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Resumen

La calidad de las semillas de papa es esencial para asegurar una
produccidn sostenible y rentable en el departamento de Norte de
Santander. Se destaca que la reproduccion vegetativa de la papa la
expone a diversas enfermedades transmitidas por semillas, lo que
gradualmente afecta su calidad. El presente estudio se enfoco en la
region de Norte de Santander, Colombia, donde la adopcion de la
micropropagacion se presenta como una alternativa efectiva para
la produccion prebasica de semillas de papa. La investigacion se
centro en validar un protocolo de micropropagacion aplicandolo a
dos variedades especificas de papa: Papa Perla Negra y Papa
Criolla Colombia. La validacion se llevd a cabo en el laboratorio
de cultivos vegetales in vitro de la Universidad de Pamplona. En
términos estadisticos, no se encontraron diferencias significativas
entre las variedades en las variables evaluadas, respaldando asi la
validez del protocolo. Como conclusién, se destaca que la
micropropagacion constituye una alternativa efectiva para la
produccion prebasica de semillas de papa en la region,
proporcionando un método eficiente y rapido para generar plantas
madre homogéneas y de alta calidad.

Palabras clave: Semilla prebasica papa, Establecimiento ex vitro,
propagacion in vitro

Abstract

The quality of potato seeds is essential to ensure sustainable and
profitable production in the Norte de Santander department. It is
worth noting that the vegetative reproduction of potatoes exposes
them to various seed-transmitted diseases, gradually affecting their
quality. This study focused on the Norte de Santander region in
Colombia, where the adoption of micropropagation is presented as
an effective alternative for pre-basic potato seed production. The
research aimed to confirm a micropropagation protocol applying
it to two specific potato varieties: Papa Perla Negra and Papa
Criolla Colombia. The validation took place in the in vitro plant
tissue culture laboratory at the University of Pamplona.
Statistically, no significant differences were found between the
varieties in the evaluated variables, thus supporting the validity of
the protocol. In conclusion, micropropagation proves to be an
effective alternative for pre-basic potato seed production in the
region, providing an efficient and rapid method for generating
homogeneous and high-quality mother plants.

Keywords: Pre-basic seed potato, ex vitro establishment, in vitro
propagation

1. Introduccion

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos horticolas
de mayor rendimiento a nivel mundial y debido a su reproduccion
principalmente vegetativa, esta expuesta a diversas enfermedades
que se transmiten a través de las semillas, lo que conduce a una
degradacion gradual de la calidad de estas con el tiempo. Por lo
tanto, es esencial utilizar semillas de alta calidad para asegurar
una produccion sostenible y rentable. Sin embargo, la
disponibilidad de semillas de calidad es una limitacion
significativa en la produccion de papa, especialmente en paises
en desarrollo [1,2].

En Colombia, un pais en vias de desarrollo, la pérdida de
rendimiento debido al uso de semillas de papa de baja calidad son
un problema relevante. Esto obliga a los agricultores a depender
de semillas locales, a pesar de que se ha documentado que las
semillas no certificadas pueden reducir la productividad en
aproximadamente un 40% [3]. Esta problematica no es exclusiva
de Colombia; en la India, por ejemplo, la calidad deficiente de las
semillas es un factor importante que contribuye a la disminucion
de su productividad [4].

Para abordar esta disparidad significativa, se requiere la
implementacion a gran escala de técnicas de propagacion tanto
convencionales como de multiplicacion rapida, como la
micropropagacion a nivel comercial. Esta técnica permite
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producir una cantidad adecuada de tubérculos-semilla saludables
en un periodo de tiempo minimo [5].

En este contexto, es fundamental preservar el potencial genético
de una variedad o clon mediante la utilizacion de tubérculos
semilla que estén libres de virus [2]. La calidad fitosanitaria de
estos tubérculos tiene un impacto directo en el rendimiento del
cultivo, lo que subraya la importancia de enfocarse en la
produccion de semilla prebasica [1, 6].

