genotipo Diacol Capiro, que es la que mayor cantidad de

microtubérculos presenta (Tabla 4).
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Para el nimero de microtubérculos las variables genotipo de papa, concentracion de sacarosa y
fotoperiodo son significativas (p<0,05), en cambio sus interacciones, genotipo-sacarosa,
genotipo-fotoperiodo,  sacarosa-fotoperiodo y  genotipo-sacarosa-fotoperiodo no  son
significativas (p>0,05), (Tabla 2).

En la Tabla 4, se muestran los resultados obtenidos de la comparacion de los factores para la

variable NUmero de Microtubérculos.

Tabla 4. Significancia para los factores genotipo, sacarosa, fotoperiodo en la variable No. de
microtubérculos.

Comparacién factores Diferencia entre medias Limite de confianza 95%
Genotipos

Capiro - Parda 0,7161 0,4634 0,9687 ***
Capiro - Criolla 0,8493 0,5959 1,1027 ***
Parda - Capiro -0,7161 -0,9687 -0,4634 ***
Parda - Criolla 0,1332 -0,1323 0,3987
Criolla - Capiro -0,8493 -1,1027 -0,5959 ***
Criolla - Parda -0,1332 -0,3987 0,1323
Sacarosa
7-9 0,0264 -0,2307 0,2835
7-3 0,4168 0,1585 0,6751 ***
9-7 -0,0264 -0,2835 0,2307
9-3 0,3904 0,1372 0,6436 ***
3-7 -0,4168 -0,6751 -0,1585 ***
3-9 -0,3904 -0,6436 -0,1372 ***
Fotoperiodo
8-16 0,0996 -0,2340 0,4332
8-3 0,3189 -0,0065 0,6443
8-12 0,3244 0,0086 0,6401 ***
16-8 -0,0996 -0,4332 0,2340
16-3 0,2193 -0,1153 0,5539
16-12 0,2248 -0,1004 0,5500
3-8 -0,3189 -0,6443 0,0065
3-16 -0,2193 -0,5539 0,1153
3-12 0,0055 -0,3113 0,3223
12-8 -0,3244 -0,6401 -0,0086 ***
12-16 -0,2248 -0,5500 0,1004
12-3 -0,0055 -0,3223 0,3113

Los valores representados con (***), muestran diferencias altamente significativas entre los diferentes factores.

Los resultados del Analisis de Varianza para la variable Nimero de Microtubérculos, muestran
que la mayor produccion fue registrada por el genotipo Diacol Capiro, seguida del genotipo

Parda y por ultimo la papa criolla genotipo yema de huevo.
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Para sacarosa se observa que las concentraciones 7 y 9%, son las mejores para produccion de
microtubérculos a diferencia de sacarosa 3% que mostro diferencias altamente significativas con
las otras dos concentraciones. Finalmente para el fotoperiodo se puede observar que a 8 horas luz
se reportd la mayor cantidad de microtubérculos. (tabla4)

Se debe resaltar, que la respuesta de las especies, genotipos o cultivares no solo se debe al
ambiente de cultivo, sino también a su genotipo (Pérez et al., 2008) es por ello, que aunque se

sometan a las mismas condiciones ambientales podrian existir diferencias entre genotipos.

Jaramillo et al. (2012) aseguran gue la sacarosa, es el azlcar mas utilizado in vitro; se comporta
como un componente estructural, inductora de la morfogénesis, entre mayor sea su
concentracion, mayor serd la fuente carbonada en el ensanchamiento de los estolones,
convirtiéndose en almidon y desarrollando los microtubérculos. En su investigacion se presentd
que la mayoria de los microtubérculos se forman en las yemas axilares (puntos meristematicos) y
algunos pueden formarse en el medio de cultivo. Probablemente, los microtubérculos no se

forman en la yema apical debido al alto contenido de auxinas caracteristico de esta zona.

Se conoce que la sacarosa esta relacionada con el crecimiento heterotrofico del tejido vegetal, ya
que en ambientes in vitro, la produccion de energia y carbohidratos por fotosintesis son menores,
esto indica que, sacarosa y fuentes de nitrogeno, son esenciales en el desarrollo de las plantas de
papa, formacién de tubérculos, raices y alargamiento de sus yemas entre otros (Aldabe Y
Dogliotti, 2009).

Autores como Cardenas y Villegas, (2002) afirman que son varios los investigadores que utilizan
altas concentraciones de sacarosa, para inducir la formacién de tubérculos in vitro. Bajo este
criterio, se evidencia que en la genotipo Diacol Capiro fue la Unica que tuvo diferencias

altamente significativas a altas concentraciones de sacarosa.

