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Resumen

La propagacion in vitro de papa se ha empleado por mas de dos décadas para la multiplica-
cion rapida de material libre de virus en programas de produccion de minitubérculos; sin em-
bargo, la tecnologia ha tenido baja eficiencia y no satisface las necesidades de semilla certifica-
da. Esta investigacion se realiz6 con el objetivo de demostrar que la produccion de microtubér-
culos en BIT se puede integrar a un programa de producciéon de semilla certificada de papa Dia-
col Capiro. Para la induccion de microtubérculos a partir de brotes micropagados de papa Dia-
col Capiro en biorreactores de inmersion temporal (BIT), se desarrollaron dos fases: a) fase de
proliferacion masiva de brotes, en la que se encontré que la frecuencia de inmersiéon de cada 3
horas con duracion de 3 minutos y 600 mL de medio de cultivo produjo la mejor cantidad y cali-
dad de brotes; b) fase de tuberizacion, en la que se encontré que la adicién de sacarosa al 8%
produjo mayor cantidad de microtubérculos, y cuando se adicion6 6-bencil-amino-purina (6-
BAP, 1,0 mgL"') mejoro6 la produccion (229 microtubérculos/BIT). En campo se comparo el com-
portamiento de los microtubérculos con semilla élite y plantulas in vitro de papa. Se encontro
que para la obtencion de semilla élite son superiores los microtubérculos porque producen en
promedio 49 tubérculos por planta, mientras que con plantas in vitro y semilla élite la produc-
cion es de 24 y 34 tubérculos por planta, respectivamente.
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In vitro tuberization of potato (Solanum tuberosum L.)
variety Diacol Capiro in tem orary immersion
bioreactors and grow evaluation in field

Abstract

In vitro propagation of potato has been employed for more than two decades to the multi-
plication of plant material virus free programs of tuber seeds production. However this techno-
logy has shown low efficiency and does not satisfy the demand of certificated seed. The purpose
of this investigation was to demonstrate that the production of microtuber in Temporary Im-
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mersion Bioreactors (TIBs) can be integrated to a program of potato seed production in Diacol
Capiro. The microtuber induction in the TIBs was carried out in two phases: a) Shoots massive
proliferation phase. This phase had an immersion frequency of three hours and duration of
three minutes each one with 600 mL of culture media, wich showed the higher quantity and
quality of shoots. b) Tuber phase. The higher number of microtubers were produced adding su-
crose at 8%, and 6-Bencil-Amino-Purine (6-BAP, 1.0 mgL’l) for the the production of 229 micro-
tubers/TIB. After the lab research the microtubers were evaluated under field conditions and
they were compared to the elite seed and in vitro plantlets. It was found that to obtain potato eli-
te seed, microtubers are superior because they produce 49 tubers on average for plant, while

with in vitro plants and elite seed is of 24 and 34 tubers for plant, respectively.

Key words: microtuber, in vitro, sucrose, bioreactors.

Introduccion

La micropropagacion en papa se utiliza
principalmente para la produccion de semi-
lla, para la coleccion y la distribucion de ger-
moplasma a través del mundo y para el ha-
llazgo de clones de interés en la agricultura.
Para este proposito, se utiliza como material
de inicio plantas libres de virus. Los méto-
dos de propagacion usados se dirigen a pro-
ducir una gran cantidad de plantas en el
tiempo mas corto posible (1, 2). Sin embar-
go, los inconvenientes principales en la pro-
duccion de semilla de papa mediante las téc-
nicas del cultivo in vitro se han presentado
en el traslado y plantaciéon desde la fase de
aclimatizacion a condiciones de campo (3).

Muchos paises o regiones carecen de
areas libres de vectores que permitan la pro-
duccion de tubérculos semilla de alta cali-
dad; por lo tanto, la tecnologia de los micro-
tubérculos se presenta como un componen-
te importante en la producciéon de semilla.
En este sentido, los microtubérculos pue-
den también proveer una solucién en paises
donde la disponibilidad de semilla de alta
calidad es requerida debido al incremento
de las nuevas areas de siembra (4). La tube-
rizacion es un proceso fisiolégico complejo,
regulado por muchos factores, que incluyen
los ambientales, hormonales, suplemento
de nitrégeno, densidad de in6culo, fuente de
explante, cultivar y concentracion de saca-
rosa. Sin embargo, es posible suministrar
fuentes de carbono externas para producir

