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RESUMEN

La papa es un cultivo de gran importancia econémica. A nivel mundial, la propagacion de papa mediante el
cultivo in vitro de yemas axilares se utiliza cominmente para la produccion de plantas in vitro y microtubérculos.
Ambos constituyen el material vegetal niicleo de un programa de produccién de semilla de papa. El presente
trabajo se realiz6 con el objetivo de presentar una revision de la literatura cientifica sobre la propagacion de
papa por métodos biotecnoldgicos. Ademas, se describen las principales caracteristicas del cultivo asi como
de los procesos de tuberizacion en condiciones naturales e in vitro.

Palabras clave: microtubérculos, minitubérculos, plantas in vitro, Sistemas de Inmersién Temporal.

Use of biotechnological methods in the potato seed production

ABSTRACT

Potato crop has alarge economic importance. Worldwide, propagation of potato by in vitro culture of axillary
buds is commonly used in the production of in vitro plants and microtubers. These constitute the core plant
material of a production program of potatoes seeds. This study aimed to present a review of scientific literature
on the potato propagation by biotechnological methods. This also describes the main characteristics of this
crop and the tuberization processes under natural and in vitro conditions.

Key words: in vitro plants, microtubers, minitubers, Temporary Inmmersion System.
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lugar, después del trigo (Triticum vulgare
Wauild.), el arroz (Oryza sativa L.) y el maiz (Zea

INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.), es uno de
los cultivos alimenticios m4s importantes tanto
en paises desarrollados como en vias de
desarrollo. En cuanto al valor de la produccién
mundial que supera los 300 millones de

mays L.).

Hasta el afio 2005, los paises en desarrollo
producian poco mas del 20.0%. Sin embargo,
en ese afio se elevo hasta el 52.0% de la
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produccion, con lo que superé a la del mundo
desarrollado. Aun asi, la produccién y el
consumo mundial de papa crece a tasas
inferiores que la poblacion (FAO, 2008).

La importancia econ6mica de la papa se
fundamenta en que, por su elevada capacidad
de produccién de sustancias alimenticias por
unidad de superficie, es tres veces mayor que
en los cereales, lo que permite suplir de
alimento a un elevado nimero de personas
(Coleman et al., 2001).

Por su valor nutritivo, este cultivo aporta en 100
gramos de papafresca: 78.0% de humedad, 2.1%
de proteina, 18.5% de almiddn, 1.0% de cenizas
y 0.1% de grasas. Ademas, contiene minerales
(560.0 mg de potasio, 50.0 mg de fosforo, 9.0 mg
de calcio, 7.0 mg de sodio y 0.8 mg de hierro) y
vitaminas (0.1 mg de Tiamina, 0.04 mg de
Riboflavina, 20.0 mg de vitamina C y 1.5 mg de
Niacina), lo cual coloca a la papa como uno de
los cultivos estratégicos mas importantes para
contribuir a solucionar los problemas del
hambre en el mundo (FAO, 2008).

Este cultivo se propaga asexualmente
mediante tubérculos o a través de semilla
botanica. Por ello, es propenso a la infeccion
acumulativa por microorganismos. Esto provoca
afectaciones en los rendimientos, la calidad
comercial de los tubérculos y el intercambio de
germoplasma. En los programas de produccion
de semilla, la aplicacion de técnicas de cultivo in
vitro, combinadas con el diagnéstico y
saneamiento de los principales patégenos del
cultivo, ha contribuido a incrementar su
eficiencia (Tovar et al., 1985; Struik y Lomme,
1990; Agramonte, 1999).

Desde hace afios, a nivel mundial, la
propagacién de papa mediante el cultivo in vitro
de yemas axilares se utiliza comUnmente para
la produccién de plantas in vitro y
microtubérculos. Ambos constituyen el material
vegetal nacleo de un programa de produccién
de semilla de papa, libre de microorganismos
patégenos. Se obtienen en condiciones
asépticas y controladas, en un medio de cultivo
artificial y pueden ser transferidos a casas de
cultivo o campo, donde dan lugar a
minitubérculos que posteriormente pueden ser
usados en otros esquemas de multiplicaciéon
para lograr tubérculos semilla. También pueden
emplearse para el intercambio y la
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conservacion de germoplasma (Estrada et al.,
1986; Struik y Lomme, 1990; Ahloowalia, 1994;
Ranalli et al., 1994; Gopal et al., 2004). Tienen
como ventajas la rapida multiplicacién en
elevado nimero, en un corto periodo de tiempo
y en un espacio reducido, durante todo el afio.
Los microtubérculos, ademas, pueden ser
almacenados y se facilita su transportacion lo
gue disminuye los costos (Tovar et al., 1985;
Struik y Lomme, 1990; Donnelly et al., 2003).

El presente trabajo se realizé con el objetivo
de presentar una revision de literatura cientifica
sobre la propagacioén de papa por métodos
biotecnolégicos. Ademas, se describen las
principales caracteristicas del cultivo asi como
de los procesos de tuberizacion en condiciones
naturales e in vitro.

EL CULTIVO DE LA PAPA

La papa (Solanum tuberosum L.) es un cultivo
gue ha ganado considerable importancia en las
Gltimas décadas. Aunque se origind en
América, se cultiva en Europa, Asia y Africa.
China es el mayor productor de este tubérculo
(FAOSTAT, 2010). Es uno de los cultivos mas
importantes para la produccién de alimentos.
Tal vez ningun otro cultivo en la historia
contemporanea ha jugado un papel mas
importante en la seguridad alimentaria y la
nutricién con un impacto en el bienestar social
de la personas (Sarkar, 2008).

En el cultivo de la papa la producciéon comercial
de tubérculos para consumo fresco,
procesamiento industrial o semilla, es el interés
principal, por lo tanto, las condiciones que
estimulan la formacién y el almacenamiento de
almidén (tuberizacién) deben ser las mas
favorables para el desarrollo de los tubérculos
y el consecuente éxito del cultivo (Garcia y
Salas, 2005; Aslam et al., 2011).

Origen, descripcion botanica y taxonémica

La papa es originaria de los altos Andes en
América del Sur. Su cultivo se inici6 en el area
del Lago Titicaca cerca de la frontera actual
entre Perd y Bolivia. En estos paises se
encuentra la mayor variabilidad genética de
especies silvestres y variedades cultivadas, lo
gue se confirma con la existencia 42 especies
de Solanum existentes en Bolivia (Huaman,
1997; Ochoa, 2001).
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S. tuberosum L. (Figura 1) es una planta
herbécea, anual, tuberosa, perenne en
entornos seleccionados a través de sus
tubérculos, caducifolia, de tallo erecto o semi-
decumbente, que puede medir hasta 1.0 m
de altura (Huaman, 1986). La planta de papa
puede llegar a producir frutos con semillas
viables, pero la forma de propagacién
utilizada a nivel de la produccion comercial
es la vegetativa a través de tubérculos (Naik
y Karihaloo, 2007).

Existe un gran numero de especies de papa,
pero en la produccién comercial se emplean
principalmente las dos subespecies de S.
tuberosum (Huaman, 2007).

La taxonomia del cultivo es la siguiente:
Tipo: Spermatophyta

Clase: Angiospermas

Subclase: Dicotiledonea

Orden: Tubbiflorae

Familia: Solanaceae

fruta

tubdreilo madre Iy

e Género: Solanum

e Especie: S. tuberosum

e Subespecies: andigenum, tuberosum
(Hawkes, 1990)

S. tuberosum subsp. andigenum es nativa de
los Andes del Peru y se distribuye desde
Venezuela hasta el norte de Argentina (Hawkes,
1990).