Estos resultados coinciden con los de Montoya et al. (2008) quienes afirman, que la formacion

de tubérculos en Solanum tuberosum L fue mejor en concentraciones de 7 y 9%, Caso contrario,
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ocurrio en el estudio de Sawwan et al. (1998); Paz y Villegas, (2009) donde la concentracion de

sacarosa a 3%, causo un efecto morfogénico negativo, sin tuberizacion, ni rizogénesis.

En cuanto al Fotoperiodo, varias investigaciones como la de Antonio A. et al. (2010) sugieren
que para mejorar la calidad y el numero de microtubérculos por planta, se debe manipular las
condiciones de cultivo, destacando la temperatura y el fotoperiodo, es asi, como Moreno y
Oropeza (2017) estudiaron el efecto del fotoperiodo en dos genotipos de papa Arbolona Negra y
Granola, la primera obtuvo mayor cantidad de microtubérculos en 8 horas luz, la segunda a 24
horas luz, concluyendo, que dependiendo de la genotipo se obtienen resultados diferentes. Asi
mismo, Seabrook, (2005) considera que el fotoperiodo es el principal factor ambiental, que
controla la tuberizacion en papa y reporta, que las condiciones fotoperiddicas de dias cortos
induce la tuberizacion, ademas, menciona “La formacion de Microtubérculos en las vitroplantas
de papa, puede lograrse unicamente con la incubacion bajo estas condiciones luminicas, sin la
adicion de altas concentraciones de sacarosa u hormonas vegetales en el medio de cultivo”.
Debido a que en éste estudio se sometieron las plantulas a diferentes concentraciones de
sacarosa, los resultados de tuberizacion se vieron afectados en el genotipo Diacol Capiro, que fue
el genotipo con la concentracion de sacarosa alta y fotoperiodo bajo para la adecuada produccion

de Microtubérculos.

Para Peso Seco de Microtubérculos, los factores, genotipo, concentracion de sacarosa Yy
fotoperiodo, fueron significativas (p<0,05), en cambio las interacciones genotipo-sacarosa,
genotipo fotoperiodo, sacarosa-fotoperiodo y genotipo-sacarosa-fotoperiodo no fueron
estadisticamente significativas (Tabla 2). En la Tabla 5 se observa el peso seco promedio de los

Microtubérculos de cada genotipo.

Tabla 5. Significancia para los factores genotipo, sacarosa y fotoperiodo en la variable peso seco
de microtubérculos.

Comparacion factores Diferencia entre medias Limite de confianza 95%
Genotipo
Capiro - Parda 0,00424 0,00034 0,00814 ***
Capiro - Criolla 0,00460 0,00069 0,00852 ***

Parda - Capiro -0,00424 -0,00814 -0,00034 ***
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Parda - Criolla 0,00036 -0,00373 0,00446
Criolla - Capiro -0,00460 -0,008522 -0,00069 ***
Criolla - Parda -0,00036 -0,00446 0,00373
Sacarosa

7-9 0,001583 -0,002388 0,005553

7-3 0,007224 0,003236 0,011213 ***

9-7 -0,001583 -0,005553 0,002388

9-3 0,005642 0,001731 0,009552 ***

3-7 -0,007224 -0,011213 -0,003236 ***

3-9 -0,005642 -0,009552 -0,001731 ***
Fotoperiodo

8-16 0,006091 0,000939 0,011243 ***

8-3 0,001128 -0,003898 0,006153

8-12 0,004218 -0,000657 0,009094
16-8 -0,006091 -0,011243 -0,000939 ***

16-3 -0,004964 -0,010131 0,000204
16-12 -0,001873 -0,006895 0,003150

3-8 -0,001128 -0,006153 0,003898

3-16 0,004964 -0,000204 0,010131
3-12 0,003091 -0,001802 0,007983
12-8 -0,004218 -0,009094 0,000657
12-16 0,001873 -0,003150 0,006895
12-3 -0,003091 -0,007983 0,001802

Los valores representados con (***), muestran diferencias significativas entre los diferentes factores.

Los resultados del Andlisis de Varianza para la variable Peso Seco de microtubérculos muestran
que la mayor produccion fue registrada por el genotipo Diacol Capiro. Para sacarosa se observa
que las concentraciones 7 y 9%, son las mejores para Peso Seco de Microtubérculos a diferencia
de sacarosa 3% que mostrd diferencias altamente significativas con las otras dos
concentraciones. Finalmente para el fotoperiodo se puede observar que a ocho horas luz se

reportd el mayor Peso Seco de microtubérculos.