suficientes carbohidratos con el fin de pro-
mover el crecimiento celular y la subsecuen-
te regeneracion (5). Se han desarrollado va-
rias técnicas para la produccién de microtu-
bérculos in vitro. Entre ellas esta la técnica
de los BIT (6). Esta tecnologia ha sido em-
pleada satisfactoriamente en la induccion de
tubérculos in vitro de papa (7). Teisson y Al-
vard (8) lograron la formaciéon de microtu-
bérculos empleando la técnica semiautoma-
tizada (RITA) y usando como medio basico el
MS suplementado con cicocel (CCC),
ancymidol, acido pantoténico y concentra-
ciones altas de sacarosa. Pérez et al. (9) in-
forman que la técnica de inmersion temporal
permite que todas las yemas axilares sean
inducidas a formar microtubérculos y que
estos, a su vez, alcancen mayor tamano.

La presente investigacion describe
como la utilizacion de biorreactores de in-
mersion temporal permite optimizar la pro-
duccion de microtubérculos que se pueden
utilizar directamente en campo para la ob-
tencion de semilla basica.

Materiales y métodos

Propagacion en biorreactores
de inmersién temporal

Como fuente de explantes se emplearon
brotes de papa de la variedad Diacol Capiro
obtenidos por micropropagacion convencio-
nal en medio de cultivo semisélido.
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Se utiliz6 un sistema de BIT modificado
(10, 11), con frascos de 5 L de capacidad in-
terconectados con mangueras de silicona a
frascos de 1 L, donde se coloco el medio de
cultivo liquido. Cada BIT se conecté a un
sistema de entrada de aire proveniente de
un compresor con programador automatico
para controlar la frecuencia, duracion de in-
mersion, luminosidad y flujo de gases.

Multiplicacién en BIT

Inicialmente se evaluaron tres frecuen-
cias (3, 5y 7 horas), con 3 minutos de inmer-
sion, 80 plantulas y 300 mL de medio de culti-
vo por biorreactor. Luego se evaluaron tres vo-
Ilimenes de medio (200, 400 y 600 mL) con
una sola frecuencia (3 horas) y 3 minutos de
inmersion. El medio de cultivo que se empleo
fue el compuesto por las sales minerales de
Murashige y Skoog (12), suplementado con
tiamina HCI (0,4 mgL"'), pantotenato de calcio
(1,0 g/L), mio-inositol (100 mgL"), 6-BAP (1,0
mgL") y sacarosa (30 g/L). Los cultivos se in-
cubaron a 24 °C con fotoperiodo de 12 horas
de luz (FFF 80 umol m™s"). Las variables que
se evaluaron fueron numero y altura de los
brotes. Se emple6é un experimento aleatorio
completo al azar con tres repeticiones. Esta
etapa tuvo una duracion de 40 dias.

Tuberizacion en los BIT

En la etapa de tuberizacion se empleo
el medio de cultivo (MS), suplementado con
L. cysteina (0,1 mgL"), acido citrico (0,05
mgL"), acido ascorbico (0,05 mgL"'), panto-
tenato de calcio (0,3 mgL"), 6-BAP (1 mgL"),
y myo-inositol (100 mgL").

Efecto de la concentracion de sacarosa

Se evaluaron tres concentraciones de
sacarosa (4,0%, 8,0 %y 12,0%) p/v. Los bio-
rreactores se mantuvieron en condiciones
de oscuridad. El medio de cultivo se cambi6
a los 20 dias para suministrar nutrientes a
las plantulas. A los 60 dias se cosecharon
los microtubérculos y se midieron las varia-
bles: namero y tamano de los microtubércu-
los por biorreactor. Los microtubérculos se

clasificaron en: grandes (0,1 g), medianos
(0,08 g) y pequenos (0,04 g). Posteriormente
se hizo el conteo total por biorreactor. Para el
procesamiento estadistico se emple6 un ex-
perimento aleatorio completo al azar con
tres repeticiones.

