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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum L.) es una de las especies vegetales con mejor respuesta al
cultivo de tejidos, debido a que se puede regenerar desde tejidos organizados, agregados
celulares y protoplastos. El microtubérculo producido “in vitro”, representa una fase
transitoria entre la multiplicacion “in vitro” de material sano y la multiplicacion en
campo, en tal sentido, las técnicas de cultivo de tejidos vegetales, con sistemas
automatizados de inmersién temporal, son una opcion eficiente para el crecimiento,
multiplicacién y microtuberizacion de plantulas de papa in vitro. El material vegetal que
se utiliz6 como material madre fueron plantulas “in vitro” de papa proveniente del Centro
Internacional de la Papa de las variedades Canchan, Yungay, Unica, Capiro y Peruanita.
En los ensayos de laboratorio, el peso promedio de los microtubérculos producidos en
biorreactores en el experimento de pre adaptacion, el tratamiento de 0 dias fue el que
obtuvo la mayor masa fresca (0.977 gr) aunque no fue significativo con respecto a lo
obtenido por los otros tratamientos. En cambio el tratamiento de 14 dias fue el que se
obtuvo mayor rendimiento de microtubérculos, siendo este significativo. La masa fresca
de los microtubérculos producidos por biorreactores de las cinco variedades fueron
significativamente diferentes, siendo la variedad “Canchan” la que mayor peso fresco se
logré (8.67 gr), la variedad “Yungay” se logro el menor peso fresco (2.83 gr), en nUmero
de microtubérculos, la variedad “Peruanita” fue la que mayor nimero de microtubérculos
desarroll6 (20) y la variedad “Yungay” fue la de menor nimero de microtubérculos (4.6).
En los ensayos en invernadero se observd que el rendimiento de los cuatro tipos de
semilla, en la var. “Canchan” existieron diferencias significativas, siendo las plantas
provenientes de microtuberculos grandes con mejor comportamiento, con un peso fresco
por planta de 29.39 gramos y 5.08 minitubérculos, por el contrario las plantas

provenientes de microtubérculos pequefios rindieron10.85 gramos y 2.62 minitubérculos.

Palabras clave: Biorreactores, tuberizacion, microtubérculos, aclimatacion,

invernadero



l. INTRODUCCION

El Peru presenta una gran diversidad de especies vegetales, con alto potencial de
desarrollo agroindustrial y genético, siendo importante identificar, desarrollar y transferir
las técnicas biotecnoldgicas, como el de cultivo de tejidos vegetales con sistemas
automatizados, que mejoran los protocolos de produccion y aclimatacion de propagulos
seleccionados de material libre de plagas y sin latencia infecciosa; y puedan ser usados
como una herramienta para la investigacion en futuros sistemas experimentales (Stead,
1999; Coleman et al., 2001; Ziv, 2005).

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los alimentos mas nutritivos para el consumo
humano. La produccién de proteinas por unidad de area y tiempo en papa es superior a
otras especies cultivadas, asi como en la produccion de energia. La proteina de la papa
tiene un alto valor bioldgico solamente comparable con la caseina de la leche. Ademas
presenta un buen balance de aminoéacidos, siendo relativamente rica en lisina y triptéfano,
aungue pobre en metionina. Es también una fuente de &cido ascorbico, tiamina, niacina,

piridoxina y sus derivados: vitaminas del grupo B6 y riboflavina. (Wisar y Ortiz, 1988)

La papa es una de las especies vegetales con mejor respuesta al cultivo de tejidos, debido
a que se puede regenerar desde tejidos organizados, agregados celulares y protoplastos,
siendo por esto considerada como una herramienta experimental para el establecimiento
de diferentes técnicas en el cultivo de tejidos in vitro (Ross, 1986; Vasil and Thorpe,
1994; Vreugdenhil and Sergeeva, 1999).

El microtubérculo producido “in vitro”, representa una fase transitoria entre la

multiplicacién “in vitro” de material sano y la multiplicacion en campo (Rosu et al., 2004)

o0 en invernadero. Los microtubérculos son de tamafio pequefio (3-10 mm de diametro),
1



forma esférica, con 0.05 a 1.3 g de peso. Los microtubérculos menores a los 3 mm de
didmetro no son utilizables. La produccion de microtubérculos es un método eficiente
para la obtencién de material sano, lo cual reduce el proceso de produccion de semillas
por 3-4 anos (Rosu et al., 2004). Por esta razon los microtubérculos de papa vienen
ganando importancia como medio de propagacion para reducir el nimero de
multiplicaciones de tubérculos — semillas de alta calidad en varias partes del mundo
(Ranalli, 1997; Jimenez et al., 1999; Yu et al., 2000).

La manera convencional de producir semillas de papa es a través de la multiplicacién de
plantulas libres de virus en invernaderos usando sustratos esterilizados. La semilla
convencional se siembra en zonas altas (> 3000 m.s.n.m.), con bajas temperaturas, donde
la tasa inicial del indculo es igual a cero y no llegan los insectos transmisores de
enfermedades virosicas. Por esta razon la produccion de microtubérculos bajo el sistema
de inmersion temporal y la produccion bajo invernadero es una buena alternativa para

producir semillas pre-basica de buena calidad.

En tal sentido, las técnicas de cultivo de tejidos vegetales, con sistemas automatizados de
inmersion temporal o también Ilamados biorreactores, son una opcién eficiente para el
crecimiento, multiplicacion y microtuberizacion de plantulas in vitro de papa. Al
optimizar el uso de nutrientes y suministrar una mayor ventilacion, se mejora la calidad
de las pléntulas, asi mismo la mecanizacion reduce la manipulacion, el espacio del
laboratorio, los costos, asi como el tiempo y perdidas que se producen en el proceso de
aclimatacidn, incrementando el volumen de produccién y mejorando el acceso a semillas
de alta calidad (Piao et al., 2003; Winarto et al., 2004; Zlv, 2005; Mehrotra, 2007).

El objetivo del presente trabajo es obtener microtubérculos de papa (Solanum tuberosum
L.) bajo el Sistema de Inmersion Temporal y evaluar su rendimiento en invernadero

comparandolo con lo obtenido por las plantas “in vitro” y minitubérculos.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA PAPA:

Reino:Plantae

Divisién:Magoliophyta

Clase:Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden:Solanales

Familia: Solanaceas

Género: Solanum

Especie: tuberosum

Goniocalyx

La papa (Solanum tuberosum L.) es una planta herbacea anual que crece hasta los 100
cm de alto. Durante el crecimiento de la planta de papa, sus hojas compuestas sintetizan
el almidon que es transferido posteriormente hacia los tallos subterraneos (o estolones).
Estos tallos se engrosan para formar tubérculos cerca de la superficie del suelo. Se pueden
llegar a formar de unos pocos hasta 20 tubérculos. EI nimero de tubérculos que llegan a

la madurez depende de la disponibilidad de humedad y nutrientes en el suelo (CIP, 2013).



Al final de la temporada de cultivo, las hojas de la planta y los tallos mueren y caen al
suelo y los nuevos tubérculos se separan de sus tallos. En ese momento los tubérculos se
convierten en lugares de almacenamiento de nutrientes, lo que le permite a la planta
sobrevivir el frio para mas adelante volver a crecer y multiplicarse. Cada tubérculo tiene
de dos a 10 brotes (0jos), distribuidos en patron espiral alrededor de la superficie. De los
brotes se generan plantas que crecen cuando las condiciones son nuevamente favorables
(CIP, 2013).

2.2.  TUBERIZACION DE LA PAPA

Los estolones son tallos subterraneos que crecen en posicion mas o menos horizontal
formando pequefias hojuelas, botones laterales y un botdn terminal compuesto de cierto
nimero de hojuelas. En un momento dado su extremo comienza a hincharse
inmediatamente después de una curvatura del estolén (gancho), para formar el tubérculo
(Pozo, 1997).

Segun Egusquiza (2000), la tuberizacion se realiza en dos etapas consecutivas:

a. Induccién o inicio: Ocurre cuando los azucares se depositan en la forma de almidén;
las células se multiplican a lo largo del gancho y los estolones dejan de crecer. La

induccion ocurre en 1 ¢ 2 semanas a nivel de la planta.

b. Tuberizacion o “llenado”: Es la etapa de crecimiento del tubérculo; las células se
multiplican radialmente (hacia los costados del “gancho™) y el tubérculo se expande

(crece) por acumulacion de agua y de sélidos. Ocurre hasta la muerte del follaje.