Las diferencias morfol6gicas entre las dos
subespecies de S. tuberosum son muy
pequefas. La principal de ellas es que S.
tuberosum subsp. andigenum depende de un
fotoperiodo corto para tuberizar. S. tuberosum
subsp. tuberosum, tiene plantas, hojas y
tubérculos mas grandes, por esta razén se
cultiva mas (Hawkes, 1990; 1994). Ademés de
estas diferencias morfolégicas, ambas
subespecies se hallan netamente diferenciadas
a nivel genético, tanto a nivel del genoma
cloropldstico como nuclear (Hosaka y
Hanneman, 1988).

Inflorescancia

rafces

Figura 1. Esquema de una planta de papa. Tomado de: Huaman (1986).



El proceso de tuberizacién

La planta de papa tuberiza en dias cortos y
noches frias. En ella, cada brote tiene el
potencial de tuberizar, y esta plasticidad
inherente es definitivamente un obstaculo
biol6gico hacia la comprension de los
mecanismos exactos del control del proceso
de tuberizacion (Struik y Lomme, 1999; Sarkar,
2008). Ademés de los estolones, practicamente
todas las yemas axilares en tallos o esquejes
pueden formar un tubérculo, siempre que la
planta haya sido inducida a tuberizar.

La tuberizacion es un proceso morfofisioldgico
altamente coordinado que esta influenciado por
variables  genéticas, fisiolégicas vy
medioambientales (Villafranca et al., 1998) y tiene
lugar en los estolones subterraneos bajo la
influencia de factores extrinsecos e intrinsecos
(Sarkar, 2008). Sinembargo, después de décadas
de investigacién adn no se dispone de un modelo
Unico que integre todos los eventos fisiolégicos,
bioguimicos y moleculares que tienen lugar en la
planta de papa ante la presencia de diferentes
factores inductores de la tuberizacion.

Dada la importancia de la papa en la
alimentacion humana el estudio y comprension
del proceso de tuberizacion es de gran
relevancia.

Las fluctuaciones en la duracién del dia son
fundamentales para promover la diferenciacion
de los estolones en tubérculos. La duracién del
dia se percibe en las hojas por el fitocromo B y
en condiciones inductivas éstas sintetizan una
sefial sistémica que se transporta a los
estolones subterraneos para inducir el
desarrollo del tubérculo. Los estolones
subterrdneos inducidos detienen su
alargamiento, comienzan a ensancharse y
posteriormente se forman los tubérculos
(Vreugdenhil etal., 1999). Siel estolon no forma
un tubérculo entonces emerge del suelo y
forma un tallo aéreo (Jackson, 1999).

El tubérculo de la papa funciona como una
reserva de almacenamiento masivo de una
serie de macromoléculas, principalmente
almidon y proteina. Durante el crecimiento del
tallo principal de la papa, brotes laterales
subterraneos (estolones), caracterizados por
entrenudos alargados, extremo apical curvado,
y el crecimiento diageotrdpico (Cutter, 1978) se
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desarrollan. Siguiendo las sefiales ambientales
especificas, que incluyen fotoperiodo corto, alta
intensidad de luz y bajos niveles de nitr6geno,
los estolones son inducidos a formar tubérculos
(Ewing y Struik, 1992). La transformacion de
los estolones en tubérculos repercute en gran
medida en la fisiologia de la planta completa,
porque los tubérculos en desarrollo
posteriormente se convierten en los mayores
sumideros presentes en la planta (Oparka,
1985). Durante las primeras etapas de
formacion de los tubérculos los estolones
modifican su habito de crecimiento, cesa la
elongacién y se inicia un crecimiento radial en
la zona subapical (Jackson, 1999; Garcia-
Florez et al., 2009). El aumento de la division
celular y la expansion es seguida rapidamente
por un enorme depdsito de almidén y proteinas
de almacenamiento, como la patatina, como
resultado de la expresién coordinada de los
genes implicados en la biosintesis de almidén
y proteina (Prat et al., 1990; Visser et al., 1994;
Viola etal., 2001).

La floracién y la tuberizacién requieren la
transmision de sefiales desde las hojas a otras
partes de la planta (Abdala et al., 1996). El
almacenamiento activo de hidratos de carbono
en los tubérculos conduce a la reduccion del
crecimiento vegetativo, la floracion, y la
fructificacion (Ewing, 1995; Sarkar, 2008).
Estudios recientes han indicado que las
sefiales que inducen la floracién y la
tuberizacién podrian estar relacionadas y se
han identificado mecanismos moleculares
donde se activan genes especificos de la
tuberizacion (Navarro et al., 2011).

Los azUlcares no so6lo son importantes fuentes
de energia y componentes estructurales,
también son moléculas reguladoras del
metabolismo, el ciclo celular, el desarrollo y la
expresion génica (Sheen et al., 1999; Raices
et al., 2003). El proceso de tuberizacién
involucra una descarga de asimilatos en el
floema hacia la region subapical del estolén en
desarrollo. La sacarosa es la fuente carbonada
mas abundante en el ensanchamiento de los
estolones, mientras que la concentracion de
glucosay fructosa es mas baja y muestra un
patrén similar entodas las etapas de desarrollo
(Violaetal., 2001).

Los requerimientos ambientales para que
ocurra la tuberizacién varian entre subespecies
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y cultivares de papa. S. tuberosum subsp.
andigenum requiere estrictamente fotoperiodo
de dia corto para la formacion del tubérculo.
Sin embargo, plantas de esta subespecie con
inactivacion del gen del fitocromo B (que
participan en la deteccién del fotoperiodo)
tuberizan, incluso en presencia de luz continua.
Las plantas pertenecientes a S. tuberosum
subsp. tuberosum son menos dependientes
de la duracion del dia (Jackson, 1999).

Factores que intervienen en la tuberizacion

Entre los factores que intervienen en la
tuberizacion se han mencionado las
caracteristicas propias de la variedad, la edad
fisiologica de la semilla, la temperatura del
suelo, la humedad, la nutricién de la planta, la
intensidad y duracion de la luz (favorecido en
dias cortos), la accién de reguladores del
crecimiento y la incidencia de plagas y
enfermedades. Todos estos factores, ademas
de afectar el cultivo, influyen directamente en
su rentabilidad (Ewing y Shuik, 1992; Jackson,
1999; Coleman et al., 2001; Jiménez-Terry et
al., 2010).

Dada la complejidad de las interacciones entre
reguladores del crecimiento y carbohidratos en
la tuberizacién (ambas clases involucran
multiples especies moleculares activas que son
inductoras de expresién génica diferencial)
parece dificil separar sus efectos. En este
sentido, es probable que un enfoque fisioldgico
dirigido hacia el estudio de las sefales
energéticas primarias (como el potencial redox
en organelos, células ytejidos asi como el indice
de fosforilacién o metilacién de proteinas clave
en cierta via metabdlica), mas que a las sefiales
bioquimicas dependientes al parecer de la
sefializacién energética, y por ello ubicadas en
un nivel mas alto en la jerarquia de la
sefializacion, pueda resultar en mayores
beneficios para la comprensién de los eventos
gue ocurren en la tuberizacion (Pfannschmidt
etal., 1999).

Se ha demostrado que la iniciacién de la
tuberizacion, ya sea en plantas intactas o en
segmentos nodales, se encuentra bajo el
control coordinado de muchos de los
reguladores del crecimiento como las
giberelinas, citoquininas, acido abscisico, acido
jasmonico y otros (Abdala et al., 1996; Garcia-
Florez et al., 2009). A pesar de que la funcién

de algunas hormonas en la tuberizacion sigue
siendo controvertida existen evidencias que han
establecido el papel inhibidor de las giberelinas
(Jackson, 1999; Sarkar, 2008).