Efecto de la concentracion de 6-BAP

Una vez evaluado el efecto de la sacaro-
sa en la tuberizacion in vitro, se evaluaron
tres concentraciones de la citoquinina 6-
BAP: 1, 3y 5 mgL". Como medio de cultivo se
empleo la formulacion anterior: se adiciona-
ron 300 mL del medio de cultivo, con frecuen-
ciade 3 horas, y se hizo el montaje de tres bio-
rreactores con diferentes concentraciones de
6-BAP en combinaciéon con sacarosa al 8%.

Para el analisis estadistico se empleo
un experimento aleatorio completo al azar
con tres repeticiones. Las variables que se
midieron correspondieron a numero de mi-
crotubérculos por tratamiento y tamano
(cuatro tamanos: 0,6; 0,8; 1y 1,2 cm).

El tiempo de cosecha se determiné ob-
servando la apariencia del cultivo hasta ob-
tener los microtubérculos bien conformados
con brotes. Después de la cosecha se sem-
braron en bandejas plasticas con espacio
para 128 alvéolos con turba a capacidad de
campo, se cubrieron con tapa plastica trans-
parente durante 20 dias para conservar la
humedad relativa, y a los 30 dias se hizo el
transplante a condiciones de campo.

Evaluacion en aclimatizacion de
acuerdo al peso de los microtubérculos

Para este experimento se emplearon
cuatro categorias de peso (0,1; 0,4; 0,8y 1,2
g). Los microtubérculos con tallo (100 de
cada tamano) se sembraron en bandejas
plasticas, y como sustrato se empleé turba.
Las bandejas se cubrieron con tapas trans-
parentes para controlar la humedad relativa
y se manejé una temperatura de 21 °C. La
evaluacion de la supervivencia se hizo a los
20 dias, cuando los microtubérculos rebro-
tados alcanzaron 7 cm de altura promedio.
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Evaluacién en campo

Para evaluar los microtubérculos en
campo, se establecieron tres parcelas de
270 m’ cada una. Cada parcela se dividi6 en
tres y en cada division se sembraron los tra-
tamientos, asi: 100 plantas in vitro, 100
plantas de microtubérculos y 100 plantas
por semilla élite.

Las variables evaluadas fueron: por-
centaje de supervivencia, tamano, pesoy to-
tal de tubérculos por planta. Para el proce-
samiento estadistico de la informacién se
emple6é un experimento aleatorio completo
al azar con tres repeticiones.

Resultados y discusion

Fase de proliferacién en los BIT

Determinacion de la frecuencia de in-
mersion. La figura 1 muestra que cuando se
empleo la frecuencia de 3 horas se logré ma-
yor cantidad de brotes (470), mientras que
en los tratamientos con 5 y 7 horas se obtu-
vieron 420 y 390 brotes respectivamente. Al
realizar el analisis en relacion con el tamano
de los brotes, se encontrd, de igual manera,
que con la frecuencia de 3 horas, el 78% de
los brotes presentaron mas de 2 cm de longi-
tud. Jiménez et al. (3) indicaron que se in-
cremento hasta en tres veces la longitud de
los brotes y se mejoro6 el vigor de la planta,
probablemente por la disponibilidad de nu-
trientes que se obtiene en el proceso de in-
mersion temporal.

La figura 2 muestra la diferencia en re-
lacion con el numero y tamano de los brotes
cuando se evaluaron diferentes frecuencias
de inmersion.

Evaluacion del efecto del volumen del me-
dio de cultivo. Cuando se empled el volumen
de 600 ml se logré mayor cantidad de brotes
(580), mientras que en los tratamientos con
200 y 400 ml de medio de cultivo se obtuvie-
ron 480 y 510 brotes, respectivamente.

Al hacer el analisis en relacion con el
largo de los brotes, la figura 2 muestra que
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Figura 1. Efecto delas frecuencias de inmersién
en la altura y numero de brotes de
papa (Solanum tuberosum L), variedad
Diacol Capiro, durante la fase de mul-
tiplicacion in vitro en biorreactores de
inmersién temporal.
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Figura 2. Efecto del volumen del medio de cul-
tivo en la proliferacion in vitro de
plantulas de papa (Solanum tuberosum
L), variedad Diacol Capiro, en bio-
rreactores de inmersion temporal.

con 600 ml, el 86,8% de los brotes fueron
mayores de 2 cm. Ademas se logr6 una tasa
de multiplicaciéon de 7,25. En las técnicas
convencionales, el volumen del medio de
cultivo es relativamente pequefio compara-
do con cultivos hidroponicos y otros siste-
mas de produccion, a lo cual se suma el
tiempo transcurrido entre los subcultivos
(13).