Los Genotipos Diacol Capiro y Parda Pastusa, mostraron un promedio de 0,077 y 0,076g
respectivamente, en cambio la papa Criolla genotipo Yema de Huevo, tuvo el valor mas bajo
frente a las anteriores con un promedio de 0,038g, esto se debe posiblemente a que los genotipos
Capiro y Parda Pastusa fueron las que mas microtubérculos desarrollaron. Estos datos se
encuentran en el rango reportado por Lopez et al. (2009) quienes obtuvieron peso seco de
tubérculos en valores entre 0,01 y 1,62g. Lo anterior, nos lleva a concluir que cada genotipo de
papa se comporta de diferente forma dependiendo de maltiples factores tanto ambientales como

genéticos.
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Para Dias a Tuberizacion, se tuvo en cuenta la primera formacion de Microtubérculos para cada
genotipo, en diferentes concentraciones de sacarosa y fotoperiodo, datos indicados en la
siguiente tabla.

Tabla 6. Dia de formacion del primer microtubérculo de cada genotipo de papa, a una

determinada concentracion de sacarosa y un determinado fotoperiodo.

Dias a tuberizacion

Genotipo Concentracion de sacarosa (%)  Fotoperiodo (h) Dia a Tuberizacion
Capiro 9 8 50
Criolla 9 8 90
Parda Pastusa 7 16 70

El genotipo Diacol Capiro tuberizo a los 50 dias posterior a su siembra, en una concentracion de
Sacarosa 9% Yy un fotoperiodo de 8 horas, la papa Criolla genotipo Yema de huevo tuberizé a los
90 dias en una concentracion de sacarosa de 9%, en un fotoperiodo de 8 horas y el genotipo
Parda Pastusa tuberiz6 a los 70 dias, posterior a su siembra, en una concentracion de sacarosa del
7%, en un fotoperiodo de 16 horas; los tres genotipos presentan diferencias significativas en

cuanto al dia de formacién de microtubérculos entre ellas.

Segin Rothman y Tonelli (2010), mencionan que la tuberizacién inicia a los 55 dias, lo que
coincide o hay una aproximacion con los resultados del presente trabajo, donde solamente la
genotipo Diacol Capiro se acerca a este valor, pero para Piedra (2014) en genotipos precoces
como la papa Criolla, la tuberizacion ocurre en 30 dias después de la siembra, en genotipos

intermedias, entre los 45 y 60 dias y en las tardias después de los 60.

La tuberizacion, es un proceso morfolégico, influenciado por variables genéticas, fisioldgicas y
medioambientales; influenciado por factores extrinsecos e intrinsecos (Sarkar, 2010). Aunque
después de décadas de estudios al respecto, ain no se ha dilucidado un modelo que integre los
procesos bioquimicos, moleculares y fisioldgicos que se llevan a cabo dentro de la planta de
papa, para la induccion de la tuberizacion. Viola et al. (2011) mencionan que, la sacarosa es la
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fuente carbonada més abundante en el ensanchamiento de los estolones, mientras que la
concentracion de glucosa y fructosa es mas baja y muestra un patrén similar en todas las etapas

de desarrollo.

En el presente estudio, no se observa una homogeneidad en los dias a tuberizacion entre los
genotipos de papa, esto posiblemente obedece, a que como lo menciona Jiménez y Muschler
(2010), los factores que influyen en la tuberizacion de papa son; la caracteristica propia de cada
genotipo, la edad fisioldgica de la semilla o explante, la humedad, temperatura, medio de cultivo

(enriquecido con sacarosa) y la intensidad de la luz, entre otros.

Se debe tener en cuenta que los anteriores resultados se ven influenciados por las interacciones
entre genotipo, sacarosa y fotoperiodo, lo que se explica, dada la complejidad de las
interacciones entre carbohidratos y reguladores de crecimiento, debido a que esto estd
relacionado con multiples especies moleculares activas inductoras de expresion genética

diferencial y para muchos autores es dificil separar sus efectos (Piedra, 2014).

De igual forma varios estudios, entre ellos el de Navarro et al. (2011) indican que existen sefiales
inductoras de floracion y microtuberizacién, que podrian relacionarse y que ademas se han
identificado mecanismos moleculares, donde se activan algunos genes especificos para la

microtuberizacion.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta el comportamiento que presenta el cultivo de papa in vitro se puede obtener
una mejor produccion de Microtubérculos en los genotipos Diacol Capiro y Parda Pastusa

cuando se someten explantes a altas concentraciones de sacarosa y fotoperiodo corto de 8 horas.