De esta manera, se conoce que la aplicacién
exégena de giberelinas, promueve la
elongacion del estolon e inhibe la formacién de
los tubérculos mientras que ante una caida en
el nivel de giberelina, se observan los primeros
signos visibles del ensanchamiento en la zona
subapical del estolén. Ademas de actuar como
los reguladores dominantes de la transicion de
estolén a tubérculo, las giberelinas también
juegan un papel en la respuesta al fotoperiodo
en la tuberizacion. Lareduccion de los niveles
de giberelinas, se acompafian de cambios en
la morfologia, metabolismo y la expresién de
genes en las hojas de plantas inducidas a
tuberizar (Jackson, 1999; Sarkar, 2008; Bou-
Torrentet al., 2011).

En general, |la sefial del fotoperiodo se integra
con otros factores del medioambiente tales
como la disponibilidad de nitrégeno,
temperatura, intensidad de la luz, asi como con
el estado metabdlico general de la planta, de
modo que las plantas pueden tuberizar incluso
bajo dias de fotoperiodos largos (Jackson,
1999).

METODOS DE PROPAGACION DE PAPA

El tubérculo de la papa se considera como la
semilla unitaria tradicional y su calidad refleja
las condiciones en que se ha desarrollado el
cultivo, incluyendo su estado fitosanitario. En
muchos paises, la imposibilidad de producir
semilla béasica de modo estable ha
incrementado la importacion de ésta en
cantidades significativas (Lago, 1991).

La papa se propaga vegetativamente por
tubérculos-semillas lo que asegura la
conservacion de caracteristicas varietales
durante generaciones sucesivas. Sin embargo,
debido a su forma de propagacion asexual esta
sometida a un alto riesgo de contaminacion por
virus, hongos, bacterias e insectos, durante el
periodo de cultivo y almacenamiento. También
al emplear el material vegetativo por ciclos
repetidos puede ocasionar degeneracion del
cultivo por la acumulacién de enfermedades,
especialmente virales (Scherwinski y Luces,
2004). También puede ser propagada por
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semilla botanica pero esta via se emplea
fundamente con fines de mejoramiento genético.

El valor potencial del cultivo de tejidos en la
produccion de papa ha sido ampliamente
reconocido a nivel mundial. Esta tecnologia se
emplea en muchos paises para obtener semilla
libre de patégenos y por el consecuente
beneficio para los productores (Pereira y Fortes,
2003; Rafique et al., 2004; Naik y Karihaloo,
2007; Hoque, 2010).

Propagacién por métodos biotecnolégicos

La propagacion in vitro de papa es mediante el
subcultivo de yemas axilares. Se pueden
obtener tanto plantas in vitro como
microtubérculos (Salas, 1995; Agramonte,
1999; Borda et al., 2001; Donnelly et al., 2003;
Gopal et al., 2004; Calderén et al., 2008).

En el cultivo in vitro convencional las plantas
se cultivan en recipientes cerrados en un
entorno aséptico y con la presencia de un
medio de cultivo sélido, semisélido o liquido. El
medio de cultivo contiene, ademas, altas
concentraciones de sacarosa como fuente de
carbono, sales inorganicas, vitaminas y otros
aditivos en dependencia de la especie y de la
técnica de cultivo (Aragon et al., 2009).

En la propagacion de papa han sido
empleados medios de cultivos en estado liquido
y en estado semisoélido, este ultimo ha sido el
més empleado. Los primeros incluyen la
facilidad de preparacién, esterilizacion y
manipulacién, pero en condiciones estéticas
provocan un efecto depresivo sobre el
crecimiento del tejido en el cultivo in vitro, ya
sea por hipoxia o por hiperhidricidad (Debergh,
1983; Alvard et al., 1993; Ziv et al., 1998). La
hipoxia es causada por una baja disponibilidad
de oxigeno, necesaria para el desarrollo de los
tejidos, que le produce serias afectaciones en
el crecimiento de los explantes (Orellana,
1998).

Las plantas de papa propagadas in vitro pueden
producir microtubérculos cuando se colocan
en condiciones adecuadas (Wang y Hu, 1982;
Estrada et al., 1986). Estos generalmente se
originan en estructuras aéreas de la planta
aunque algunos pueden formarse en el medio
de cultivo (Hussey y Stacey, 1984). Se ha
demostrado que ofrecen ventajas para el
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almacenamiento, traslado y plantacién en
casas de cultivo, asi como permiten el
intercambio de germoplasma (Estrada et al.,
1986; Gopal et al., 1998; Pruski et al., 2003;
Kanwal et al., 2006).

La produccion de tubérculos in vitro fue descrita
por primera vez como una herramienta
experimental para el examen de la tuberizacién
de la papa y los problemas fitopatolégicos
(Barker, 1953; Mesy Menge, 1954). Desde esa
fecha se han utilizado diferentes términos para
nombrarlos, por ejemplo: mini-tubérculos
producidos in vitro (Lewis et al., 1998),
vitrotubérculos (Mandolino et al., 1996), pero se
ha aceptado internacionalmente el uso del
término microtubérculos (Wattimena, 1983).

El empleo de plantas in vitro y microtubérculos
en la produccion de semilla de papa tiene
ventajas con respecto a la semilla convencional
ya que estan libres de patégenos, se obtiene
un gran nimero en cortos periodos de tiempo,
se reducen los costos de labores agronémicas
en el mantenimiento de germoplasma en
campo, etc. Ademas, pueden ser propagados
en cualquier época del afio, se facilita el
intercambio de material genético y se reduce
el riesgo de pérdidas genéticas al evitar la
mezcla del material vegetal por cruzamiento.
Sin embargo, se requiere personal
especializado, infraestructura y equipamiento,
con productos quimicos de elevado costo
(Pérez et al., 1998). Por otra parte, en la
produccion de semilla de papa por métodos
biotecnoldgicos en la siembra directa de plantas
in vitro en campo se producen pérdidas en el
traslado. En consecuencia, se elevan los
requerimientos de atenciones culturales por
personal altamente calificado, se han
incrementado las pérdidas de tubérculos en las
cosechas por dafios o enfermedades asi como
la conservacion, debido principalmente a la alta
presencia de microorganismos patoégenos del
suelo (Jiménez-Terry et al., 2000).

Produccion de microtubérculos de papa

El primer informe sobre tuberizacioén in vitro fue
publicado por Baker (1953), quien utilizé brotes
etiolados para inducir tuberizacién en un medio
de cultivo con 8.0 g I'* (m/v) de sacarosa. A partir
de ahi comenzé la utilizaciéon de reguladores
del crecimiento a favor de la tuberizacion, lo
gue ha sido objeto de intensas investigaciones
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(Wang y Hu, 1982; Estrada et al., 1986; Leclere
et al.,, 1994; Gopal et al., 1998; Ebadi e
Iranbakhsh, 2011).

En condiciones in vitro la formacién de los
tubérculos es sincrénica (Coleman et al., 2001).
Se han obtenido en varios sistemas de
crecimiento con medioambiente variado,
diferentes constituyentes de los medios de cultivo
e intervalos de almacenamiento. Muchas de las
interacciones entre los pardmetros de crecimiento
in vitro y la subsiguiente productividad parece ser
especifica para el genotipo. A pesar de las
diferencias, existen evidencias de analogias en
larespuesta de crecimiento entre los tubérculos
obtenidos en el campo y los microtubérculos
(Donnelly et al., 2003).

