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Preparacion de medios de cultivo MS para plantulas in vitro de papa.
Fuente: PROSEM — EEA Bafios del Inca
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Plantulas in vitro de papa variedad Perricholi cultivada en la EEA Bafios del Inca - Cajamarca.
Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca
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Presentacion

La papa (Solanum tuberosum L.), cultivo de gran importancia alimentaria, econémica y social a nivel mundial y de especial
relevancia en la regién andina del Peru, enfrenta limitaciones fitosanitarias que afectan su productividad y calidad. La
propagacion tradicional mediante tubérculos semilla favorece la acumulacién y transmision de fitopatégenos (virus,
bacterias y hongos), provocando la degeneracion progresiva del material genético y la reduccidn del rendimiento en campo.

Ante esta problematica, las Estaciones Experimentales Agrarias (EEA) del Instituto Nacional de Innovacién Agraria -
INIA: Canaan - Ayacucho, Andenes - Cusco, Santa Ana - Junin, Bafios del Inca - Cajamarca, Arequipa e lllpa - Puno, han
implementado sistemas de multiplicacion rapida basados en la micropropagacion in vitro y la produccién de semilla pre
basica en casa malla, aprovechando sus condiciones agroclimaticas favorables y la amplia diversidad genética de papas
mejoradas y nativas conservadas en sus bancos de germoplasma.

El cultivo in vitro de tejidos vegetales constituye una herramienta esencial para la obtencion de plantulas libres de
patogenos, genéticamente uniformes y con identidad varietal asegurada. La micropropagacion permite multiplicar de
manera rapida y eficiente el material vegetal de alta calidad (plantulas in vitro), garantizando la base sanitaria y genética
necesaria para los sistemas de produccién de semilla de papa. En una primera fase, esta tecnologia contribuye a la
conservacion del germoplasma, a la disponibilidad de semilla sana y a la sostenibilidad de los sistemas productivos,
fortaleciendo la seguridad alimentaria y la competitividad agricola nacional.

Por su parte, la produccién de semilla pre basica de papa en casa malla representa la siguiente fase del sistema formal
de produccion de semilla de alta calidad. A partir de plantulas in vitro aclimatadas, se generan tubérculos de alta calidad
genética, fisioldgica y fitosanitaria bajo condiciones controladas. El manejo en casa malla reduce la incidencia de plagasy
enfermedades, optimiza las condiciones de crecimiento y permite obtener material semilla con los mas altos estandares
de calidad, apto para continuar su multiplicacion en las categorias basicas y registradas.

El presente manual, resultado del proyecto “Mejoramiento de la disponibilidad, acceso y uso de semillas de calidad de
papa, maizamilaceo, leguminosasde granoy cereales, en las regiones de Junin, Ayacucho, Cuscoy Puno, 4 departamentos”
con C.U.l. N° 2361771, integra ambos componentes, la micropropagacion in vitro y produccién de semilla pre basica en
casa malla, aplicados a diferentes variedades de papa de importancia regional y nacional, como INIA 302 Amarilis,
UNICA, Perricholi, Libertefia, INIA 303 - Canchan, INIA 309 - Serranita, Ccompis, Yungay, Capiro, Peruanita, entre otras.
Su finalidad es ofrecer una guia técnica, practica y estandarizada dirigida a investigadores, técnicos, productores de
semillas y estudiantes de las ciencias agrarias, promoviendo el uso de tecnologias limpias y eficientes que aseguran un
material genéticamente estable y de alto potencial productivo. De esta manera, el INIA contribuye al fortalecimiento
del Sistema Nacional de Produccion de Semilla de Calidad, impulsando el desarrollo agricola sostenible y la seguridad
alimentaria en las regiones andinas del Peru.

Jorge Juan Ganoza Roncal, M. Sc.
Presidente Ejecutivo del INIA
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Produccidn de plantulas de papa libres de enfermedades, mediante micropropagacion in vitro en camara de flujo laminar.
Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca
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1.Introduccion

La papa (Solanum tuberosum L.) se constituye como el cultivo alimentario mas importante a nivel mundial y desempefia
un papel socioeconémico y cultural fundamental, especialmente en la regidon andina del Peru, considerado como centro
de origen y diversificacion. Pese a su vital importancia para la seguridad alimentaria nacional, la produccién de papa se
enfrenta a desafios fitosanitarios crénicos que limitan significativamente su productividad. La propagacion tradicional, que
depende de la reutilizacion de tubérculos semilla, introduce un ciclo vicioso de degeneracidn genética y productiva, debido
a la constante acumulacion y transmision de patdgenos, principalmente virus, asi como bacterias y hongos (Acuiia et al.,
2021; Galdames y Gutierrez, 2022). Esta problematica conduce inevitablemente a una reduccién en los rendimientos por
hectarea, afectando directamente la rentabilidad y el sustento de miles de agricultores.