Fase de tuberizacién

Tuberizaciéon en los BIT. La tabla 1
muestra que cuando se emple6 8% de saca-
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Tabla 1
Evaluacion de la sacarosa en el nimero y peso de microtubérculos de papa en biorreactores
de inmersién temporal.

Sacarosa Microtubérculos Peso del tubérculo (g)
(%6) (%6) 0.04 0.08 0.1
4 17 b 13 c 44,6 a 42,4 b
8 96 a 17,4 ¢ 249 b 57,7 a
12 20 b 21,6 c 22,.9b 55,5 a

Los datos representan la media de tres repeticiones. Los tratamientos con letras diferentes presentaron diferencia sig-
nificativa para P < 0,05 por el test de Duncan.

Tabla 2
Comportamiento de la tuberizacion en relacion con las diferentes concentraciones de BAP,
para numero y tamafo de los microtubérculos.

Tratamiento Microtubérculos Tamano(cm)/microtubérculos(%)

(BAP mgL) (N°) 0.6 0.8 1.0 1,2
1 229 a 50 a 27 b 13 ¢ 10d
3 125 b 56,7 a 25 b 11 c 7,3d
5 64 c 73 a 17 b 7c 3d

Los datos representan la media de tres repeticiones. Los tratamientos con letras diferentes presentaron diferencia

significativa para P < 0,05 por el test de Duncan.

rosa, el nimero de microtubérculos por bio-
rreactor correspondi6 a 98, mientras que en
los tratamientos con 4% y 12% se obtuvie-
ron 15 y 20 microtubérculos, respectiva-
mente. Al analizar el peso, se encontré que,
de igual manera, con 8%, el 89,6% de los mi-
crotubérculos estuvieron por encima de
0,08 g.

Cuando la concentracion de sacarosa
se increment6 al 8%, se encontraron dife-
rencias significativas en relacion con el nu-
mero y peso de microtubérculos por bio-
rreactor. Cuando se evaluo el efecto del 6-
BAP en la tuberizacion in vitro, se encontra-
ron diferencias significativas entre trata-
mientos. Los resultados presentados en la
tabla 3 muestran, con diferencia significati-
va, que cuando se empleo6 la concentracion
de 1 mgL’, se logro mayor cantidad de mi-
crotubérculos (229 por biorreactor), mien-

tras que en los tratamientos con 3 y 5 mgL"
se obtuvieron 125 y 64 microtubérculos,
respectivamente.

El analisis en relacion con el tamarno de
los microtubérculos indica que, de igual ma-
nera, con 1 mgL'de 6-BAP, el 50% estuvo por
encima de 0,8 cm, mientras que en los trata-
mientos con 3y 5 mgL" los porcentajes estu-
vieron en 43,3% y 27%, respectivamente.

La respuesta a la tuberizaciéon in vitro
con el empleo de 6-BAP mostré que en la me-
dida en que se disminuye la concentracion,
aumenta el niumero de microtubérculos.

Fase de aclimatizacion

Evaluacién de la supervivencia de
acuerdo al peso de los microtubérculos. En
la figura 3 puede verse con diferencia signi-
ficativa que con los microtubérculos de ta-
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Tabla 2
Comportamiento de la tuberizacién en relacién con las diferentes concentraciones del BAP,
para nimero y tamafio de los microtubérculos.

Tratamiento Microtubérculos Tamano(cm)/microtubérculos(%)

(BAP mgL") (N%) 0.6 0.8 1.0 1.2
1 229 a 50 a 27 b 13 ¢ 10d
3 125 b 56,7 a 25b 11c 7,3d
5 64 c 73 a 17 b 7c 3d

Los datos representan la media de tres repeticiones. Los tratamientos con letras diferentes presentaron diferencia

significativa para P < 0,05 por el test de Duncan.
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Figura 3. Evaluacién de la supervivencia en re-
lacion con el peso de los microtubér-
culos de papa (Solanum tuberosum L),
variedad Diacol Capiro, en biorreac-
tores de inmersion temporal.