Los sistemas de produccion in vitro de
microtubérculos consisten esencialmente en
colocar segmentos nodales de plantas in vitro
o plantas completas en un medio de cultivo
para la induccién de la tuberizacion
(caracterizado por un alto contenido de
sacarosa y en algunos casos complementado
con sustancias reguladoras del crecimiento).
Los explantes nodales tuberizan
sincronicamente cuando se cultivan in vitro, en
la oscuridad en un medio con contenido de
nitrogeno reducido y concentracién de
sacarosa Optima (Jackson y Prat, 1992).

Generalmente, el proceso se desarrolla en dos
etapas, una primera de crecimiento y desarrollo
de los segmentos nodales y otra de
tuberizacién. En los protocolos para la
obtencion de microtubérculos propuestos por
diferentes autores las plantas in vitro en la etapa
de tuberizacion se colocan en la oscuridad ya
gue se ha comprobado que en presencia de la
luz, este proceso se puede retrasar (Estrada
et al., 1986; Dobranski y Mandi, 1993; Gopal et
al., 1998). En dichas condiciones las yemas
axilares se diferenciaran en un tubérculo en
lugar de en una hoja (Veramendi et al., 1999).

No obstante, los microtubérculos pueden ser
obtenidos in vitro en variadas condiciones
(Gopal et al., 1998). Por ejemplo, muchos
cientificos han tratado de alterar el balance
hormonal de la planta para favorecer la
tuberizacién, a través de modificar las
concentraciones en el medio de cultivo de
citoquininas, como 6-Bencilaminopurina (6-
BAP), Kinetina y Zeatina o retardantes del
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crecimiento como Paclobutazol (Wang y Hu,
1982; Agramonte, 1999; Rafique et al., 2004;
Aslam et al., 2011). Ademas, se ha inducido la
tuberizacién con elevadas concentraciones de
sacarosa (6.0 — 8.0%)(m/v), variando el
fotoperiodo o la atmdsfera interna de los
recipientes de cultivo, respectivamente (Wang
y Hu, 1982; Akita y Takayama, 1994; Yu et al.,
2000; Ebadi e Iranbakhsh, 2011). Los
resultados de estas investigaciones han
permitido afirmar que la tuberizacién in vitro o
microtuberizacién en la papa es un proceso
muy complejo, influenciado por factores
genéticos, ambientales y fisiolégicos
(Villafranca et al., 1998; Pereira et al., 2005).

En general, hay consenso en la comunidad
cientifica acerca de que entre las condiciones
gue inducen la tuberizacién in vitro se
encuentran: concentracion de sacarosa en el
medio de cultivo de 8.0% (m/v) (Garner y Blake,
1989; Khuri y Moorby, 1995; Vreugdenhil et al.,
1998; Xu et al., 1998; Ebadi e Iranbakhsh, 2011),
temperatura de 18-22 °C y oscuridad o a bajas
intensidades de luz (Struik y Lomme, 1990;
Seabrook et al., 1993; Jackson, 1999).

Entre los factores principales que influyen en
este proceso se encuentran el genotipo (Gopal
et al., 1998), los componentes del medio de
cultivo, reguladores del crecimiento y el
suministro de carbohidratos como fuentes de
energia (Xu etal., 1998; Vespaciano y Campos,
2003; Aslam et al., 2011). Otros factores a
considerar son el fotoperiodo (Seabrook et al.,
1993; Fujiwara et al., 1995; Gopal et al., 1998),
la temperatura (Harvey et al., 1992; Akita y
Takayama, 1994; Otroshy et al., 2009), la luz
(Simmons et al., 1989; Percival, 1999; Hoque,
2010) y el control efectivo del medioambiente
en el cultivo in vitro (Zimmerman, 1995;
Desjardins, 1995; Ashraf et al., 2011).

En la literatura cientifica se ha informado de la
tuberizacion in vitro de numerosos cultivares
de papa, tanto en la subespecie tuberosum
como en la andigenum, aunque predominan los
estudios sobre la primera.

Evidencias experimentales apuntan a que la
formacién de tubérculos in vitro depende de la
concentracion de sacarosa, ya que estos se
pueden obtener sin ningun tipo de adicién de
reguladores del crecimiento en el medio de
cultivo (Garner y Blake, 1989).
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Algunos autores han referido un doble papel de
la sacarosa en el desarrollo de los
microtubérculos. Afadida al medio de cultivo,
puede actuar como fuente de carbohidratos,
como sustancia osmoética o como ambas.
Ademéas de ser una fuente de carbono
adecuada y facilmente asimilable por las
plantas in vitro y que se convierte en almidén
en el desarrollo del microtubérculo, la sacarosa,
a una concentracion de 80.0 g I, también
proporciona una osmolaridad favorable para el
desarrollo del microtubérculo (Khuriy Moorby;,
1995).

Por otra parte, la sacarosa parece ser una sefial
especifica ya que ni la glucosa ni la fructosa
son tan efectivas como la sacarosa para suplir
los requerimientos de azUcares para el
desarrollo de los tubérculos (Ewing, 1987). Las
altas concentraciones de sacarosa inducen la
transcripcion de varios genes implicados en el
proceso de almacenamiento en los tubérculos
(Visser et al., 1994; Raices et al., 2003).

Otros factores que influyen en la tuberizacion
in vitro se relacionan con la atmésfera gaseosa
en el recipiente de cultivo. Se plantea que
cuando se cultivan plantas en recipientes con
bajo intercambio gaseoso; la masa fresca de
las plantas in vitro disminuye y se evidencia un
efecto negativo sobre el crecimiento y la
tuberizacion (Lugo et al., 2009).

Se ha demostrado que la tuberizacion de la
papa puede ser modificada por la ventilacion
forzada (Zobayed, 2005). Con este tipo de
sistema de cultivo estos autores lograron
remover la acumulacién de etileno del interior
de la atmésfera interna del frasco de cultivo y
mantener una concentracién de diéxido de
carbono y oxigeno cercana a la atmosférica,
condiciones que permitieron incrementar la
tuberizacién. Los microtubérculos obtenidos
presentaron el doble de la masa fresca y seca
gue los microtubérculos formados en sistemas
de cultivo donde no se logré una adecuada
renovacion de la atmdsfera interna del frasco
de cultivo.

Los microtubérculos se pueden obtener en
medio de cultivo semisodlido, liquido o una
combinacién de estos. Sin embargo, el empleo
de medios de cultivo liquido puede provocar
hipoxia de los tejidos que quedan sumergidos
y se ha observado hiperhidricidad.
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La hiperhidricidad, ha sido descrita como un
severo desorden fisioldgico, causado por la
presencia de grandes cantidades de agua
residual en los espacios apoplasticos de los
tejidos y afecta tanto a las plantas herbaceas
como a las lefiosas durante su propagacion
vegetativa in vitro (Ziv, 1995).

Las hojas y los tallos de las plantas
hiperhidricas muestran una apariencia turgente
y superficie acuosa, sus 6rganos son de cierto
modo translicidos, menos verdes y se quiebran
con facilidad (Piqueras et al., 1998). Este
fenémeno ha sido observado en varios
cultivares de papa e informado por diferentes
autores como Krueger et al. (1991), Simonton
et al. (1991), Berthouly et al. (1995) y Calderén
et al. (2008).

Para los problemas de hiperhidratacién en los
protocolos de propagacién de plantas donde
se han empleado los medios de cultivo liquido
se han hecho diferentes propuestas basada
en la inmersidon parcial y temporal de los
explantes en el medio de cultivo, empleo de
soportes de papel, bloques de celulosa o
esponjas, adicién de medio de cultivo liquido
a cultivos establecidos en medios de cultivo
con agar (Simonton et al., 1991; Zivy Shemesh,
1996; Akita y Takayama, 1994, Teisson et al.,
1996; Jiménez et al., 1999; Pérez-Alonso et al.,
2001), etc.