2.3. FACTORES QUE AFECTAN LA TUBERIZACION

De acuerdo a Kooman (1995) y Jackson (1999), la papa se cultiva en muchos climas del
mundo a excepcion de las zonas bajas de la franja tropical. En zonas tropicales y

subtropicales los rendimientos son mas bajos y menos estables que en la zona templada.
4



Para estos autores, la razon esta principalmente en que en estos climas, la presion de

plagas y enfermedades es alta y los cultivos se ven afectados por deficiencias

nutricionales y disponibilidad de agua. Aunque estas condiciones fueran totalmente

controladas, los rendimientos serian bajos, debido a que el potencial de produccion de

materia seca estd gobernada por factores genéticos y clima (radiacion electromagnética,

temperatura y duracién del dia). Ademés Debabrata and Prakash (1998) indican que otro

factor importante para la tuberizacion son los niveles de nitrogeno.

Egusquiza (2000) propone los siguientes factores:

a.

Planta: Debe haber desarrollado una cantidad de follaje suficiente para producir

excedentes de azlcares.

Temperatura: La planta debe recibir el estimulo de temperaturas bajas (frio). Las
condiciones de temperaturas ideales son las comprendidas entre 10 a 20°C en las que

la respiracion es todavia baja.

Agua: La planta no debe sufrir de limitaciones o déficit de agua.

Nitrégeno: Debe haberse reducido el abastecimiento de nitrégeno proveniente del
suelo. En caso de haber abastecimiento de nitrégeno, la planta continGa el crecimiento

aéreo y se retrasa el inicio de tuberizacion.

Duracion del dia: Los dias de 10 6 12 horas de duracién son apropiadas para nuestras

variedades.

Luminosidad: Se refiere a la intensidad de la luz del dia. En zonas con dias nublados
se reduce el contenido de sélidos del tubérculo (papa mas “aguachenta™). En la sierra

hay mejor calidad de luz (papa mas “harinosa”).



2.4. CATEGORIA DE SEMILLAS (INIA, 2009)

2.4.1. Semilla Pre Basica

Reproduce fielmente la identidad de un cultivar y posee alta calidad sanitaria, equivale a
la Semilla Genética

2.4.2. Semilla certificada

2.4.2.1. Categoria Bésica o de Fundacién

Es la obtenida de una o dos multiplicaciones de semilla Genética o Pre Bésica,
sometida al proceso de certificacion y que cumple con los requisitos establecidos
para la categoria. A la primera multiplicacion se denominard Semilla Basica l y a

la segunda, Basica Il.

2.4.2.2. Categoria Registrada

Es la obtenida a partir de una o dos multiplicaciones de semilla Genética, Pre
Basica o Bésica, sometida al proceso de certificacion y que cumple con los
requisitos establecidos para la categoria. A la primera multiplicacién se

denominara Semilla Registrada | y a la segunda, Registrada I1.

2.4.2.3. Categoria Certificada

Es la obtenida a partir de una o dos multiplicaciones de semilla Genética, Pre
Basica, Béasica 0 Registrada, sometida al proceso de certificacion y que cumple
con los requisitos establecidos para la categoria. A la primera multiplicacion se

denominara Semilla Certificada | y a la segunda, Certificada II.



2.4.2.4.  Categoria Autorizada

Es aquella que cuenta con suficiente identidad y pureza varietal, sometida al
proceso de certificacion y que cumple con los requisitos establecidos para la

semilla de categoria certificada excepto en lo que a su procedencia se refiere.

2.5. CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES “IN VITRO” DE PAPA

Su reproduccion es principalmente asexual o vegetativa (tubérculos), debido a que
mantiene las caracteristicas de la planta madre, obteniendo una poblacion uniforme. La
propagacion sexual (semillas) esta limitada por la alta variabilidad genética que se
observa en la progenie, debido a que es altamente heterocigota, y por esterilidad parcial
0 completa de algunas variedades (Vasil and Thorpe, 1994; Stead, 1999; Fernie and
Willnittzer, 2001). Ademas, es uno de los cultivos con mayor requerimiento tecnolégico,
por estar expuesto al ataque de organismos patogénicos causantes de pérdidas en el
rendimiento y mantenidos en la planta por su propagacion vegetativa (Cassells et al.,
1999).

La técnica de cultivos de tejidos vegetales in vitro nos da la ventaja de obtener plantulas

libre de virus y uniformes en cuanto a su genética, tamafio y vigor.

La papa ha demostrado una gran plasticidad en su desarrollo haciendo posible la
regeneracion de plantas enteras a partir de diferentes fuentes de explantes (Dodds, 1984),
como: a partir de discos de tubérculo (Lam, 1975; Jarret et al., 1980), secciones nodales
de tallo (de Garcia and Martinez, 1995; Flick et al., 1983; Hoque et al., 1996), raices
(Dodds, 1984), y a partir de discos de hojas (Webb et al., 1983; Wenzler et al., 1989;
Hulme et al., 1992; Park et al., 1995).



2.6. DESCRIPCION DEL SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL

La automatizacion en biorreactores ha sido ampliamente estudiada por varios autores
como medio para reducir costos de produccion. Los biorreactores son descritos como
contenedores con medio estéril que poseen los nutrientes necesarios en medio liquido.
Pueden disponer de entradas y salidas de liquido y/o aire y estan basicamente disefiados
parael cultivo intenso, brindando facilidades de monitoreo y control sobre las condiciones
del microambiente: agitacion, aireacion, temperatura, oxigeno disuelto, pH, etc. (Paek et
al. 2005).

La funcion bésica de un biorreactor es proveer condiciones optimas para el desarrollo de
los tejidos, regulando varios factores fisicos y quimicos. El disefio y operacion de los
biorreactores esta orientado al tipo de cultivo que se desea realizar, ya sea embriogénico
u organogénico, cumpliendo este con las necesidades biol6gicas y requerimientos
nutricionales que generalmente incluyen varios factores como eficiencia en la
transferencia de masa y oxigeno desde la fase gaseosa a la fase liquida, por lo que se hace
necesaria la difusion de gas a fases liquidas para cumplir con la demanda de los tejidos
vegetales. Para lograr estos objetivos es necesaria la modificacion de parametros tales
como la tasa de aireacion, la velocidad de agitacion, mezcla de gases, la optimizacion del
disefio del biorreactor, etc. (Paek et al., 2001). El desarrollo de un 6ptimo disefio debe

brindar las maximas tasa de crecimiento y proliferacion (Paek et al., 2005).

2.7. SISTEMAS DE INMERSION TEMPORAL (TEMPORARY
IMMERSION SYSTEMYS)

Los Sistemas de Inmersion Temporal han sido descritos para la multiplicacion de
diferentes cultivos y se pueden aplicar a tallos, embriones sométicos y produccion de
microtubérculos. Diferentes disefios han sido creados y entre los mas comerciales
tenemos al RITA y al Twin Flasks.



a) Reactor de inmersion temporal automatico (RITA)

Esta compuesto por dos compartimentos, uno superior (contiene el material vegetal) y
otro inferior (contiene el medio de cultivo), estos dos compartimientos estan ligados de
tal manera que cuando la presion de aire aumenta en el compartimiento inferior, el medio
es impulsado hacia el superior, manteniendo los explantes sumergidos hasta que se
continte aplicando presion. Durante el periodo de inmersion, el medio se mantiene
aireado, los explantes son agitados ligeramente y la atmosfera interna se reemplaza,
dejando escapar la presion por una salida en la parte superior del sistema. Cuando la
presion de aire cae, el medio lo hace también. La frecuencia y duracién de las inmersiones
son facilmente controladas por una valvula solenoide y un timer. Para evitar

contaminacion, los flujos de aire pasan por filtros hidrofébicos (Figura 1).

= S

Valvula solenoide @ Bomba ﬁ'}’ Filtros

Figura 1: Esquema del Sistema de Inmersion Temporal tipo RITA



b) Sistema de frascos gemelos (Twin Flasks System)

Estd compuesto por dos frascos, uno contiene el material vegetal y el otro contiene el
medio de cultivo, ambos frascos estan ligados por una manguera de silicona, de tal manera
que cuando la presién de aire aumenta en uno de los frascos, el medio es impulsado hacia
el otro manteniendo los explantes sumergidos hasta que continde aplicando presion. La
frecuencia de inmersién es regulada por un timer conectado a valvulas solenoides. Al
abrirse una de las valvulas, el medio es trasladado de un frasco a otro. Durante el periodo
de inmersion el medio, al igual que en RITA, se mantiene aireado, los explantes agitados
ligeramente y la atmosfera interna se reemplaza dejando escapar la presion por las salidas
ubicadas en la parte superior de cada uno de los frascos. Para evitar contaminacion, los

flujos de aire pasan por filtros hidrofébicos (Figura 2).
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Figura 2: Esquema del Sistema de Inmersion temporal tipo Twin Flask
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2.8. LA MICROTUBERIZACION

La produccion in vitro de tubérculos de papa o Microtuberizacion, se realiza desde hace
méas de 50 afos. Inicialmente fue utilizada como una herramienta experimental para
examinar la tuberizacion y problemas patoldgicos (Baker, 1953 y Mes and Mengue, 1954
citados por Coleman, 2001).