Ante este panorama, el Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), a través de sus Estaciones Experimentales Agrarias
estratégicamente ubicadas en Canadn - Ayacucho, Andenes - Cusco, Santa Ana - Junin, Bafios del Inca - Cajamarca,
lllpa — Puno y Arequipa, ha asumido un rol protagoénico en el desarrollo e implementacion de tecnologias agricolas de
vanguardia. Este esfuerzo se centra en el aprovechamiento de las condiciones agro climaticas favorables de estas regiones
y la vasta diversidad genética natural de las papas nativas en el Peru (Rizo, 2023). La solucién tecnoldgica adoptada es la
micropropagacién mediante cultivo de tejidos in vitro, una herramienta fundamental que no solo asegura la disponibilidad
del valioso germoplasma local, sino que también permite la produccién masiva de material vegetal de alta calidad, libre de
patégenos y con identidad genética garantizada.

El presente manual es el resultado de la investigacion y transferencia tecnolégica del INIA y tiene como principal objetivo
optimizarlos protocolos detallados para la micropropagacion de variedades de papa de reconocido valor regional y nacional.
Estas incluyen las variedades mejoradas INIA 303 - Canchan (ampliamente cultivada, de alto rendimiento y tolerancia al
dafio por Phytophthora infestans) e INIA 309 - Serranita (Alta calidad industrial y resistente al dafio por Phytophthora
infestans), junto con variedades que representan el valioso germoplasma peruano, como Ccompis y Peruanita (apreciadas
por sus caracteristicas culinarias y nutricionales), y las variedades de gran adaptacion Yungay y Capiro, que han contribuido
significativamente a la seguridad alimentaria del pais en diversas altitudes (MINAGRI, 2015).

Ademas de la fase de laboratorio, el manual aborda de manera practica la etapa de produccién de semilla de papa pre
basica (tuberculillos) en casa malla. Este segmento es crucial, ya que detalla la metodologia para el escalamiento productivo
del material in vitro bajo condiciones controladas. Se introduce una tecnologia innovadora que integra la desinfeccion del
sustrato mediante ozono (O,) y el riego oxigenado (O,), elementos que en conjunto optimizan la sanidad y el crecimiento
de las plantulas. La produccién de tuberculillos en casa malla, desde la preparacién del sustrato y el trasplante, hasta el
manejo fitosanitario y la cosecha, representa la base de una cadena de produccion de semilla de calidad certificada.

En sintesis, este manual técnico y practico se ofrece a los agricultores, técnicos y profesionales del sector agrario como
una guia integral para la adopcidn de una alternativa tecnoldgica sostenible. Su implementacién no solo potenciara la
multiplicacion rapida y eficiente de material de siembra libre de patdgenos, sino que contribuira al fortalecimiento de la
cadena de valor de la papa, contribuyendo decisivamente al desarrollo agricola competitivo y a la seguridad alimentaria
de las regiones andinas del Peru.
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CAPITULOL:
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1.Micropropagacion de plantulas in vitro

La micropropagacion es una técnica biotecnoldgica que se fundamenta en el principio de totipotencia celular, el cual
permite a una célula o fragmento vegetal regenerar una planta completa. Este método posibilita la multiplicacion
clonal rapida (Figura 1) de plantas a partir de pequefias porciones de tejido, como yemas, meristemos o segmentos
nodales, cultivadas en medios nutritivos artificiales y bajo condiciones controladas de temperatura, luz y asepsia
(Birmeta et al., 2022).

Através de este proceso se obtienen plantas genéticamente uniformes y libres de patdgenos, conocidas como plantas
in vitro, que constituyen la base del material genético en programas de produccién de semillas y mejoramiento
vegetal. Gracias a su alta tasa de multiplicacion y la calidad sanitaria del material obtenido, la micropropagacion se
ha consolidado como una herramienta esencial para la conservaciéon de especies, la producciéon de semilla certificada
y la propagacion masiva de cultivos con alto valor comercial (Birmeta et al., 2022).

Figura 1. Micropropagacion in vitro de papa en camara de flujo laminar.
Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca

Manual de micre
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2. Importancia del cultivo in vitro de tejidos vegetales

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es una herramienta indispensable en la agricultura moderna, que permite la
propagacion masiva, rapida y controlada de las plantas con fines comerciales, cientificos y de conservacién. Facilita
la obtencidén de material vegetal libre de patégenos y genéticamente uniforme, garantizando la homogeneidad y
calidad de los cultivos. El cultivo in vitro posibilita una multiplicacién eficiente en espacios reducidos y tiempos
cortos, optimizando el uso de recursos y acelerando la disponibilidad de material vegetal. Contribuye a la
conservacion ex situ de la biodiversidad (Figura 2), manteniendo genotipos valiosos bajo condiciones controladas.
Ademads, permite una produccion continua durante todo el afio, independiente de las condiciones ambientales,
asegurando un suministro constante de material vegetal de alta calidad para la industria agricola (Abdalla et al.,
2022; Alexopoulos y Petropoulos, 2021).