La formacién de microtubérculos ha
presentado como principal limitante para su
empleo en la propagacién comercial, el bajo
namero de tubérculos que se obtiene por planta
(maximo 1.0- 1.5), asi como su pequefio
tamafio, lo que dificulta la conservacion a largo
plazo y la supervivencia en el trasplante. No
obstante, presentan una serie de ventajas
como la posibilidad de realizar producciones
durante todo el afio, almacenar tubérculos y
realizar la siembra en fecha éptima de
plantacion, lo cual evita los picos productivos
gue se presentan con la produccion de plantas
in vitro, ademas se elimina la fase de
aclimatizacién y las facilidades en la plantacién
en campo, lo que reduce los costos por este
concepto (Pérez et al., 1998).

Los microtubérculos se obtienen de forma
aséptica en medios de cultivo definidos y en
un ambiente controlado. Por ello, son un
modelo atractivo para estudios bioquimicos y
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fisiol6gicos sobre la tuberizacion (Veramendi
et al., 1999). Adicionalmente, el uso de
microtubérculos como herramientas de
investigacion experimental tiene potencial en
las areas del metabolismo de plantas,
evaluaciéon y seleccion de germoplasma,
transformacion genética, hibridacion somatica
y biologia molecular (Coleman et al., 2001).

Mas de medio siglo ha transcurrido desde que
los microtubérculos fueran descritos en papa
por primera vez, pero su adopcion como
propagulos semilla ha sido irregular a nivel
mundial. Falta consenso con respecto a las
practicas Optimas de produccién de
microtubérculos y su relativa productividad en
relacién con otros propégulos para la
produccion de minitubérculos (Donnelly et al.,
2003). En la mayoria de los casos referidos
anteriormente los microtubérculos se obtienen
en recipientes de cultivo pequefios (de 250 a
300 ml de volumen total) a los cuales se
adicionan entre 30 y 50 ml de medio de cultivo.
Por consiguiente, la altura de las plantas in vitro
estd limitada por las dimensiones de los
recipientes y para obtener un elevado numero
de microtubérculos se requiere manipular
también un alto numero de estos, lo cual
incrementa los costos. Ademas, se obtienen
entre uno y dos microtubérculos por explante
inicial (segmento nodal de aproximadamente
1.0 cm), generalmente son pequefios y con
masa fresca inferior a 0.5 g. Por otra parte, no
en todas las yemas axilares se induce la
formacién de microtubérculos y en algunas
plantas que quedan sumergidas cuando se
aflade medio de cultivo liquido en la etapa de
tuberizacion se produce hiperhidricidad. Todo
ello ha atentado contra el uso de
microtubérculos a escala comercial para la
obtencién de semilla. Sin embargo, su
empleo para la conservacion de
germoplasma esta ampliamente aceptado
(Gopal et al., 2004). Entre las alternativas
para solucionar estas problematicas se
encuentran modificaciones en la composicién
del medio de cultivo, uso de reguladores del
crecimiento (Estrada et al., 1986; Leclerc et
al.,1994), manipulacién de las condiciones de
cultivo como la temperatura, la luz, el
fotoperiodo (Seabrook et al., 1993) y el uso de
medios de cultivo liquidos que permiten la
automatizacion del proceso y reducir los costos
(Etienne y Berthouly, 2002), pero pueden causar
hiperhidricidad (Ziv et al., 1983).
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Con respecto a este Ultimo aspecto, desde
finales de los afios 80 y principios de los 90 del
siglo XX, Akita y Takayama (1988; 1993, 1994
a,b), informaron sobre investigaciones donde
se evaluaba el uso de sistemas de cultivo con
recipientes de mayor tamafio (vaso de un
biorreactor) y con suministro semicontinuo del
medio de cultivo liquido para obtener
microtubérculos de papa.

Mas adelante, otros autores han empleado
sistemas de mas bajo costo que los
biorreactores con inmersién continua o parcial
de los explantes en el medio de cultivo y con
renovacién o no del medio de cultivo para
obtener microtubérculos en diferentes
cultivares de papa (Zivy Shemesh, 1996;
Teisson y Alvard, 1999; Jiménez et al., 1999;
Yu etal., 2000; Pérez-Alonso et al., 2001; Chun
etal., 2003; Montoya et al., 2008; Kamarainen-
Karppinen et al., 2010).

Elincremento de la aereacion en los recipientes
del cultivo (Hussey, 1986) y el contacto
intermitente entre el material vegetal y el medio
de cultivo (con una frecuencia y tiempo
determinado), pueden reducir la hiperhidricidad
(Aiken- Christie y Jones, 1987). Estas dos
caracteristicas se combinan en los Sistemas
de Inmersion Temporal (SIT).

Sistemas de Inmersién Temporal

En la micropropagacion de plantas, el ambiente
in vitro donde éstas se desarrollan se
caracteriza por alta humedad relativa,
temperatura constante, baja densidad de flujo
de fotones fotosintéticos (PPFD), gran
fluctuacion diurna en la concentracion de CO,,
alta concentracién de sacarosa, sales y
sustancias reguladores del crecimiento en el
medio de cultivo; ademas de la inclusién de
agentes gelificantes, la acumulacion de
sustancias toxicas y la ausencia de
microorganismos (Aitken-Christie et al.,1995).
Estas condiciones nutricionales y ambientales
son responsables de la morfologia anormal,
anatomia y fisiologia de las plantas cultivadas
in vitro (Desjardins, 1995). Se ha comprobado
gue causan bajas tasas de transpiracion,
fotosintesis y absorcion de agua, nutrientes y
CO, asi como altas tasas de respiracion en la
oscuridad, todo lo cual resulta en un crecimiento
pobre del material vegetal (Aragon et al., 2004;
Aragén etal., 2010; Ashraf et al., 2011).
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Varios estudios han revelado la capacidad de
las plantas cultivadas in vitro de realizar
fotosintesis, sin embargo, esta se restringe por
las condiciones del ambiente in vitro (Kubota,
2001), la composicién del medio de cultivo y
los reguladores del crecimiento (Kirdly et al.,
2001).

En general, la fotosintesis en las plantas bajo
condiciones in vitro es menor que en
condiciones ex vitro (Desjardins, 1995). La
causa fundamental es la presencia de un medio
heterotrofico con altos niveles de sacarosa
(Arigita et al., 2002), lo cual disminuye la
actividad de la enzima RubisCO (Hdider y
Desjardins, 1994). Ademés, altera
considerablemente los procesos bioquimicos,
fisioldgicos y la morfologia de las plantas
cultivadas in vitro y es una fuente de estrés
abidtico (Khuri y Moorby, 1995). Ashraf et al.
(2011) confirmaron estas observaciones,
utilizando un perfil de metabolitos y
herramientas bioinformaticas. Estos autores
estudiaron los cambios intracelulares del
metabolismo causados por la adicion exégena
de sacarosa en el cultivo fotomixotréfico de
plantas de papay observaron su efecto en la
aclimatizacion.

Las plantas in vitro bajo condiciones
heterotréficas no requieren de la sintesis de
sacarosa, pues la obtienen del medio de cultivo
con gran facilidad. Aragén et al. (2004)
describieron la asimilacién de sacarosa del
medio de cultivo a través de la actividad de la
enzima invertasa acida.

Para solucionar algunas de las probleméticas
mencionadas anteriormente se han desarrollado
sistemas de cultivo que permiten mejorar el
ambiente in vitro y la nutricion. Estos incluyen el
uso de medios de cultivo liquido y modificaciones
en los recipientes y condiciones de cultivo.