Entre las técnicas de cultivo de tejidos, la microtuberizacion ofrece una serie de ventajas,
por su facil manipulacion debido a su tamafio y peso, facilidad de almacenaje, transporte
y mecanizacién, lo cual es necesario en el mantenimiento y manipulacion del
germoplasma. Al ser facilmente en espacios reducidos, pueden ser transferidos y

distribuidos mas facilmente que las plantulas in vitro (Akita y Takayama, 1994).

Su alto contenido hormonal, producen plantas con mayor vigor y mejor estado fisiologico,
permitiendo que se siembren directamente en el campo, lo cual es importante para la
propagacion masiva y rapida de papa en cualquier época del afio (Lago, 1990; Etienne y
Berthouly, 2002).

Ademas de contribuir a la seleccién y evaluacion de caracteres agrondémicos de
germoplasma in vitro (Gopal and Minocha, 1997, 1998 citados por Coleman, 2001), su
uso en los programas de produccién de semilla pueden reducir el numero de
multiplicaciones en el campo (Struik y Lommen, 1999). Asi mismo, sirven de material
de partida para programas que carecen de infraestructura adecuada y de experiencia en

cultivo de tejidos (Centro Internacional dela papa, 1995).

La produccion de tubérculo semilla de buena calidad es un proceso complejo, laborioso
y costoso. La micropropagacion ha sido eficiente para eliminar enfermedades, aunque su
principal ventaja es la rdpida clonacion de plantulas. Generalmente parte de cortes de tallo
de uno o maltiples nudos que se multiplican en medios liquidos o so6lidos (Ranalli, 1997).
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Siendo efectivo para la rdpida multiplicacion de material vegetal selecto de plantulas y
microtubérculos, para la produccion de papa pre béasica y basica respectivamente, en

condiciones asépticas Yy libres de enfermedades (Ranalli, 1997).

29. LA MICROTUBERIZACION CON SISTEMAS DE INMERSION
TEMPORAL

Diversos avances se han hecho para mejorar la calidad y cantidad de microtubérculos por
plantula, tales como el cambio de los componentes del medio de cultivo, la adicion de
altos contenidos de azucar (Estrada et al., 1986; Harvey et al., 1991; citados por Jiménez
et al., 1999), manipulacion de las condiciones de cultivo como, temperatura, luz y
fotoperiodo y el uso de medio liquido en frascos agitados o biorreactores (Jiménez et al.,
1999; Teisson y Alvard, 1999; Teisson y Alvard, 1999; Etienne y Berthouly, 2002; Piao
et al., 2003: Ziv, 2005).

Varias estrategias se han aplicado en sistemas de propagacion a gran escala de
microtubérculos con uso de biorreactores (Akita y Ohta, 1998; Jiménez et al., 1999;
Teisson and Alvard, 1999; Piao et al., 2003). Estos, se han producido in vitro utilizando
biorreactores del tipo ebb-and-flow (EFBR), con control semicontinuo del nivel del
medio de cultivo liquido (Akita y Takayama, 1994), pero este sistema incrementa los
costos por propagulo producido. Akita y Ohta (1998), desarrollaron un sistema con
rotacion del frasco de cultivo, sin fuerza de aireacion, que provoco problemas de estrés y

baja calidad (bajo peso fresco y materia seca) de los microtubérculos producidos.

El sistema de inmersion temporal descrito por Alvard et al. (1994) y Jiménez et al. (1999),
es una alternativa de bajo costo para la produccion de microtubérculos utilizando grandes
frascos de cultivo. Piao et al. (2003), estudio los sistemas de inmersion temporal y los de
inmersion continua, concluyendo que la utilizacién de sistemas de inmersion temporal

mejoran la produccién de microtubérculos de manera cualitativa y cuantitativamente.
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El uso de sistemas de inmersion temporal es eficiente en la produccion de microtubérculos
de papa, ya que combina los avances del medio de cultivo s6lido (méximo intercambio
de gas) y del medio de cultivo liquido (incremento de la exposicion de nutrientes), elimina
el efecto adverso de la inmersion continua en el crecimiento y la morfogénesis,
permitiendo una sucesion de cambio de medio y la automatizacion (Jiménez et al., 1999;
Teisson and Alvard, 1999).

Estos sistemas reducen los costos al minimizar la manipulacion, la contaminacion y
mejorar el control de las condiciones de cultivo con el contacto directo de los tejidos
vegetales con el medio de cultivo, optimizando el suplemento de los nutrientes y
reguladores del crecimiento. Asi, no solo se produce mas microtubérculos, sino que
también se incrementa el tamafio y peso de éstos, los cuales pueden ser almacenados y
directamente trasplantados al campo sin aclimatacion (Simonton 1991; Etienne y
Bertholy, 2002; Piao et al., 2003).

2.10. TUBERIZACION DE PAPA EN INVERNADERO A PARTIR DE
PLANTAS IN VITRO Y MICROTUBERCULOS PROVENIENTES
DEL SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL

a. Condiciones ambientales en un invernadero

Alpi, A. y Tognoni, F. (1984), manifiestan que el invernadero es un refugio creado
esencialmente para proteger las plantas en la épocas del afio en que la temperatura es mas
baja y por lo tanto es conveniente considerar la temperatura puesto que el balance térmico,
junto con la cantidad total de energia luminosa constituye el elemento principal para
determinar la eficiencia de un invernadero. Estas caracteristicas, sobre todo la intensidad
de energia solar, son las que determinan la luminosidad de un invernadero, y a su vez
depende de los factores meteorolégicos del ambiente interno, de las caracteristicas de la
construccion y del material. En relacion a la temperatura de la atmosfera de un
invernadero, las radiaciones mas importantes son las infrarrojas cortas que pasan a traves

de los materiales de recubrimiento y son absorbidas por las plantas, por el terreno y por
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los otros materiales que se encuentran en el invernadero. Las radiaciones infrarrojas que
pasan a través del material de recubrimiento, el cual a su vez emite radiaciones calorificas
tanto hacia el exterior como hacia el interior, son las que calientan la atmosfera del

invernadero, a este fendmeno es lo que se suele llamar efecto invernadero.

b. Sustrato

Marca, J. (1995), nos dice que hay diversos sustratos y mezclas que se usan en la
multiplicacion de papa, ya que para la germinacion de semilla boténica, enraizamiento de
esquejes, transplante de plantulas in vitro y siembra de tuberculillos en macetas o camas
de produccién dentro de un invernadero, para ello el sustrato debe reunir las siguientes

caracteristicas:

- Debe ser lo suficientemente firme y denso para mantener las plantas en su sitio
durante el cultivo.

- Su volumen no debe variar mucho, ya sea seco 0 humedo, es negativo que tenga
una reduccion excesiva al secarse.

- Debe ser lo suficientemente poroso, de modo que se escurra el exceso de agua y
permita una aireacion adecuada.

- Debe estar libre de malezas, nematodos y otros organismos patdgenos nocivos.

- Al ser esterilizado con vapor de agua y productos quimicos no debe tener efectos
nocivos a las plantas.

- Las combinaciones de turba, arena y musgo, por lo general, dan los mejores

resultados que empleando cualquiera de ellos individualmente.

Para lograr una adecuada emergencia y posterior crecimiento de plantulas, el sustrato
debe poseer un alto porcentaje de materia organica y una cantidad muy limitada de arcilla.
Una proporcion excesiva de arcilla causa compactacion y encostramiento del sustrato, lo
cual dificulta la emergencia de las plantulas. La presencia de arcilla en proporciones
adecuadas o de compost, favorece la retencion tanto de los nutrientes aportados por los

fertilizantes como la humedad del sustrato (Soplin, 1987).
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c. Aclimatacion

Cock J, H. (1983), afirma que el trasplante directamente al campo de plantulas in vitro es
dificultoso, por lo cual el Centro internacional de la papa recomienda transferirlas primero

a bandejas o macetas de sustrato y luego llevarlas a campo.