Es relevante destacar que, en la region de Norte de Santander,
Colombia, la adopcién de la micropropagacion como método
para la produccion prebasica de semillas de papa se presenta
como una alternativa efectiva. La micropropagacion, que implica
la multiplicacion asexual in vitro, permite mantener una
produccion constante de semillas prebasicas de alta calidad,
libres de patogenos, durante todo el afio. De esta manera, se
convierte en un complemento importante para satisfacer la
creciente demanda de semillas de calidad en la regién. La
aplicacion de la micropropagacion en las etapas iniciales de
produccion de semillas ha demostrado la capacidad de generar un
gran namero de plantas de papa en un tiempo muy corto, como
se evidencid en un estudio realizado por Naik [7]. Este sistema se
caracteriza por su flexibilidad y su capacidad para lograr una alta
tasa de multiplicacion, como se ha corroborado en
investigaciones anteriores [8].

Este estudio forma parte del proyecto titulado "Investigacion,
vinculacion y ampliacion de la oferta tecnoldgica disponible para
el mejoramiento productivo del cultivo de papa en los
departamentos de Santander y Norte de Santander," financiado
por el Sistema General de Regalias, bajo los auspicios del Centro
Internacional de la Papa (CIP). El objetivo primordial consistio
en la validacion del protocolo de micropropagacién propuesto
por VVollmer et al [9] aplicado en el contexto de dos cepas de papa
especificas: Solanum tuberosum, cominmente conocida como
Papa Perla Negra, y Solanum phureja, denominada como Papa
Criolla Colombia. Este procedimiento se considera una fase
esencial en el proceso de generacién de plantas madre y
tubérculos semilla que se encuentren exentos de patdgenos. La
validacion de dicha metodologia se desarroll6 en las
dependencias del laboratorio especializado en cultivos vegetales
in vitro de la Universidad de Pamplona.

2. Materiales y Métodos

Ubicacion

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivos
Vegetales In Vitro de la Universidad de Pamplona, ubicado en el
edificio Simén Bolivar, laboratorio 308, en Pamplona, Norte de
Santander. Este laboratorio se encuentra a una altitud de 2410
metros sobre el nivel del mar, con una temperatura promedio de
20°C + 2°C. Las coordenadas geograficas son 7°22'52"N
72°38'56"W.

Material vegetal

El material vegetal utilizado en este estudio fue suministrado por
el Laboratorio de Produccion Vegetal de Agrosavia, ubicado en
Tibaitatd, Cundinamarca. Se emplearon muestras in vitro de
Solanum tuberosum (variedad Perla Negra) y Solanum phureja
(variedad Criolla Colombia).
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Micropropagacion de los materiales

Establecimiento in vitro

Ambas variedades de papa fueron sometidas a una
micropropagacién siguiendo el protocolo establecido por
Volmer et al [9]. Para la propagacion in vitro de estas
variedades, se extrajeron las plantas de los contenedores
utilizando pinzas de cultivo de tejidos de 15 cm de longitud.
Posteriormente, se procedi6 a la remocidn del apice, las hojas
y las raices utilizando una cuchilla de tipo No 10. Estos
procedimientos de corte se llevaron a cabo en un entorno de
hojas de papel estériles.

Los tallos se fragmentaron en segmentos, cada uno
conteniendo una o dos yemas. A continuacién, se colocaron
dos de estos explantes en un medio de cultivo previamente
esterilizado por recipiente, que incluia las sales basales del
Medio Murashige y Skoog (MS) [10]. Este medio se
suplementé con 2 mg/l de glicina, 100 mg/l de mio-inositol,
0,5 mg/l de 4cido nicotinico, 0,5 mg/l de piridoxina HCI, 0,1
mg/l de tiamina HCI, 25 g/l de sacarosa y 6,5 g/l de agar. Los
recipientes se cerraron cuidadosamente y se sellaron con
envoltura plastica transparente. Es relevante destacar que
todos estos procedimientos se llevaron a cabo en una cabina
de flujo laminar para garantizar la asepsia.