Pérez et al. (1998) destacaron entre las
ventajas del uso de medios de cultivo liquido:
e l|la mayor facilidad en la preparacion,
esterilizacion y manipulacion,

e los nutrientes se absorben con mayor
rapidez,

e hay mayor difusion de sustancias téxicas
producidas por el propio metabolismo de las
plantas,

e seincrementa el nimero de plantas que se
obtiene, dado por la disminucién en el tiempo
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de subcultivo, lo que disminuye los plazos de
propagacion,

e se produce un aumento en la productividad
de los operarios de la cabina de flujo laminar,
debido a que los explantes solo deben ser
colocados en el medio de cultivo, sin la
necesidad de manipularlos de forma individual,
e el cambio en la composicién del medio de
cultivo puede efectuarse por simple
transferencia y esto facilita la automatizacion.

Sin embargo, tienen las siguientes limitantes:
e no todas las especies responden igual al
crecimiento, ni todos los genotipos dentro de
una misma especie se comportan igual,

e se observa una tendencia a la reduccién del
coeficiente de multiplicacién a medida que se dan
subcultivos continuos en medio de cultivo liquido,
e disminuye la oxigenacion de los tejidos, lo
cual reduce o elimina la formacién de yemas
axilares en los explantes,

e pueden ocasionar hiperhidricidad; un
desorden fisiolégico causado parcialmente por
la presencia de grandes cantidades de agua
residual en los espacios apoplasticos de los
tejidos celulares.

Atendiendo a estos nuevos retos para el cultivo
de plantas con medio de cultivo liquido, se han
disefiado equipos y sistemas de cultivo que
posibilitan su utilizacién en la propagacion
masiva, en los cuales la intervencién de la
mano de obra se minimiza. Estos se basan
en lainmersién temporal de los explantes en el
medio de cultivo (Aitken- Christie, 1991; Alvard
et al., 1994; Teisson et al., 1994), solo durante
unos minutos con determinada frecuencia
diaria o mediante burbujeo.

Todos estos sistemas respetan las condiciones
mencionadas por Teisson et al. (1999) entre las
gue se encuentran: evitan la inmersién continua
del material vegetal en el medio de cultivo, proveen
una adecuada transferencia de oxigeno, facilitan
los cambios secuenciales y automatizados del
medio de cultivo, reducen la contaminacién
microbiana y tienen bajo costo.

Entre las ventajas de los SIT sobre la
micropropagacion convencional en medios de
cultivo semisélidos, se incluyen (Aitken-
Christie, 1991; Pérez et al., 1998):

e se pueden utilizar recipientes de cultivo de
mayores dimensiones, y los tiempos de
subcultivos pueden ser reducidos,
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e contacto directo de los explantes con el
medio de cultivo durante cada inmersion, lo que
significa un aporte mas eficiente de elementos
nutritivos,

e tiempos de inmersion muy cortos, con lo
cual se logra que los tejidos estén cubiertos
por una pelicula de medio de cultivo lo cual
impide la desecacion,

e hay baja resistencia a la difusién de gases
y por lo tanto una minima interrupcién del
intercambio de gases entre la planta 0 embrién
y la atmésfera,

e renovacion completa de la atmosfera dentro
del recipiente de cultivo a intervalos regulares,
lo que significa que no hay acumulaciéon de
gases hocivos como etileno,

e agitacion por flujo de aire durante la fase de
inmersién, lo que causa la dispersién de los
tejidos vegetales.

Se ha sefialado que la Inmersién Temporal
reduce algunos de los problemas que se
presentan en los cultivos permanentes en
medio de cultivo liquido estatico, como son la
pobre calidad del propégulo y la necesidad de
tener que subcultivarlos a medio de cultivo
semisélido para el posterior crecimiento y
enraizamiento. También permite el intercambio
bi-direccional de las plantas con el
medioambiente. En este sistema la renovacion
de gases dentro del frasco de cultivo favorece el
crecimiento y desarrollo de los brotes (Etienne y
Berthouly, 2002; Escalona et al., 2003).

Se plantea, ademés, que en este tipo de
sistema de cultivo las condiciones de
renovacion periddica de la atmésfera interna
del frasco de cultivo logran en las plantas
cultivadas una mejor relaciéon entre la
fotosintesis y la transpiracién, lo cual permite
una mayor asimilacion de nutrientes del medio
de cultivo para su crecimiento (Escalona,
2006).

La estrategia de adaptacion de las plantas a
las condiciones de los Sistemas de Inmersion
Temporal es wuna combinacién de
caracteristicas morfologicas, bioquimicas y
fisiologicas que permiten un uso mas eficaz
de los recursos del medio interno en el
recipiente de cultivo (Aragén et al., 2004;
Escalona, 2006).

Por ejemplo, Arag6n et al. (2006) encontraron
cambios en el metabolismo del carbono en
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plantas in vitro de platano (Musa spp., AAA)
cv. ‘CEMSA 32’ cultivadas en en condiciones
de inmersién temporal. Estos se
evidenciaron a través de altos niveles de
actividades enzimaticas de invertasas acidas
(1A) y piruvato quinasa (PQ) acompafiados
de bajos niveles de actividad sacarosa fosfato
sintasa (SFS) y fosfoenolpiruvato carboxilasa
(FEPC). Estos autores indicaron, ademas,
gue los cambios inducidos por el ambiente
in vitro sobre los indicadores de fotosintesis
netay transpiracion demostraron la tendencia
de las plantas in vitro a un comportamiento
fotomixotréfico. Resultados similares en
cuanto a la no dependencia total de los brotes
de la fotosintesis han sido obtenidos por
otros autores (Escalona et al., 2003; Aragén
et al., 2010).

Se ha descrito que los biorreactores para el
cultivo de plantas permiten regular condiciones
Optimas; entre ellas el pH (Lazzeri et al., 1987,
Smith y Krikorian, 1990) y la concentracion de
oxigeno disuelto (DO,) en el medio de cultivo
(Preil, 1991; Jay et al., 1992; Jiménez et al.,
1995; De Feria et al., 2003). En consecuencia,
los sistemas donde se emplea la inmersién
temporal de los explantes en el medio de cultivo,
pero que permiten controlar alguno de los
parametros anteriores u otros se han nombrado
como Biorreactores de Inmersién Temporal
(BIT) (Escalona et al., 2003).

Las condiciones de cultivo en SIT pueden
afectar el crecimiento de las plantas in vitro y
su estado fisiolégico, a través de cambios en
el medio ambiente in vitro durante todo el
periodo de cultivo debido a las interacciones
entre cada componente de las condiciones de
cultivo y el crecimiento de las plantas (Kozaiy
Smith, 1995). Para lograr el crecimiento o
multiplicacién eficiente de los tejidos o
embriones en SIT es necesario determinar la
duracién y frecuencia de las inmersiones, con
lo cual se variarian las condiciones de cultivo
dentro del recipiente de cultivo: suministro de
nutrientes y atmosfera gaseosa. Por lo tanto
estos son los factores mas importantes que
deben ser estudiados y que varian
considerablemente de una especie a otra y de
un tejido o fase de la propagacién a otra (Pérez
etal., 1998).

Para mejorar la ventilacion de los recipientes
de cultivo se han utilizado filtros de gases con
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membranas permeables. Al parecer, la
concentracion de CO, dentro de un recipiente de
cultivo depende de una serie de factores: el
recipiente (volumen, presion de aire, la cantidad
de gas permeable, tipo de filtros, etc.), las plantas
in vitro (biomasa o niumero de explantes,
caracteristicas fotosintéticas), el medioambiente
(la concentracién de CO, en la camara de
crecimiento, la velocidad de la corriente de aire,
etc.). Al utilizar los filtros, la difusién de aire o la
ventilacién natural del recipiente de cultivo puede
ser mejorada y la concentracion de CO, en el
interior el recipiente de cultivo se eleva durante el
fotoperiodo, lo que resulta en una mayor
fotosintesis, e indices de crecimiento. Mientras
tanto, la humedad relativa dentro del reciente
se reduce, lo que lleva al aumento de la
transpiracion, la absorcién de nutrientes y el
agua por las plantas (Xiao et al., 2011).