Malagamba, J. P. (1984), manifiesta que la recuperacion de las plantulas, después del
trasplante esta mayormente influenciado por la reaccion de la variedad a las condiciones
ambientales y a su habilidad para recuperarse del choche al trasplante, siendo el factor
mas importante la regeneracion inmediata de su sistema radical adventicio, lo cual puede

llegar a influir hasta 87 porciento.

Tovar y Dodds (1986), indica que las plantulas producidas en el laboratorio, a partir de
meristemos apicales cuando tienen una altura de 3 a 5 cm y han desarrollado un buen
sistema radicular, pueden ser llevados a invernaderos donde son trasplantados y

sometidas a proceso de multiplicacion rapida para obtener semilla pre basica.

Calderdn (1987), indica que las plantulas in vitro que han desarrollado en el laboratorio
son transferidos al invernadero, en estas condiciones las plantulas van a desarrollarse en
un sustrato y con luz natural por lo tanto estas plantulas son delicadas y necesitan cuidado
en el manipuleo desde el inicio hasta el trasplante ya sea en camas o macetas para la

produccion de tubérculos (Figura 10).

Cuando las plantas de papa que estan creciendo en macetas o en camas en el invernadero,
llegan a la senescencia y comienza a producirse un amarillamiento que se inicia
generalmente por las hojas basales, indican que la planta ha llegado a la madurez
fisioldgica, para tal efecto se eliminan los tallos mediante el corte, los implementos que
se utilizan para esta labor deben desinfectarse con una solucién de agua jabonosa y de
hipoclorito de calcio al 10% para evitar cualquier contaminacion. Luego de cortados los

tallos a los 10 o 15 dias debe proceder al a cosecha, este tiempo desde el corte hasta la
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cosecha sirve para que la piel de los tubérculos se suberice; seguidamente debe

desinfectarse los tubérculos con un fungicida para luego almacenarlos.

d. Fertilizacion

Cuando las pléntulas presentan signos de prendimiento se deben regar con una solucion
de fertilizante de NPK (10-55-10) disolviendo 1.0 g por cada 4 litros de agua. También
pueden usarse solucion nutritiva de Hoagland en proporcion de 1:4 esto es, una parte de

la solucion por cuatro partes de agua (Mejia et al., 1988).

Los tubérculos cosechados en invernadero se clasifican de acuerdo al tamafio y peso,

teniendo en cuenta el criterio de mayor y menor tamafio obtenido en camas 0 macetas.

Tabla 1: Criterio de clasificacion de semilla tubérculo pre bésica de papa producida en
invernadero (INIA, 2009).

Escalas | Peso (g)

Gruesa > 40

Primera 30-39

Segunda 20-29

Tercera 10-19

Cuarta 1-9
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e. Antecedentes

CIP (1987), sefialan que las plantulas in vitro exhibieron un crecimiento inicial mas lento
que los microtubérculos y produjeron mas tubérculos por tallo y por unidad sembrada. El
menor vigor inicial de la planta y la mayor cobertura del terreno se registraron en las
parcelas con plantulas in vitro, los que produjeron més tubérculos por unidad de
superficie, especialmente de tamafio mas pequefio que los microtubérculos. Los

rendimientos mas altos se obtuvieron con 48 plantas por m?.

Wiersema, et al. (1986), en un trabajo realizado en el CIP manifiestan que las plantulas
crecidas a partir de microtubérculos, emergen 97 a 100 % y el prendimiento de plantulas
in vitro es en un 95%. Las plantulas in vitro presentaron un menor vigor de planta y
cobertura comparado a los microtubérculos. EI ndmero de tallos fue menor en
microtubérculos al igual que el nimero de tubérculos por metro cuadrado. Utilizaron una

densidad de 48 plantas por m?, para ambos casos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE SIEMBRA

El trabajo experimental se llevd a cabo en las instalaciones del Instituto de Biotecnologia
(IBT), area Cultivo de Tejidos de la Universidad Nacional Agraria La Molina (238
msnm).

3.2.  MATERIALESY EQUIPOS

3.2.1. Materiales de laboratorio

Material vegetal: EI material vegetal que se utiliz6 como material madre fueron:
plantulas in vitro de Solanum tuberosum L. “papa” proveniente del Centro Internacional

de la Papa (CIP). Las variedades fueron las siguientes:

a) CANCHAN.- La papa Canchan proviene del cruzamiento (BI-1)2 como
progenitor femenino, cuya resistencia deriva de Black (Solanum tuberosum x
Solanum demisum) y la variedad Libertas (Solanum tuberosum) y el progenitor
masculino Murillo 111-80 que proviene del cruzamiento de dos cultivares nativos
(Solanum ajanhuiri y Solanum andigena) que aportan tolerancia a heladas y
resistencia de campo a la rancha.
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Figura 3: Tubérculos de papa Var. Canchan

b) YUNGAY.- Proviene del cruzamiento de (Saskia x Earline) x (Huagalina x
Renacimiento) Desarrollada por: Carlos Ochoa (UNALM) y liberada en 1970.
Posee una amplia adaptabilidad, en especial para cultivo de sierra alta, ademas de

resistencia a rancha y tolerancia a rizoctoniasis.

Figura 4: Tubérculos de papa Var. Yungay

c¢) UNICA.- Es una variedad que posee alta resistencia al PVY y al PVX, es
tolerante a sequia, al calor, es moderadamente resistente al nematodo del nudo
(Meloidogyne ssp.), es precoz y su rendimiento es estable en varias épocas de

siembra, ademas posee una leve tolerancia a sales.
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Figura 5: Tubérculos de papa Var. Unica

d) CAPIRO.- Proviene de cruzamientos con Tuquerrefia (CCC 61) x 1967 (C) (9)

(CCC751). Liberada en 1968. Es susceptible a PYVV y Rofia
(Spongospora subterranea) y altamente susceptible a lancha (Phytophthora

infestans).

Figura 6: Tubérculos de papa Var. Capiro

PERUANITA.- Pertenece a la subespecie andigena. Origen sur del Peru
(Apurimac). Susceptible a verruga (S. endobioticum) rofia (Spongospora
subterranea) y nematode del quiste. Tolera la rancha, pero es susceptible a los

golpes.
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Figura 7: Tubérculos de papa Var. Peruanita

Material de vidrio: frascos de 250 ml, probetas graduadas de 100 ml, 1y 2 L, pipetas de
10 ml, baguetas, Kitasatos de 500 ml.

Equipos: Balanza de precision, agitador magnético, potenciometro, autoclave, horno

microondas, cdmara de flujo laminar, sistemas de biorreactores, compresor de aire, estufa.

Reactivos: Acido clorhidrico e hidroxido de sodio para ajustar el pH del medio, ademés

de la lista de reactivos necesarios para la preparacion del medio de cultivo (Anexo 1).

Otros: mangueras de silicona, hojas de bisturi, mangos y pinzas, papel aluminio, tapones
de jebe con tubo de aluminio incorporado para tapar los matraces, filtros de 2 um, alcohol

al 96 por ciento, hipoclorito de sodio y sellador hecho de stretch film.

3.2.2. Materiales de invernadero

Material vegetal: EI material vegetal que se utilizd fueron: plantulas in vitro y
microtubérculos de la variedad Canchan producido en el laboratorio del Area de cultivo
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de tejidos del IBT y minitubérculos producidos en el invernadero del IBT — Area cultivo

de tejidos en una campafia anterior.

Otros: Bandejas de 120 celdas, Premix 3, perlita, agua destilada, tineles de plastico,

l&4piz, bolsas de vivero, etiquetas de plastico.

3.3. METODOS Y PROCEDIMIENTO

3.3.1. En laboratorio:

Como material inicial se utilizé plantulas in vitro de papa de 21 dias, de las siguientes

variedades: Canchan, Capiro, Yungay, Unica y Peruanita.

3.3.1.1.  Preparacion del medio de cultivo:

Para la preparacion del medio de cultivo se mezclaron todas las sales, vitaminas y
azucares que se describen en el Anexo 1, se ajusté el pH a 5.7 utilizando hidréxido de
sodio y/o &cido clorhidrico a 1N.

Durante el experimento se preparan dos tipos de medio, el de Proliferacion que contiene

30 gr de sacarosa y el de Tuberizacion que contiene 80 gr de sacarosa.

3.3.1.2.  Preparacion de los biorreactores:

Se desinfectd con una solucion de hipoclorito de sodio al 2% los Kitasato, mangueras de
silicona y tapas, posteriormente se enjuago tres veces con agua destilada y se procedio a

armar los biorreactores.