Los cultivos propagados in vitro se ubicaron en una sala de
crecimiento de plantas a una temperatura de 20+2 °C, con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. La
intensidad luminica se mantuvo en 8520 pmol.m-2.seg-1,
proporcionada mediante tubos fluorescentes de luz fria tipo
led.

Multiplicacion in vitro

Los explantes indcuos y exentos de contaminacion se
sometieron a un proceso de subdivision y se traspasaron al
medio de cultivo de propagacion, el cual estaba compuesto
por sales MS [10], complementado con &cido giberélico a una
concentracion de 0,1 mg/l, con el propdésito de inducir la
aparicion de brotes axilares. Posteriormente se procedio a la
subdivision de los explantes recién formados. Estos fueron
luego transferidos a un medio de cultivo de propagacién
fresco, donde se mantuvieron hasta alcanzar la cantidad de
explantes requeridos para cada variedad de papa.
Enraizamiento in vitro

Los explantes previamente multiplicados se sometieron a una
subdivision y luego se trasladaron a un nuevo medio de
cultivo. Este medio contenia las sales MS [10] debié a que
los explantes eran capaces de desarrollar raices debido a las
concentraciones naturales de reguladores del crecimiento que
ya posefan.

Los explantes fueron incubados en estas condiciones durante
un periodo de cuatro semanas, manteniendo los mismos
valores de temperatura, fotoperiodo e intensidad luminica
gue se habian utilizado durante el proceso de multiplicacion
in vitro. Durante este tiempo, se permitié que los explantes
continuaran su desarrollo en un entorno controlado que
facilitaba la adaptacién a las nuevas condiciones de
crecimiento sin la necesidad de reguladores del crecimiento
adicionales.



Endurecimiento de las propagadas in vitro

Cuando las plantas (de las dos variedades de papa)
desarrollaron raices, se eliminé los restos de agar con agua
corriente. Las raices se sumergieron en una solucion de agua
para eliminar cualquier resto del gelificante y luego se
plantaron en bandejas de germinacién con 50 alvéolos. Las
bandejas contenian una mezcla de turba y micorriza
comercial, un kg por bulto de turba. La micorriza comercial
incluia esporas de Glomus sp., Acaulospora sp.,
Scutesllospora sp. 'y Entrophospora sp. con una
concentracion de 230 esporas viables por gramo de suelo.
Las plantas se mantuvieron en condiciones de cdmara
himeda durante un periodo de 15 dias, con una temperatura
promedio de 22°C. Después de este periodo, se comenzé a
abrir gradualmente el plastico para adaptar las plantas a su
entorno ex vitro. Durante cinco semanas de adaptacién ex
vitro, se empled fertilizacién foliar semanalmente utilizando
una solucion que contenia N/P/K/ en una proporcién de
10/52/10, ademas de elementos traza.

Adicionalmente, cada 15 dias se aplicé foliarmente una
solucion que contenia Trichoderma konigiopsis Th003 en
una concentracion de 1 x 10"6 conidios por mililitro. Este
proceso de adaptacion permiti6 a las plantas desarrollarse y
prepararse para su crecimiento en condiciones externas al
entorno de laboratorio.

Disefio experimental

El objetivo principal de esta investigacion fue validar el
protocolo de micropropagacién propuesto por Vollmer et al
[9] bajo las condiciones del laboratorio de cultivos vegetales
de la Universidad de Pamplona para las variedades

de papa Perla Negra y Amarilla Colombia, evaluando las
siguientes variables: contaminacion, fenolizacién, nimero de
brotes por explante establecido y porcentaje de plantas
obtenidas en condiciones ex vitro.