A nivel mundial existen muchas investigaciones
sobre el uso de sistemas semiautomatizados
para el cultivo in vitro de células y tejidos de
plantas de diferentes especies.

El efecto positivo de la inmersion temporal se
ha descrito para la micropropagacién,
microtuberizacién y la embriogénesis somatica
de varias especies de plantas. Entre ellas, se
destacan: embriogénesis somética en café
(Cofea arabica L.) (Jiménez et al., 1995;
Berthouly et al., 1995; Etienne et al., 1997),
cultivo de meristemos de cafia de azUcar
(Sacharum spp. hibrido) (Lorenzo et al., 1998),
micropropagacién de pifia (Ananas comosus
L. Merr) (Escalona et al., 1999), diferentes
ornamentales (Daquinta et al., 2001),
Eucaliptos (Eucalyptus grandis Hill) (Castro et
al., 2001), Hevea brasiliensis Mull. Arg. (Martre
et al., 2001), Musa spp. (Aragon et al., 2009).

Tanto en el cultivo del Aiame (Dioscorea alata
L.) (Cabrera et al.,, 2008) como en papa
(Jiménez et al., 1999; Chun et al., 2003;
Montoya et al., 2008) se ha empleado con
resultados alentadores la inmersion temporal
para la obtencién de microtubérculos.

Estos SIT también han servido de base para
estudios fisiolégicos sobre los efectos de las
concentraciones de CO,, laintensidad de la luz
y la concentracion de sacarosa y su relacion
con cambios en el metabolismo en las plantas
(Van Huylenbroeck y De Riek, 1995; Aragon et
al.,2009).
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Aplicaciones de la inmersién temporal en el
cultivo de la papa

Se ha demostrado que los Sistemas de
Inmersién Temporal estimulan tanto el
crecimiento de las plantas in vitro como el
proceso de tuberizacion en papa. Autores como
Akita y Takayama (1994) lograron incrementar
el nimero de tubérculos formados en un sistema
con dos frascos de cultivo con respecto a
resultados previos. Ademas, refirieron que los
microtubérculos no se formaron en condiciones
de inmersidon completa o continua. Estas
evidencias han sido corroboradas por otros
investigadores (Tabla 1).

Aungue desde la década del 80, del siglo XX,
se tienen referencias sobre el uso de medios
de cultivo liguido y el intento de obtener
microtubérculos de papa en sistemas con
suministro semicontinuo del medio de cultivo,
hasta el presente no se ha logrado consenso
acerca de cuéles son las condiciones
Optimas en SIT para cumplir con este
propdsito (Tabla 1). Se han empleado
diferentes sistemas de cultivo, densidades
de explantes, frecuencias de inmersién,
tiempos de inmersion y medios de cultivo. No
obstante, en todos ha sido un requisito
fundamental la concentracidon elevada de
sacarosa en el medio de cultivo (8.0 — 9.0%)
(m/v), incluso en muchos casos se plantea
gue es el factor mas importante dentro del
conjunto que influye en este suceso (Yu et
al., 2000; Pérez-Alonso et al., 2001).

Jiménez et al. (1999) demostraron ventajas
comparativas de los SIT para obtener
microtubérculos de papa en dos cultivares
con respecto al empleo de medios de cultivo
semisdlido. Estas se manifestaron en
incremento en la longitud de los brotes, mayor
numero de entrenudos por planta, mayor
vigor, diametro y masa fresca de
microtuberculos.

El tiempo y la frecuencia de inmersién, el
volumen de medio de cultivo por explante y la
densidad de explantes por recipientes de cultivo
estan entre los principales parametros que hay
gue tener presente en la produccién de
microtubérculos de papa en SIT. Ademas, en
la composicion del medio de cultivo se han
variado las concentraciones de sacarosa y de
reguladores del crecimiento.
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Por ejemplo, Zivy Shemenst (1996), evaluaron
para la microtuberizacion de la papa en
Biorreactores, el efecto de la renovacion del
medio de cultivo. Estos autores reemplazaron
cada dos semanas el medio de cultivo y
lograron un rapido crecimiento de los
microtubérculos, debido, segin sus resultados
a los altos niveles de sacarosa que son
necesarios en el medio de cultivo para el
desarrollo de la microtuberizacion.

lgualmente, autores como Teisson y Alvarad
(1999), evaluaron varios tiempos de inmersion
cada seis horas para la formacién de
microtubérculos en el sistema RITA® y
obtuvieron los mejores resultados con un
tiempo de inmersién de 60 minutos cada seis
horas. Ademas, demostraron que el volumen
de medio de cultivo por segmento nodal influy6
en la produccién de microtubérculos de papa.
Estos autores variaron el volumen de medio
de cultivo segun el volumen del frasco.

Por su parte, Yu et al. (2000), evaluaron la
utilizacion de sacarosa durante el crecimiento
de microtubérculos de papa en biorreactores
rotatorios. Estos investigadores remplazaron
el 75.0% del medio de cultivo cada dos
semanas de cultivo y lograron cuadruplicar el
namero de microtubérculos con una masa
fresca superior a 1.0 g en comparacién con el
tratamiento donde no hubo reemplazo del
medio de cultivo. Adema4s, sefialaron que el
principal factor para la produccion de
microtubérculos de mayor masa fresca en
biorreactores era mantener un adecuado
suministro de sacarosa durante toda la fase
de desarrollo de los microtubérculos debido a
la rpida hidrdlisis que esta sufre.

Chun et al. (2003), estudiaron varias
densidades de inéculo y los mejores resultados
con microtubérculos de masa fresca, fueron
al inocular 50 segmentos nodales del cv.
‘Atlantic’, Estos autores describieron un
protocolo simple para la produccién de
microtubérculos de papa en biorreactor y
revelaron que el crecimiento de los segmentos
nodales y la formacion de los microtubérculos
fueron mucho més eficientes con la inmersion
temporal que con la inmersién constante en
medio de cultivo liquido sin ventilacién, en el
cual los explantes crecieron pobremente debido
posiblemente a la carencia de oxigenoy a la
acumulacion de etileno.
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En el cultivar ‘Diacol Capiro’, Montoya et al.
(2008), lograron la tuberizacién in vitro como
resultado de enriquecer el medio de cultivo en
la etapa de tuberizacion con vitaminas,
antioxidantes y reguladores del crecimiento.

Los SIT ofrecen la posibilidad de producir
microtubérculos con diametros y masa fresca
adecuados para que puedan ser plantados en
campo (Jiménez et al., 1999; Pérez-Alonso et
al., 2001). Ademas, se elimina la problematica
de trasladar plantas in vitro y se puede
prescindir de la fase de produccién de
minitubérculos en casas de cultivo (Jiménez-
Terry etal., 1999).

El Sistema de Inmersién Temporal también
puede ser utilizado para la multiplicacién de brotes
fuera de la época de siembra, cuando las plantas
in vitro no pueden ser inmediatamente
aclimatizadas y trasplantadas. Por lo tanto, varias
estrategias son accesibles mediante la
combinacion de lainduccién y el almacenamiento
de microtubérculos, de acuerdo con los
patrones estacionales de la agricultura en el
cultivo de la papa (Jiménez et al., 1999).