Para la fase inicial (proliferacion) en uno de los Kitasato se agregd 10 ml de medio de
cultivo liquido (anexo 1) y en el otro 90 ml, se taparon los Kitasato y se esterilizaron los

biorreactores en autoclave por 40 minutos a 121 °C y 1.5 Ib de presion.
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Para la fase de tuberizacién se prepararon Kitasato conectados a filtros hidrofébicos y se
agregd 100 ml de medio de tuberizacion, se taparon con un pedazo de papel aluminio y

se esterilizaron en autoclave por 40 minutos a 121 °C y 1.5 Ib de presion.

3.3.1.3. Instalacion del Sistema de Inmersion Temporal

a. Etapa de Proliferacion

Se sembré en cada biorreactor un grupo de 6 segmentos con tres a cuatro nodos, se
hermetizo el sistema y se instalaron en los estantes. Se mantuvo a un fotoperiodo de 16

horas luz y 8 de oscuridad y a 24°C por cuatro semanas. (Figura 8).
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Figura 8: Plantulas de papa en la fase de proliferacion en Biorreactores
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b. Tuberizacién

Cuando las plantulas cumplieron un mes en el sistema, en la cdmara de flujo laminar, se
cambid el medio de proliferacion al de tuberizacion, cambiando el kitasato donde se
depositaba el medio de cultivo, se hermetizd el sistema y se cubrié con una bolsa oscura
el kitasato que contenia las plantulas para que estén en oscuridad, se instalaron en los

estantes y se incubaron a 24°C por ocho semanas (Figura 9).

Después de las 8 semanas se apago el sistema y se cosecharon los biorreactores.
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Figura 9: Biorreactores en la fase de tuberizacion.

3.3.1.4. Experimentos:

a. Pre adaptacion:

Se utilizaron para este experimento segmentos de tallo de 3 a 4 nodos de la variedad
Canchan, fueron sembrados en el kitasato que contenia los 10 ml de medio de cultivo, se
hermetizd el sistema y se instalaron en los estantes. Los biorreactores que correspondian
al tratamiento de O dias de pre adaptacion se pusieron a funcionar en el mismo dia de
siembra, los que correspondian al tratamiento de 7 dias de pre adaptacion se pusieron a
funcionar a los 7 dias de siembra y los que correspondian al tratamiento de 14 dias de pre

adaptacion, a los 14 dias de siembra. A partir del dia de inicio del funcionamiento del
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sistema, se contaron las 4 semanas que pasarian en la etapa de proliferacion. Pasado las 4
semanas se procedid con los pasos descritos en la etapa de tuberizacion

b. Comportamiento de las cinco variedades al Sistema de inmersion temporal:

Se utilizaron para este experimento segmentos de tallo de las variedades Canchan, Capiro,
Yungay, Unica y Peruanita, se procedié con los pasos descritos en proliferacion y
tuberizacion descritos anteriormente. El sistema se puso a funcionar el mismo dia que

fueron sembrados los segmentos de tallo.

3.3.2. Ensayo en invernadero

a. Aclimatacion de plantulas in vitro

En laboratorio se lavaron las plantulas in vitro con agua destilada, eliminando todo resto
de agar, después se remojo en una solucién de benomyl (1 gr/L) por 10 minutos y se

enjuago dos veces con agua destilada.

Posteriormente se llevaron las plantulas al invernadero en envases con agua destilada para
evitar que se deshidraten, se sembraron las plantulas en bandejas de 200 celdas, poniendo
una planta por celda y se coloc6 dentro de los tdneles de plastico donde permanecieron
por 15 dias (Figura 10).
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Figura 10: (a) Plantulas de papa in vitro listas para su aclimatacién. (b) Plantulas
de papa sembradas en bandeja para su aclimatacion.

b. Transplante

Cumplido los 15 dias después de la siembra, se trasplantaron las plantulas a bolsas de 2
litros para vivero rellenas de sustrato hasta la mitad. Se coloc6 2 pléantulas en cada bolsa

sin quitarle el sustrato de la bandeja para no dafar la raiz (Figura 11).

Figura 11: (a) Plantulas listas para el tranplante a bolsa. (b)Plantulas aclimatadas,
transplantadas a bolsas.

En el caso de los microtubérculos y minitubérculos se sembraron directamente en las
bolsas de 2 litros para vivero con el mismo tipo de sustrato, sembrando dos unidades en
cada bolsa.
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c. Aporque

El aporque se realizé a los 45 dias después de la siembra, conjuntamente con la

fertilizacion nitrogenada (Figura 12).

Figura 12: (a) Aporque de plantas. (b) Fertilizante nitrogenado.

d. Riegos

Es la labor més delicada, de ellos depende el éxito o fracaso de la produccion. Al inicio
los riegos se realizaron cada 2 o 3 dias, para evitar la deshidratacion excesiva del material
experimental, en funcién de la humedad del sustrato. Posteriormente la frecuencia de los
riegos fue mas distanciada; el riego se realizo en las primeras horas de la mafiana o en las

Ultimas horas de la tarde.

e. Control fitosanitario

Se realizaron aplicaciones preventivas de benomyl, para evitar chupadera fungosa,
ademas de lannate, phyton que evitaron o eliminaron las plagas o enfermedades que se

pudieron presentar durante su desarrollo.
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f. Colocacion de tutores

Para este fin se colocd bastidores en las esquinas de la cama, donde se coloco rafia
siguiendo el borde de la cama. Esta operacion se realiz6 con el fin de evitar el acame de
plantas debido a que el sustrato de las bolsas fue ligero.

g. Corte del follaje

Esta labor se realiz6 a nivel de cuello de planta a tres centimetros del sustrato, a los 120

dias después del transplante.

h. Cosecha de la semilla pre-bésica

Se realiz6 de forma manual a los 15 dias después del corte del follaje. Los tuberculillos
cosechados se colocaron en bandejas de plastico y bolsas de malla previamente

identificadas para luego pesarlos, clasificarlos y almacenarlos.
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Figura 13: (a) Minitubérculos desarrollados en las bolsas. (b) Cosecha de papa.

3.4. SISTEMA DE EVALUACION

3.4.1. Laboratorio:

Inmediatamente después de la cosecha de los microtubérculos se evaluo:

- Numero de microtubérculos obtenidos por unidad experimental o biorreactor
- Peso fresco de cada microtubérculo

- Rendimiento por biorreactor
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3.4.2. Invernadero:

3.4.2.1. Porcentaje de prendimiento

El prendimiento de las plantulas in vitro se evalud a los 15 dias después de la siembra. Se
realiz6 por conteo y se consideré como “prendidos” aquellas que inician su crecimiento

y desarrollo foliar.

3.4.2.2.  Numero de tubérculos por tratamiento

Se evalud el nimero de tubérculos por repeticion, ademas que se peso cada tubérculo para

finalmente obtener el rendimiento por bolsa (Figura 14).

Capacity: 100g x 0.01g
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Figura 14: (a) Pesado de minituberculos. (b) Medicién de minitubérculos.
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3.5. FORMULACION DE HIPOTESIS

3.5.1. Experimento I: “Microtuberizacion in vitro”

Ho: La produccion promedio de microtubérculos in vitro de las variedades trabajadas es

la misma.

Ha: Al menos una de las variedades produjo una cantidad de microtubérculos diferente al

promedio.

3.5.2. Experimento I1: “Tuberizacion en invernadero”

Ho: El rendimiento promedio de tuberculillos en invernadero es la misma en los tres

tipos de semilla.

Ha: El rendimiento promedio de un tipo de semilla fue diferente.

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

3.6.1. Experimento I: “Pre adaptacion al Sistema de inmersion temporal”

Fuente de Variacion | Grados de libertad
Tratamientos 2
Error experimental 12
Total 14
Yij=p+ Ti+ Ej
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Donde:

Yij =Produccion de microtubérculos de la i-ésimo tiempo de pre adaptacion en el j-

ésimobiorreactor
n = Efecto de la produccién promedio de microtubérculos
Ti=Efecto de i — ésimo tiempo de pre adaptacion

Eij =Error experimental obtenido al sembrar la i-ésimo tiempo de pre adaptacion en el j-

ésimo biorreactor.

3.6.2. Experimento Il: “Comportamiento de 5 variedades de papa al Sistema de

inmersion temporal”

Fuente de Variacion | Grados de libertad

Tratamientos 4

Error experimental 20

Total 24

3.6.3. Experimento I1l: “Tuberizacion en invernadero” a partir de microtubérculo,

plantula “in vitro” y minitubérculo

Fuente de Variacion | Grados de libertad
Tratamientos 3
Error experimental 48
Total 51
Yij = p+ Tit Ejj
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Donde:

Yij =Produccion de tuberculillos a partir de la i-ésimo tipo de semilla de papa en la j-

ésima planta
n =Efecto de la produccion promedio de tuberculillos
Ti= Efecto del tipo de semilla.