Los protocolos desarrollados en el presente proyecto pueden ser utilizados para la produccion de
microtubérculos de papa de los genotipos Parda Pastusa, Diacol Capiro y Criolla (genotipo Yema
de Huevo).

Las plantulas y microtubérculos desarrollados pueden ser cultivados bajo condiciones

controladas para la produccion de semillas élite y super élite.

El fotoperiodo juega un papel muy importante en el desarrollo de plantas de papa in vitro siendo
asi un elemento esencial en estudios de produccion de microtubérculos, al igual, que los
genotipos utilizados, condiciones ambientales y genética de las mismas, ya que también influyen
sobre el comportamiento de las plantas.

La sacarosa es un elemento a tener en cuenta en la produccion de microtubérculos in vitro, ya
que dependiendo de sus concentraciones, la planta actda de manera diferente y su desarrollo en la
produccion de microtubérculos puede verse favorecido cuando se utilizan altas concentraciones
de esta, por el contrario cuando se utilizan concentraciones de sacarosa bajas, la planta se ve

favorecida con el desarrollo de tallos mas no con la produccién de microtubérculos.
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RECOMENDACIONES

Llevar a cabo estudios encaminados a analizar diferentes tiempos de luz o fotoperiodos y
concentraciones de sacarosa distintas a las evaluadas en este trabajo, que puedan

representar un mejor desarrollo de las plantas cultivadas in vitro.

Desarrollar posteriores investigaciones que incluyan otros genotipos de papa y su
produccion en ambientes y condiciones similares en las desarrolladas en este estudio,
para que de esta manera se puedan obtener mejores observaciones y tendencias de los

resultados.

Llevar a cabo posteriores investigaciones de este tipo, donde se involucren evaluaciones
maés alla del laboratorio y puedan trascender hasta el campo con actividades mucho méas
rigurosas donde se logre una produccion masiva de este tipo de materiales cultivados in

vitro y de esta forma lograr obtener semillas certificadas.
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ANEXOS
Anexo 1
MEDIO MS 62
Peso g/Len Volumen de
Stock Sales minerales Formula molecular el M-S.62 | Stock ml/L
estructural stock 1X mg/L de medio
g/mol
A Nitrato de Amonio NH;4NO; 80 82,5 1650 20
B Nitrato de Potasio KNO; 101 95,0 1900 20
C Cloruro de Calcio dihidratado CaCl,.2H,0 110 88,0 440 5
D Fosfato Monobasico de Potasio KH,PO, 136 34 170 5
£ Acido Bérico H,BO; 60.81 1,24 6,2 5
Molibdato de Sodio NaMo,.2H,0 406.76 0,05 0,25
Cloruro de Cobalto CoCl,.6H,0 129 0,005 0,025
Yoduro de Potasio Kl 165.9 0,163 0,83
F Sulfato de Magnesio MgS0,.7H,0 120,3 74,0 370 5
Sulfato de Manganeso MnS0QO,.4H,0 150 3,45 22,3
Sulfato de Zinc ZNSQO,.7H,0 161 1,72 8,6
Sulfato de Cobre CuS0,4.5H,0 159,54 0,005 0,025
G Acido etilendiaminotetraacético Na,.EDTA 151,90 7,46 37,3 5
Sulfato Ferroso Heptahidratado FeS0,.7H,0 292,24 5,57 27,3
H GLICINA C,HsNO, 75,07 0,4 2,0 5
TIAMINA-HCI C1oH17N,OS-HCI 337,27 0,02 0,1
PIRIDOXINA-HCI CgH1:NO3-HCI 205,64 0,1 0,5
AC. NICOTINICO CeHsNO, 123,11 0,1 0,5
| MIO-INOSITOL CeH12,06 180,156 20,0 100 5

SACAROSA: 30 gramos/L de medio; pH=5,8

El Na,.EDTA y el FeSO,4.7H,0. Se coloca una cierta cantidad de agua destilada estéril, de la

que se va a utilizar para llevar a volumen final de medio de cultivo, se coloca, a bafio maria, se

adiciona el EDTA, se disuelve y posteriormente el Sulfato Ferroso hasta que se disuelva

completamente y se homogenicen, se deje enfriar y se rotula. (Murashige & Skoog, 1962).