Estos resultados han evidenciado la factibilidad
del uso de SIT para obtener microtubérculos
de papa.

Produccion de minitubérculos en casa de
cultivoy campo

Las desventajas principales de un programa
de semilla de papa basado en métodos de
propagaciéon convencional estan relacionadas
con la baja tasa de multiplicacion de las plantas
crecidas en campo lo que resulta en un sistema
lento e inflexible, con riesgo creciente de
enfermedades virales, fangicas o bacterianas
a medida que se incrementa el niamero de
multiplicaciones. Por ello, una de las
alternativas para disminuir el nUmero de
multiplicaciones necesarias en campo para
obtener suficiente cantidad de semilla, es
producir minitubérculos en ambientes
protegidos (Lommen, 1995).

Con el cultivo in vitro de plantas a partir de
segmentos nodales se pueden producir plantas
enraizadas que posteriormente se aclimatizan
y pueden plantarse en casas de cultivo o campo
para producir minitubérculos (Struiky Lommen
1990b; 1999).
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Los minitubérculos son pequefios tubérculos
de papa obtenidos después de la
aclimatizacion de plantas cultivadas in vitro y
plantadas a alta densidad en casas de cultivo,
canteros o contenedores donde se usan
diferentes mezclas de sustratos. Los
minitubérculos pueden producirse durante todo
el afio siempre que las casas de cultivo cuenten
con condiciones para ello y son principalmente
utilizados para la produccion de semilla
prebasica o basica por siembra directa en
campo (Lommen, 1999, Ritter etal., 2001). Con
el uso de minitubérculos en un programa de
semilla puede reducirse el nimero de
multiplicaciones en campo y el tiempo
necesario para obtener volimenes adecuados
de semilla de un cultivar (Lommen y Struik,
1992;1994).

Algunos sistemas comerciales de produccién
de semilla de papa que emplean la
micropropagacioén se basan en la plantacion de
los microtubérculos y las plantas in vitro en
casas de cultivo, para multiplicar mediante
cortes sucesivos a las plantas madre o para
obtener minitubérculos. Esta se realiza en
ambientes protegidos por malla antiafidos o
directamente en campo (Salas, 1995;
Agramonte, 1999; Bolandi et al., 2011).

Al igual que en otras especies, la calidad de
las plantas in vitro es uno de los factores mas
importantes que garantiza el éxito durante la
transicién a las condiciones ex vitro (Van
Huylenbroeck y De Riek, 1995; Estrada-Luna
et al., 2001; Crafts-Brandner et al., 2002).

Cuando se emplean plantas in vitro para
obtener minitubérculos en campo se afrontan
dificultades con el traslado y se incrementan
las pérdidas por los dafios que estas sufren
(Jiménez-Terry et al., 2011). En este sentido,
los microtubérculos tienen ventajas ya que su
manipulacion y traslado es més féacil y se
pueden almacenar (Lakhowa y Ellouze, 1993;
Pruski et al., 2003; Kanwal et al., 2006). No
obstante, los microtubérculos obtenidos en
medios de cultivo semisélido generalmente no
tienen el diametro y la masa fresca adecuada
para su plantacion directa en campo (Kanwal
et al., 2006; Ebadi e Iranbakhsh, 2011).

Kawakami et al. (2003) informaron sobre el
crecimiento y rendimiento en campo de plantas
de papa procedentes de microtubérculos. En
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el cultivar ‘Norin 1’, estos autores emplearon
microtubérculos con 0.5-1.0gyde 1.0- 3.0
g de masa fresca y tubérculos de semilla
convencional de 50.0 g de masa fresca y
demostraron el potencial de los
microtubérculos para la produccion de semilla.
Aunque al inicio las plantas procedentes de
microtubérculos tenian menor superficie foliar
gue las de semilla convencional, en los
siguientes 40 dias de cultivo los indices de esta
variable fueron similares.

Gopal et al. (1998) evaluaron en campo
microtubérculos de 22 genotipos de papa en
comparaciéon con tubérculos semillas. El
trabajo se desarroll6 durante dos afios, en dos
estaciones, primavera y otofio. Estos
investigadores concluyeron que es posible
establecer criterios de seleccién en las plantas
a partir de los microtubérculos, debido a la
estabilidad en cuanto a habito de crecimiento
de los tallos, caracteristicas morfoldgicas de
las hojas, pigmentacién de los tallos, vigor de
la planta, asi como para la forma y el color de
los tubérculos en comparacién con las plantas
gue se obtuvieron de los tubérculos semilla
utilizados tradicionalmente para la propagacion
de este cultivo.

Por su parte, Pérez-Alonso et al. (2001)
emplearon los Sistemas de Inmersién Temporal
ylograron comparar en campo microtubérculos
del cultivar ‘Desirée’ con minitubérculos
procedentes de plantas in vitro. Los
microtubérculos mostraron un mayor
rendimiento, didmetro y masa fresca.

Segun Pruski et al. (2003), en los
microtubérculos de papa producidos en los
sistemas de cultivo automatizados, los de
mayor tamafio y masa fresca, son los mas
deseados para la produccién comercial, porque
ellos pueden ser usados para obtener
minitubérculos en condiciones de casa de
cultivo o pueden ser plantados en campo sin
previa fase de aclimatizacion, o almacenados
durante un periodo determinado de tiempo, sin
pérdida excesiva de masa fresca que puedan
afectar su brotacion.

También, Montoya et al. (2008) evaluaron en
campo la respuesta de microtubérculos
obtenidos en SIT. Estos produjeron mayor
namero de minitubérculos que las plantas in
vitro y los minitubérculos lo que permitié
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demostrar que estos materiales vegetales se
pueden emplear en programas de produccion
de semilla.

El sustrato empleado en las casa de cultivo
influye en el desarrollo de las plantas in vitro y
microtubérculos. Por ejemplo, Kowalski et al.
(1999) informaron diferencias significativas en
la supervivencia y sanidad de poblaciones de
las plantas in vitro de papa en la fase de
aclimatizacién cuando utilizaron bolsas con
sustrato zeolita 100.0%, de forma comparativa
con poblaciones de plantas in vitro plantadas
en un suelo ferralitico rojo tipico. Por su parte,
Jiménez- Terry et al. (2011) plantearon que la
produccién de minitubérculos de papa cv.
‘Desirée’ en casa de cultivo con sustrato zeolita
a partir de plantas cultivadas in vitro puede
incrementarse y que la supervivencia y el
rendimiento neto eran mayores que en campo,
aligual que las pérdidas desde el traslado para
la conservacion en frigorifico fueron menores.

CONCLUSIONES

Atendiendo al andlisis de la literatura cientifica
consultada se puede considerar que la
obtencion de semilla de papa es una de las
actividades de mayor importancia para
garantizar la produccién sustentable de este
tubérculo. En este contexto, la biotecnologia
agricola puede contribuir a incrementar la
eficiencia en la multiplicacién de material vegetal
libre de patdgenos y con calidad genética,
morfoldgica y fitosanitaria. Se ha comprobado
que el uso de medios de cultivo liquidos y los
Sistemas de Inmersién Temporal permiten
obtener microtubérculos de mayor calidad que
junto con las plantas in vitro pueden formar
parte de un esquema de produccién de semilla.
Ademas, los microtubérculos tienen ventajas
sobre las plantas in vitro ya que se facilita su
manipulacién, almacenamiento y conservacion,
entre otras. Considerando que la tuberizacion
in vitro es un proceso complejo que es afectado
por las condiciones de cultivo, ademas de otros
factores genéticos Yy fisioldgicos, se requieren
estudiar las condiciones que permitan lograr
dicho propdsito en los cultivares de interés
comercial.
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