Se efectuaron lecturas dos veces por semana de los explantes
de ambas variedades y se analizaron para detectar la
presencia de contaminacién microbiana. Se registraron los
resultados como porcentaje de explantes contaminados.
Igualmente se evaluaron muestras de tejido de explantes para
verificar la presencia de fenoles, que pudieran ser
perjudiciales para el crecimiento. Los resultados se
registraron como presencia 0 ausencia de fenolizacion.
Adicionalmente se cont6 el nimero de brotes desarrollados
por explante en cada variedad después de un periodo
especifico de tiempo (4 semanas). Se registraron los
resultados como el promedio de brotes por explante.
Finalmente se determind el porcentaje de plantas obtenidas
en condiciones de ex vitro en papa var. Amarilla Colombia 'y
perla negra.

Andlisis Estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico de los datos recopilados
utilizando pruebas apropiadas (ANOVA) para determinar si
existian diferencias significativas entre las variedades en
términos de contaminacion, fenolizacion, nimero de brotes y
nimero de plantas establecidas. Se realizaron repeticiones
del experimento para garantizar la validez de los resultados y
la reproducibilidad del protocolo.
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Se empled el programa estadistico SPSS versién 19. Se
realizaron andlisis estadisticos de los datos para obtener el
valor promedio y valores de dispersién. En caso de
diferencias estadisticas entre variedades, se realiz6 la prueba
Tukey de separacién de medias, se realiz6 un analisis de
varianza. El modelo estadistico para realizar el ANDEVA fue
completamente al azar con efecto anidado o jerarquico [11].

3. Resultados y Discusion

La produccion prebésica de semilla de papa de alta calidad
representa un elemento critico y esencial en diversos aspectos
de la cadena de produccion [6,12]. En el contexto en la regién
productora de papa en Norte de Santander, se observa un
marcado interés en la exploracion de sistemas de generacion
de semilla que combinen eficacia, eficiencia, facilidad de
implementacién y mantenimiento. Desde esta perspectiva, el
sistema validado en este estudio parece cumplir con dichos
requisitos y, ademas, ofrece la ventaja de una produccién
rapida. Es importante destacar que, en la region de Norte de
Santander, Colombia, la adopcion de la micropropagacion
como método para la produccion prebésica de semillas de
papa se presenta como una alternativa efectiva.

Figura 1. Proceso de micropropagacion y establecimiento ex vitro: 1.
Materiales in vitro; 2. Corte de explantes para induccion de brotes; 3. Planta
in vitro; 4. Planta establecida ex vitro; 5. Planta invernadero

Fuente: Autor(es)

Las variables analizadas en los clones de las dos variedades
sujetas a estudio demostraron un establecimiento exitoso,
siguiendo el procedimiento de micropropagacién propuesto
por el Centro Internacional de la Papa [9]. Esto permitio la
validacion de esta metodologia en el entorno del laboratorio
de cultivos vegetales de la Universidad de Pamplona. Cada
una de estas variedades present6 variaciones morfolégicas,
inherentes a las caracteristicas intrinsecas de la especie. Estas
diferencias se manifestaron en aspectos como el tamafio de la
planta, la densidad del follaje, el grosor de los tallos, la
coloracién y la morfologia de las hojas, entre otros rasgos
distintivos. La Figura 1.0 ilustra el procedimiento de
propagacion de las plantas de papa generadas en condiciones
in vitro y su establecimiento ex vitro.
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Los resultados obtenidos se alinearon con las expectativas
asociadas a esta tecnologia, lo que representa un indicio
alentador para su implementacion en clones de variedades de
papa en Norte de Santander. Igualmente, es esencial destacar
que los materiales iniciales utilizados deben estar exentos de
cualquier forma de contaminacién y la implementacion de la
produccion de semilla prebdsica a través de la
micropropagacién requiere rigurosamente cumplir con este
requisito. En consecuencia, los programas de mejoramiento
de semillas deben contar con sistemas eficaces de
purificacion y mantenimiento de variedades libres de
contaminantes. De lo contrario, resulta inviable obtener
semillas de alta calidad, dado que la contaminacion persiste
a pesar de las ventajas tecnoldgicas que pueda ofrecer
cualquier sistema.