manos mayores de 1,2 gy 0,8 g se logré ma-
yor porcentaje de supervivencia (94%y 93%,
respectivamente). En cuanto a los microtu-
bérculos de menor tamano, los porcentajes
de supervivencia correspondieron a valores
entre 89% y 88%, que se pueden considerar
como aceptables. Un aspecto que se debe te-
ner en cuenta para explicar, en general, la
alta supervivencia de estos materiales pro-
cedentes del sistema de inmersion temporal
durante la fase de aclimatizacion es la cali-
dad de los tubérculos como producto de un
mejor suministro de nutrientes por el con-
tacto directo con el medio de cultivo, el me-
jor intercambio gaseoso durante los interva-
los de la inmersion y la prevencion de la de-

secacion debido a la capa fina de medio en el
entorno de los tejidos, lo cual coincide con
los resultados obtenidos por Teisson y Al-
vard (6).

Evaluacién de los microtubérculos
en campo

Evaluaciéon de tres tipos de semilla de
papa (Solanum tuberosum L), variedad Dia-
col Capiro, en campo. La tabla 3 muestra
como al evaluar el tipo de semilla se observa-
ron diferencias significativas segun las va-
riables consideradas. En relacion con la su-
pervivencia, los minitubérculos (semilla éli-
te) presentaron los mejores resultados, con
un 100% de prendimiento, seguidos por los
microtubérculos obtenidos en BIT, con el
80%, y las plantas in vitro, con el 60%. Estos
resultados estan relacionados con el tamano
de los materiales y el contenido de reservas
nutricionales. En los microtubérculos in vi-
tro obtenidos en BIT se present6é la mayor
cantidad de tubérculos por planta en campo
(49 tubérculos/planta), mientras que en los
tratamientos con plantas in vitro y semilla
€lite se obtuvieron 24 y 34 tubérculos/plan-
ta, respectivamente.

De igual manera, en la evaluacion en
campo se observaron diferencias significa-
tivas entre los tratamientos en relacion con
el tamano de los tubérculos, ya que al em-
plear semilla élite se obtuvieron tubérculos
mas grandes (de 4 a5 cmy > 5 cm) en el
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Multiplicacion en
biorreactores

Cosecha de tubérculos de

semilla basica a partir de plantas

de microtubérculos

L

Semilla basica rebrotada

Figura 4. Proceso de tuberizacion in vitro de papa (Solanum tuberosum L.) por el sistema de biorreactores
de inmersion temporal y la obtencion de semilla basica.

60,6% de los casos, mientras que en los tra-
tamientos con plantas in vitroy microtubér-
culos, este porcentaje fue de 47,7% y 38%,
respectivamente.

Desde el punto de vista del numero de
tubérculos y de la sencillez del proceso, es
ventajoso el empleo de microtubérculos in
vitro, ya que le permiten al agricultor, sin ne-
cesidad de invertir en infraestructuras so-
fisticadas, obtener, directamente en su par-
cela, semilla basica de alta calidad (figura 4).

Cuando se hizo el analisis en relacion
con el peso de la cosecha por planta, se en-
contraron diferencias significativas, como
puede observarse en la tabla 3. Con semilla
élite, se lograron 6,5 kg/planta, mientras que
en los tratamientos con microtubérculos y
plantas in vitro los pesos promedios fueron
de 5,7y 3,5 kg, respectivamente. Los resulta-
dos obtenidos en esta investigacion indican
que los microtubérculos tuvieron 49% mas
rendimiento que las plantas in vitro.

Conclusiones

Cuando se emple6 la frecuencia de in-
mersion de tres horas, se logré la mayor can-
tidad de brotes (470) y el 78% de los brotes
presentaron el mayor tamano (> 2 cm).

La utilizacion del volumen de medio de
cultivo de 600 mL en un biorreactor con ca-
pacidad de 5 L permitié obtener 580 brotes
con una tasa de multiplicacion de 7,25.

Se logré mayor eficiencia en la tuberiza-
ci6n in vitro cuando se utilizo 1 mgL" de 6-BAP
en el medio de cultivo y 8% de sacarosa.

Los microtubérculos obtenidos en BIT
presentaron en condiciones de campo el
80% de supervivencia y la formacion de 49
tubérculos/planta, lo cual permite demos-
trar que estos materiales se pueden em-
plear en programas de produccion de semi-
lla basica.
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