Eij =Error experimental obtenido al sembrar el i-ésimo tipo de semilla de papa en la j-

ésima planta
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. MICROTUBERIZACION EN BIORREACTORES.
Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

4.1.1. Pre adaptacion de los segmentos de tallo al Sistema de inmersion

temporal.

4.1.1.1.  Por peso promedio de microtubérculos.

Tabla 2: Anélisis de variancia de los pesos promedio de microtubérculo producido en
cada tratamiento de pre adaptacion al sistema de inmersion temporal (a=0.05)

Fuente DF Cil;;nrzddgs dcéulzdnr]zg?a F-Valor Pr>F
TRA 2 0.6114227 | 0.3057113 0.5 0.6175 (ns)
Error 12 7.3087383 | 0.6090615
Total 14 7.920161

En la Tabla 2 se observa el andlisis de variancia realizado a los pesos promedios de
microtubérculo obtenido por biorreactor de cada tratamiento estudiado, con un nivel de
significacion mayor a 0.05 siendo no significativo las diferencias observadas entre los
tratamientos de pre adaptacion utilizando la prueba F. El coeficiente de variabilidad es de
109.96% siendo muy alto en un experimento de laboratorio, esto puede ser debido a que
el desarrollo de los microtubérculos de los biorreactor/tratamiento no fue uniforme. Al

realizar la correccion de datos, el coeficiente de variabilidad disminuye a 19.06%.

34



1.200
1.000

0.800

A
A
0.600 A
0.400
0.200
0.000

0 dias 7 dias 14 dias
Tratamientos

Peso promedio de
microtuberculos

Figura 15: Prueba de comparacién de medias del peso promedio de
microtubérculo producido en cada tratamiento de pre adaptacion al
Sistema de inmersion temporal (Tukey o =0.05)

En la Figura 15 se observa que el peso promedio de los microtubérculos producidos en
biorreactores en los tres tratamientos evaluados no tuvo diferencias significativas en la
Prueba de Tukey con un nivel de significacion del 5%, aunque destacaron los tratamientos
0y 7 dias que produjeron microtubérculos con un peso mayor a 0.5 gr, minimo necesario
para que se desarrolle normalmente campo, segun Park, et al. (2009); Yu, et al. (2000);
Lommen y Struik (1994); Struik and Lommen (1990). El tratamiento 0 dias fue el que
obtuvo mejores resultados, los cuales superan a los obtenidos por Pérez, et al. (2007) los

que estudiaron la microtuberizacion en biorreactores en el cultivar “Atlantic” (2.745 g).
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4.1.1.2. Masa fresca total de microtubérculos por biorreactor.

Tabla 3: Analisis de variancia del rendimiento de microtubérculos de masa fresca
producido por biorreactor en cada tratamiento de pre adaptacion al sistema de inmersion
temporal (0=0.05)

Fuente DF cilajurjnriggs dilfgdrﬁgg?a F-Valor Pr>F
TRA 2 | 37.261601 | 18.6308 3.88 | 0.0501 (n.s.
Error 12 | 57.610574 | 4.8008811

Total 14 | 94.872174

En la Tabla 3 se observa el analisis de variancia de masa fresca de microtubérculos por
biorreactor de cada tratamiento estudiado, con un nivel de significacion mayor a 0.05
siendo no significativo las diferencias observadas entre los tratamientos de pre adaptacién
utilizando la prueba F. El coeficiente de variabilidad es de 33.11% siendo muy alto en un
experimento de laboratorio, esto puede ser debido a que el desarrollo de los
microtubérculos de los biorreactor/tratamiento no fue uniforme. Al realizar la correccion

de datos, el coeficiente de variabilidad disminuye a 14.44%.
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Figura 16: Prueba de comparacion de medias del rendimiento de
microtubérculos por peso producido por biorreactor en cada tratamiento de
pre adaptacion al Sistema de inmersion temporal (Tukey o =0.05)



En laFigura 16 se observa que el peso total de microtubérculos producidos por biorreactor
en los tres tratamientos evaluados presentaron diferencias significativas entre sus medias
en la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 5%, destacando los brotes de 14
dias con 8.668 gramos por biorreactor. Lo cual da por explante una produccion de 1.44
gramos, el cual es un rendimiento menor en comparacion a los obtenidos por Pérez, et al.
(2007) en el cv. Atlantic, pero mayores a los obtenidos por Yu, et al. (2000) en el cultivar
“Russet Burbank™.

4.1.1.3.  Por numero de microtubérculos por biorreactor.

Tabla 4: Analisis de variancia del rendimiento de microtubérculos por nimero de
microtubérculos producido por biorreactor en cada tratamiento de pre adaptacion al
sistema de inmersion temporal (a=0.05)

Fuente | DF cﬁl;:jnr?iggs dcéulzdnzzg?a F-Valor Pr>F
TRA 2 | 2356 117.8 6.97 | 0.0098 (*)
Error 12 202.8 16.9
Total 14 438.4

En la Tabla 4 se observa el analisis de variancia del rendimiento de microtubérculos por
numero de microtubérculos producido por biorreactor de cada tratamiento estudiado, con
un nivel de significacion mayor a 0.05 siendo significativo las diferencias observadas
entre los tratamientos de pre adaptacion utilizando la prueba F. El coeficiente de
variabilidad es de 32.12% siendo muy alto en un experimento de laboratorio, esto puede
ser debido a que el desarrollo de los microtubérculos de los biorreactor/tratamiento no fue
uniforme. Al realizar la correccion de datos, el coeficiente de variabilidad disminuye a
18.22%.
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Figura 17: Prueba de comparacion de medias del rendimiento de
microtubérculos por nimero de microtubérculos producido por biorreactor
en cada tratamiento de pre adaptacién al Sistema de inmersion temporal
(Tukey a =0.05)

En la Figura 17 se observa que el nimero de microtubérculos producido por biorreactor
en los tres tratamientos evaluados presentan diferencias significativas entre sus medias,
utilizando la prueba de Tukey con un nivel de significacién del 5%, destacando con los
mayores rendimientos los brotes de 14 dias con un rendimiento promedio de 18.4
microtubérculos por biorreactor y 3.07 microtubérculos por explante los cuales

concuerdan con los resultados obtenidos por Yu, et al. (2000) y Pérez, et al. (2007).
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4.1.2. Comportamiento de cinco variedades al Sistema de inmersion temporal

41.2.1.

Tabla 5: Analisis de variancia de la masa fresca promedio de microtubérculos producido

Masa fresca promedio de microtubérculos.

por cada variedad en el sistema de inmersion temporal (a=0.05)

Fuente DF cilajurjnriggs dilfgdrﬁigfa F-Valor Pr>F
VAR 4 0.2434106 | 0.0608527 1.32 0.2975 (n.s.)
Error 20 | 0.9236102 | 0.0461805
Total 24 | 1.1670208

En la Tabla 5 se observa el anélisis de variancia de la masa fresca promedio de
microtubérculos producido por biorreactor de cada variedad estudiada, con un nivel de
significacion mayor a 0.05 siendo no significativo las diferencias observadas entre los
tratamientos de pre adaptacion utilizando la prueba F. El coeficiente de variabilidad es de
52.32% siendo muy alto en un experimento de laboratorio, esto puede ser debido a que el
desarrollo de los microtubérculos de los biorreactor/variedad no fue uniforme. Al realizar

la correccion de datos, el coeficiente de variabilidad disminuye a 7.46%.
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Figura 18: Prueba de comparacion de medias del peso promedio de
microtubérculos producido por cada variedad en el Sistema de inmersion
temporal (Tukey a =0.05)



En la Figura 18 se observa que el peso promedio de microtubérculos producido por
biorreactor en las cinco variedades evaluadas no existe diferencias significativas entre sus
medias, utilizando la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 5%, aunque la
variedad “Yungay” obtuvo un peso promedio de 0.528 gr, el cual supera un poco al peso
minimo que deben tener los microtubérculos para su desarrollo en invernadero. Este peso
es menor al obtenido por Yu, et al. (2000) en el cultivar “Russet Burbank” con 1.216 g,
al obtenido por Pérez, et al. (2007) en el cv. Atlantic con 2.745 gr y lo que obtuvo Castro
(2011) en las variedades Capiro (1.00 g) y Canchan (0.97 g).