En cuanto a los resultados estadisticos de la validacion del
protocolo de micropropagacién en las variedades de papa
amarilla Colombia y perla negra, descrito por Vollmer et al;
[9] bajo las condiciones del laboratorio de cultivos vegetales
in vitro de la Universidad de Pamplona demostraron que no
hay diferencias significativas en las variables evaluadas. En
la Tabla 1 se presentan el resumen del andlisis estadistico de

Distribucion de los datos en las variables evaluadas en las
dos variedades de papa del estudio.

5

3 Varledad

. Papa Amarilla
2 .
| -
L]
.

. PapaNegra
Figura 2. Distribucion de los datos Fuente: Autor(es)

Media

las variables evaluadas en las dos variedades de papa.

Tabla 1. Resumen de los resultados estadisticos en las dos variedades de

papa
Variable Papa Negra Papa Amarilla
Contaminacién
Media 1.972 2.066
Desviacion estandar 0.221 0.209

Prueba Shapiro Walk

Prueba de Bartlett

W =0.980, p-value =
0.934

K-squared = 0.113, p-
value = 0.944

W =0.966, p-value =
0.725

K-squared = 4.2802,
p-value = 0.117

ANOVA F value 5.045 Pr(F) F value 0.756 Pr(>F)
0.0658. 0.394

ANOVA entre  Fvalue=0, Pr(F)=1.

variedades

Fenolizacién

Media 1.0125 0.995

Desviacion estandar 0.180 0.157

Prueba Shapiro Walk

Prueba de Bartlett

W = 0.951, p-value =
0.292

K-squared = 2.200, p-
value = 0.332

W =0.952, p-value =
0.300

K-squared = 0.036, p-
value = 0.98

ANOVA F-value= 3.523 Pr(F)  F-value= 0.399 Pr(F)
=0.0479 =0.676

ANOVA entre  Fvalue=0, Pr(F) =1.

variedades

Numero de brotes

Media 5.25 4.958

Desviacion estandar 1.293 1.428

Prueba Shapiro Walk
Prueba de Bartlett
ANOVA

ANOVA
variedades

entre

W = 0.918, p-value =
0.0550

K-squared =1.179, p-
value = 0.554
F-value=12.66, Pr(F)
=0.0001

F value =0.149, Pr(F)
=0.705

W = 0.936, p-value =
0.136

K-squared =0.175, p-
value = 0.915
F-value= 145.2, Pr(F)
=1.98e-05

Boxplot de Contaminacion por Variedad de Papa

2050
2.025
2.000
1875

Variedad
= Papa Amarilla

Contaminacién

ES PapaNegra
Papa Amarilla Papa Negra
Variedad de Papa
Boxplot de Fenolizacién por Variedad de Papa

1.010
c
S 005 Variedad
o
N E3 PapaAmarila
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< - Papa Negra
w

1.000

0.995

Papa Amarila Papa Negra

Variedad de Papa

Boxplot de Nimero de Brotes por Variedad de Papa

==

Papa Amarilla

Variedad
B3 PapaAmarila
B3 Papa Negra

Nomero de Brotes

Papa Negra
Variedad de Papa

Figura 3. Representacion comparativa de los valores atipicos para cada
variable (contaminacion, fenolizacién y ndmero de brotes) de las dos
variedades (Papa Negra y Papa Amarilla).