Park et al. (2009) clasificaron los microtubérculos de papa del cultivar “Superior” en tres
categorias: pequefio de 4.0 — 6.0 mm (0.18 g), mediano de 6.1 — 8.0 mm (0.29 g) y grande
de 8.1 mm a mas (0.54 g), basandonos en esta categorizacion los microtubérculos

producidos en los biorreactores fueron en su mayoria de tamafio pequefio a mediano.

4.1.2.2.  Por peso total de microtubérculos por biorreactor.

Tabla 6: Analisis de variancia del rendimiento de microtubérculos por peso producido
por biorreactor en cada variedad en el sistema de inmersion temporal (0=0.05)

Fuente DF cﬁl;:jnr?iggs dcéulzdnzzg?a VZI-or Pr>F
VAR 4 97.75416 24.43854 4.07 0.0142 (*)
Error 20 | 120.09927 | 6.0049634
Total 24 | 217.85343

En la Tabla 6 se observa el analisis de variancia del rendimiento de microtubérculos por
peso producido por biorreactor de cada variedad estudiada, con un nivel de significacion
mayor a 0.05 siendo significativo las diferencias observadas entre las variedades
utilizando la prueba F. El coeficiente de variabilidad es de 46.87% siendo muy alto en un
experimento de laboratorio, esto puede ser debido a que el desarrollo de los
microtubérculos de los biorreactor/variedad no fue uniforme. Al realizar la correccion de

datos, el coeficiente de variabilidad disminuye a 21%.
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Figura 19: Prueba de comparacién de medias del rendimiento de
microtubérculos por peso producido por biorreactor/variedad en el Sistema
de inmersion temporal (Tukey a =0.05)

En la Figura 19 se observa que la masa fresca de microtubérculos producido por
biorreactor no existen diferencias significativas entre sus medias utilizando la prueba de
Tukey con un nivel de significacién del 5% en las variedades Canchan, Unica, Peruanita
y Capiro, si hubo diferencias significativas entre las variedades antes mencionadas y la
variedad Yungay, siendo esta la de menor rendimiento con 2.83 gramos/biorreactor
(Figura 20); esta masa fresca es menor al obtenido por Yu, et al. (2000) en el cultivar
“Russet Burbank™ con 60.8 g y 50 segmentos de tallo, al obtenido por Pérez, et al. (2007)
en el cv. Atlantic con 164.7 gr y 60 segmentos de tallo en frascos de 4 litros y lo que
obtuvo Castro (2011) en las variedades Capiro (70.5 g) y Canchan (66.9 g) con 50
segmentos de tallo.
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Figura 20: Produccion de microtubérculos de papa de la var. "Canchan"

4.1.2.3.  Por namero de microtubérculos por biorreactor.

Tabla 7: Analisis de variancia del rendimiento por nimero de microtubérculos producido
por biorreactor en cada variedad en el sistema de inmersion temporal (a=0.05)

Fuente DF | Sumade | Cuadrado | F-Valor Pr>F
cuadrados | de la media

VAR | 4 | 72216 180.54 9.34 0.0002 (**)

Error 20 386.8 19.34

Total 24 1108.96

En la Tabla 7 se observa el andlisis de variancia del rendimiento por nimero de
microtubérculos producido por biorreactor de cada variedad estudiada, con un nivel de
significacion mayor a 0.05 siendo muy significativa las diferencias observadas entre las
variedades utilizando la prueba F. El coeficiente de variabilidad es de 31.50% siendo muy

alto en un experimento de laboratorio, esto puede ser debido a que el desarrollo de los
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microtubérculos de los biorreactor/variedad no fue uniforme. Al realizar la correccién de

datos, el coeficiente de variabilidad disminuye a 14.5%.
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Figura 21: Prueba de comparacion de medias del rendimiento por nimero
de microtuberculos producido por biorreactor en cada variedad en el
Sistema de inmersion temporal (Tukey o =0.05)

En la Figura 21 se observa que rendimiento de microtubérculos por numero de
microtubérculos producido por biorreactor en las cinco variedades estudiadas si existen
diferencias significativas entre sus medias, utilizando la prueba de Tukey con un nivel de
significacion del 5%, destacando con los mayores rendimientos la variedad “Peruanita”
con 20 microtubérculos/biorreactor en promedio, aunque no es significativo en
comparacion con lo obtenido en las variedades Canchan, Capiro y Unica (Figura 22);
aunque si con la variedad “Yungay” con 4.6 microtubérculos/biorreactor, la de menor
numero de microtubérculos producidos. Este nimero es mayor al obtenido por Yu, et al.
(2000) en el cultivar “Russet Burbank” con 175 microtubérculos y 50 segmentos de tallo,
al obtenido por Pérez, et al. (2007) en el cv. Atlantic con 186 microtubérculos y 60
segmentos de tallo en frascos de 4 litros y lo que obtuvo Castro (2011) en las variedades
Capiro (70.5 microtubérculos) y Canchan (69 microtubéerculos) con 50 segmentos de

tallo.
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Figura 22: Microtubérculos de la var. "Peruanita”

Estas variaciones en la respuesta de las variedades de papa es debido a que la regeneracion
de las plantas in vitro en sistemas de inmersion temporal es dependiente de factores
abioticos (temperatura, fotoperiodo, etc.) y bidticos, como la manipulacion de los
constituyentes organicos e inorganicos del medio, tipo de explante y especie. También se
sabe que las caracteristicas morfolGgicas, organogénicas y nutricionales estan
determinadas por el genotipo, haciendo posible mejorar las investigaciones in vitro, al
utilizar los genotipos mas organogenicos, se aprovecha la variabilidad genotipica para la
induccioén de organogénesis in vitro (Casas et al., 1993). La regeneracion completa desde
el explante es a menudo especifico a la especie, variedad, o incluso al genotipo
introducido, la cual determina su capacidad de expresion morfogénica (Hansen et al.,
1999; Ziv, 2000)
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4.2

4.2.1. Por peso promedio de tubérculos.

Tabla 8: Andlisis de variancia de la masa fresca promedio de minitubérculos producidos
por los cuatro tipos de semilla (0=0.05)

TUBERIZACION EN INVERNADERO.

Fuente | DF cil;:jnri\ggs d(élfgdr;zg?a F-Valor Pr>F
TRA 3 | 424.81653 | 141.60551 12.83 <.0001 (**)
Error 48 | 529.95816 | 11.040795
Total 51 | 954.77469

En la Tabla 8 se observa el andlisis de variancia de la masa fresca promedio de
minitubérculos producidos por los tres tipos de semilla, con un nivel de significacion
mayor a 0.05 siendo muy significativa las diferencias observadas entre los tres tipos de
semilla utilizando la prueba F. El coeficiente de variabilidad es de 48.96%. Al realizar la

correccion de datos, el coeficiente de variabilidad disminuye a 21.9%.
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Figura 23: Prueba de comparacion de medias del peso promedio de
minitubérculos producidos por los cuatro tipos de semilla (Tukey a.=0.05)
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En la Figura 23 se observa que el peso promedio de minitubérculos producidos por los
cuatro tipos de semilla en la variedad “Canchan” si existen diferencias significativas entre
sus medias, utilizando la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 5%,
destacando con el mayor peso promedio las semillas provenientes de los microtubérculos
grandes con 11.24 gramos por minitubérculo en promedio; y con el menor peso promedio
de minitubérculos (3.63 gramos) aquellos provenientes de semilla tipo microtubérculo

pequefio.

Moeinil et al. (2011) estudiaron diferentes mezclas de sustrato para la produccion de
minituberculos de los cultivares “Agria” y “Marfona” a partir de plantulas in vitro y
observaron que estos cultivares solo produjeron minituberculos en la mezcla de musgo
con arena en la relacion de 3:1, obteniendo un peso promedio de 4.82 g en “Agria” y 4.2
g en “Marfona”, comparandolos con la var. “Canchan” se logré un mayor peso promedio
en la mezcla de sustrato de turba con perlita en la relacion de 3:1, lo cual concuerda con
lo obtenido por Sabzevar et al (2013) en el cultivar “Marfona” observando un peso

promedio de 5.79 g, mejorando el peso promedio por el tipo de sustrato utilizado.