Fuente: Autor(es)




La representacion grafica (Fig. 2) de las dos variedades de
papa analizadas evidencia diferencias en términos de las tres
variables consideradas (contaminacion, fenolizacién y
nimero de brotes). En efecto, la Papa Negra muestra una
media inferior de contaminacién en comparacién con la
variedad amarilla, sugiriendo la posible existencia de una
resistencia fisiol6gica mas robusta en la primera. Ademas, se
destaca que la Papa Negra exhibe una media levemente
superior de fenolizacién en comparacién con su contraparte
indicando posiblemente respuestas bioguimicas
diferenciadas entre las dos variedades ante la exposicion al
corte o al contacto con los desinfectantes superficiales [13].
Por otro lado, la observacion de una media superior en el
nimero de brotes para la Papa Negra indica una mayor
capacidad morfogenética en comparacion con la variedad
amarilla.

En relacién con los valores atipicos de cada variable, segln
se representa en la Fig. 3, se aprecia que la linea horizontal,
que corresponde a la mediana, indica la ausencia de
diferencias significativas. De hecho, se observa una escasa
variabilidad en los datos, dado que el rango intercuartilico es
comparable en ambas cajas para todas las variables
analizadas.

Establecimiento de las dos variedades en condiciones ex vitro
La configuracion quimica y fisica del sustrato empleado fue
positiva en el avance de las plantulas sometidas a
micropropagacién, lo cual se reflejo en la manifestacién de
una vigorosa morfologia y en un o6ptimo desarrollo del
sistema aéreo y radicular. Se documenté una tasa de
viabilidad del 86% y 85% para las variedades criolla
Colombia y perla negra, respectivamente (Fig. 4). El
protocolo implementado demostré su eficacia al facilitar la
produccion de un nimero adecuado de plantas madre
homogéneas, destinadas a la generacién de semilla pre-
bésica.

86,76 A

Porcentaje
@
&
s
g
,
L

8525 h

8500

Criolla Colombia Perla Negra

Figura 4. Comparativo del porcentaje de establecimiento ex vitro de las dos
variedades de papa de este estudio.
Fuente: Autore(es)
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4. Conclusiones

La produccion prebésica de semilla de papa de alta calidad
emerge como un componente critico en la cadena de
produccion, destacando su esencialidad en diversos aspectos.
En el contexto de la regién productora de papa en Norte de
Santander, Colombia, se evidencia un notable interés en la
exploracién de sistemas de generacion de semilla que
combinen eficacia, eficiencia, facilidad de implementacion y
mantenimiento. Desde esta perspectiva, el sistema validado
en este estudio no solo parece cumplir con dichos requisitos,
sino que también presenta la ventaja de una produccion
rapida. El andlisis de las variables en los clones de las
variedades de papa amarilla Colombia y perla negra,
siguiendo el protocolo de micropropagacion propuesto por el
Centro Internacional de la Papa ha permitido la validacién
exitosa de esta metodologia en el entorno del laboratorio de
cultivos vegetales de la Universidad de Pamplona. Los
resultados se alinean con las expectativas de la tecnologia de
micropropagacion, lo que sugiere su potencial promisorio
para implementarse en clones de variedades de papa en Norte
de Santander. Cabe resaltar la importancia de iniciar con
materiales libres de contaminacion, subrayando la necesidad
de sistemas efectivos y el mantenimiento de variedades libres
de virus o agentes infecciosos en programas de mejoramiento
de semillas Desde una perspectiva estadistica, el anlisis de
las variables no revel6 diferencias significativas entre las
variedades, respaldando la consistencia del protocolo de
micropropagacién bajo las condiciones del laboratorio de
cultivos vegetales in vitro de la Universidad de Pamplona. El
establecimiento exitoso de las variedades en condiciones ex
vitro, respaldado por la configuracién quimica y fisica del
sustrato, se traduce en una elevada tasa de viabilidad para las
variedades criolla Colombia y perla negra. Este resultado
subraya la eficacia del protocolo de micropropagacion
implementado para la produccién de plantas madre
homogéneas destinadas a la generacién de semilla pre-bésica.
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