4.2.2. Masa fresca total de tubérculos.

Tabla 9: Analisis de variancia de la masa fresca de minitubérculos producidos por los
cuatro tipos de semilla (a=0.05)

Fuente DF cﬁl;:jnraaggs dcéulzdnzgg?a F-Valor Pr>F
TRA 3 2673.5332 | 891.17774 5.83 0.0018 (*)
Error 48 | 7343.3785 | 152.98705
Total 51 | 10016.912

En la Tabla 9 se observa el analisis de variancia de la masa fresca total de minitubérculos
producidos por los cuatro tipos de semilla, con un nivel de significacion mayor a 0.05
siendo muy significativa las diferencias observadas entre los tres tipos de semilla
utilizando la prueba F. El coeficiente de variabilidad es de 53.82%. Al realizar la

correccion de datos, el coeficiente de variabilidad disminuye a 15.2%.
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Figura 24: Prueba de comparacion de medias de la masa fresca de
minitubérculos producidos por los cuatro tipos de semilla (Tukey a.=0.05)

En la Figura 24 se observa que la masa fresca de minitubérculos producidos por los cuatro
tipos de semilla en la var. “Canchan” si existen diferencias significativas entre sus medias,
utilizando la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 5%, destacando con el
mayor rendimiento aquellas plantas provenientes de microtubérculos grandes con 29.39
gramos, aunque no difiere significativamente con lo obtenido por minitubérculos o

plantulas, pero si con los microtubérculos pequefios (10.85 gramos).

Moeinil et al. (2011) observaron que el rendimiento del cultivar “Marfona” a partir de
plantulas in vitro fue 18.6 g en una mezcla de musgo con arena en la relacién de 3:1, en
la var. “Canchan” se obtuvo un rendimiento de 25.12 g en la mezcla de sustrato de turba
con perlita en la relacion de 3:1, lo cual concuerda con lo obtenido por Sabzevar et al.
(2013) en el cultivar “Marfona” con 34.54 g de rendimiento por planta. Demostrando la

importancia de la mezcla utilizada en la tuberizacion en invernadero.
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4.2.3. Por numero total de tubérculos.

Tabla 10: Andlisis de variancia del rendimiento por numero de minitubérculos

producidos por los cuatro tipos de semilla («=0.05)

Fuente | DF cig?riggs dcéulgdrrrlzg?a F-Valor Pr>F
TRA 3 | 51.846154 | 17.282051 7.35 0.0004 (**)
Error 48 | 112.92308 | 2.3525641
Total 51 | 164.76923

En la Tabla 10 se observa el analisis de variancia del rendimiento total por nimero de
minitubérculos producidos por los cuatro tipos de semilla, con un nivel de significacion
mayor a 0.05 siendo muy significativa las diferencias observadas entre los tres tipos de
semilla utilizando la prueba F. El coeficiente de variabilidad es de 36.92%. Al realizar la
correccion de datos, el coeficiente de variabilidad disminuye a 28.9%.

6.00

A A
>00 5.08

- 5.00 AB
4.00

3.92

3.00 B
200 2.62
1.00
0.00

Microtuberculo
Grande

NUmero de tubérculos

Microtuberculo
Pequefio

Plantula Minituberculo

Tipo de semilla

Figura 25: Prueba de comparacion de medias del rendimiento por nimero
de minitubérculos producidos por los tres tipos de semilla (Tukey a =0.05)
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En la Figura 25 se observa que el rendimiento total por nimero de minitubérculos
producidos por los cuatro tipos de semilla si existen diferencias significativas entre sus
medias, utilizando la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 5%, destacando
con el mayor rendimiento aquellas plantas provenientes de microtubérculos grandes con
5.08 minitubérculos/unidad experimental y con el menor rendimiento en aquellas plantas

provenientes de microtubérculos pequefios (2.62 minitubérculos/unidad experimental).

Moeinil et al. (2011) observaron que el rendimiento del cultivar “Marfona” a partir de
plantulas in vitro fue 4.5 minitubérculos en una mezcla de musgo con arena en la relacion
de 3:1, con la var. “Canchan” se obtuvo 5 minitubérculos en una mezcla de turba con
perlita en la relacion de 3:1, Sabzevar et al. (2013) en el cultivar “Marfona” obtuvo 5.9
minitubérculos por planta. Demostrando la importancia de la mezcla utilizada en la

tuberizacion en invernadero.
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V. CONCLUSIONES

La preadaptacion de los esquejes de papa al sistema de inmersion temporal fue util en la
induccion de formacion de microtubérculos de papa, siendo el pre tratamiento de 14 dias
el mejor, logrando un rendimiento mayor que cuando se siembran directamente, aunque
el peso promedio disminuye drasticamente (aproximadamente el 50 por ciento), el cual

es un factor importante para el desarrollo normal de la planta en invernadero.

El comportamiento de las variedades al sistema de inmersion temporal fue distinta en las
variables evaluadas, de manera positiva la var. “Yungay” logré mayor peso promedio
(0.528 @), la var. “Canchan” mayor rendimiento por biorreactor (8.67 g) y la var.
“Peruanita” desarrolld6 mayor numero de microtubérculos por biorreactor (20
microtubérculos). De manera negativa la var. “Peruanita” obtuvo menor peso promedio
(0.26 @), la var. “Yungay” obtuvo menor rendimiento (2.83 g) y menor nimero de

microtubérculos (4.6 microtubérculos) por biorreactor

En la fase de produccion de minitubérculos en invernadero la semilla tipo microtubérculo
grande (> 0.5 g) obtuvo mayor peso promedio de minitubérculos, mayor rendimiento por
planta y mayor nimero de minitubérculos producidos por planta, siendo el sustrato una
mezcla de turba con perlita en la relacion de 3:1. El tipo de semilla que no respondid tan

bien en invernadero fue el microtubérculo pequefio (0.5>p>0.3).

50



VI. RECOMENDACIONES

Realizar el experimento en envases diferentes, como frascos cuadrados que permitan el
desarrollo normal de las plantas, ya que el kitasato obliga a los tallos juntarse en el cuello
del envase, no permitiendo el desarrollo de tubérculos, ademas de no permitir un buen

cubrimiento de los frascos en la fase de tuberizacion.

Realizar las evaluaciones en invernadero con las otras variedades en las zonas adecuadas,

que permitan el buen desarrollo de las plantas y posteriormente la tuberizacion.
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8.1. ANEXO 1:

MS modificado para papa:

Sales Peso (gr/l)
NHsNO3 1.75
KNO3 2
CaCl,.6H0 0.45
KH2PO4 0.175
HsBOs 0.005
MnS04.4H.0 | 0.025
ZnS04.7H20 0.01
MgSO4.7H.0 | 0.37

Kl 0.001
Na:Mo00s4.2H20 | 0.00025
CuS04.5H20 0.0000125
CoCl2.6H20 0.0000125
Na;EDTA 0.0373
FeS04.7H20 0.0278

VIII.
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Vitaminas Peso (mg/l)
Tiamina 0.4

Ac. Nicotinico 0.5
Piridoxina 0.5

Glicina 2
Myoinositol 100

Ac. Folico 1

Arginina 4
Pantotenato de Ca | 2

Medio de proliferacién (agregar al

medio base)

Sacarosa | 30 gr/l

Medio de induccién de tuberizacion

(agregar al medio base)

Sacarosa | 80 gr/l




8.2.

ANEXO 2

Glosario

Explante.- Tejido vivo separado de su 6rgano propio y transferido a un medio
artificial de crecimiento. El nombre “explante” es una version castellanizada del
vocablo inglés “explant”; acufiado especialmente para identificar a los tejidos

vegetales cultivados in vitro y sin otro significado.

Segmentos de tallo.- Son porciones vegetativas de la planta, como los tallos
modificados (rizomas, tubérculos, cormos y bulbos), las hojas o las raices. Se
pueden hacer diversos tipos de segmentos de tallo, que se clasifican de acuerdo
con la parte de la planta de la cual proceden: Segmentos de tallo, Segmentos de
hoja y Segmentos con hoja y yema. Para esta investigacion se utilizaron

segmentos de tallo a partir de tallos.

Sistema de Inmersion temporal.- Para el presente trabajo se denominara de esa
manera al conjunto de biorreactores que funcionan simultaneamente a razon de

un periodo de inmersion/burbujeo y periodo de secado.

Biorreactor.- Para el presente trabajo se considerard como unidad de estudio en
el sistema de inmersion temporal, es donde se desarrollaran las plantulas (fase de

proliferacion) y los microtubérculos (fase de tuberizacion).

Microtuberculo.- es el tubérculo producido en laboratorio ya sea en frascos con
medio de cultivo semisolido o en medio de cultivo liquido, en la presente
investigacion se producird en los biorreactores, los cuales utilizan medio de

cultivo liquido.
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Medio de cultivo.- Es una técnica de laboratorio que consta de un gel o una
solucion que contiene los nutrientes necesarios para permitir el crecimiento de
virus, microorganismos, células, tejidos vegetales o incluso pequefias plantas en
condiciones favorables de pH y temperatura. En la presente investigacion se hara

uso de esta técnica para el desarrollo de plantas y microtubérculos.
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