Figura 2. Conservacion de la biodiversidad de la papa, mediante el cultivo in vitro de tejidos vegetales.
Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca

Manual de micropropagacion in vitro y produccion de semilla pre basica de papa en casa malla
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3. Caracteristicas del cultivo in vitro de tejidos vegetales

3.1. Ventajas

Permite una propagacion vegetativa rapida y a gran escala, favoreciendo la multiplicacion
masiva de plantas en espacios reducidos y durante todo el afio, sin depender de las
condiciones climaticas.

Facilita la obtencion de material vegetal libre de patégenos, contribuyendo a la recuperacion,
saneamiento y preservacion del potencial productivo de semillas y germoplasma de valor
agricola mediante el cultivo de meristemos y la termoterapia.

Asegura la fidelidad y trazabilidad genética del material propagado, garantizando la
produccion de clones uniformes, sanos y de alta calidad, indispensables en los programas
de certificacion de semillas y mejoramiento genético.

Promueve la conservacion in vitro de bancos de germoplasma en condiciones seguras,
controladas y de bajo requerimiento de espacio, con costos significativamente menores que
los de la conservacion en campo.

Facilita el intercambio de germoplasma bajo altos estandares de bioseguridad, al tratarse
de material vegetal libre de virus, bacterias y viroides que puedan causar enfermedades.

Permite la aclimatacidon progresiva y posterior transferencia de las plantas a invernaderos,
donde completan su desarrollo y aseguran la continuidad de la produccidon de material de
siembra de calidad.

Es una herramienta estratégica en los programas de mejoramiento genético, al facilitar la
regeneracion de plantas transformadas o mejoradas con técnicas biotecnoldgicas avanzadas,
orientadas a la obtencidn de cultivos mas productivos, resistentes y sostenibles (Quillas,
2024).

1al de micropropagacion in vitro y prod On de semilla pre basica de papa en casa malla
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3.2.Limitantes

La variacion somaclonal es la apariciéon de mutaciones genéticas o epigenéticas durante
el cultivo in vitro, que genera plantas con caracteristicas fenotipicas distintas a las de la
planta original. Aunque es indeseable en micropropagacidn, su ocurrencia es minima si
se aplican protocolos estandarizados, se controlan las condiciones de cultivo y se maneja
adecuadamente el material vegetal.

La implementacion de un laboratorio de cultivo in vitro requiere una inversion inicial
significativa (Figura 3), debido a la adquisiciéon de equipos especializados, infraestructura
adecuada y suministros de alta calidad necesarios para garantizar condiciones asépticas y
controladas durante todas las etapas del cultivo.

La micropropagacion exige un alto nivel de especializacion técnica, con conocimientos en
biotecnologia vegetal, preparacion de medios de cultivo, técnicas de esterilizacidén y asepsia,
ademas de una formacidn continua para asegurar la eficiencia del proceso y la calidad del
material propagado (Quillas, 2024).

Figura 3. Laboratorio de cultivo in vitro de tejidos vegetales, area de preparacion de medios y materiales en la EEA Bafios del Inca, Cajamarca.
Fuente: PNRy T/ PROSEM- EEA Bafios del Inca

Manual de i 3 en casamalla



Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego | Instituto Nacional de Innovacion Agraria

4. Medio de cultivo

El medio de cultivo es el sustrato principal que provee los nutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de
las plantas en condiciones in vitro. Se inicia con la preparaciéon de un medio artificial semi sdlido, utilizando la base
de micronutrientes, macronutrientes y vitaminas del medio Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962). La
composicidn de este medio se modifica seguin la especie a cultivar, como se detalla en la Tabla 1.

La preparacion del medio MS se ajusta segun las condiciones de cadalaboratorioy el objetivo especifico (multiplicacion,
conservacion, cultivo de meristemos, entre otros). Para el cultivo in vitro de papa, el medio puede prepararse a partir
de soluciones concentradas de cada componente (Figura 4) o mediante el uso de Murashige y Skoog (1962) con
vitaminas. Asi, el medio final para la etapa de multiplicacion clonal contiene minerales (macro/micronutrientes),
vitaminas, aminoacidos, azlcares, agua destilada y un agente solidificante (phytagel o agar-agar).

Figura 4. Preparacion de soluciones concentradas de nutrientes, para el medio de cultivo Murashige y Skoog.

Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca

Manual de micropropagacion in vitro vy produccion de semilla pre basica de papa en casa malla
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Tabla 1. Componentes de soluciones concentradas del medio MS (Murashige y Skoog), modificado para la micropropagacion de papa

Formula Cantidad Volumen final
Componente
quimica (g) (mL)

Nitrato de amonio NH4NO3 16,5
Nitrato de potasio KNOs 19,0
Cloruro de calcio
. 1000
. dihidratado Caclz:2H,0 44
Macronutrientes
Fosfato mono.baS|co KH,PO4 17
de potasio
Sulfato de magnesio
MgS04-7H,0
heptahidratado £0a/M2 U A
Acido bérico HsBO3 0,62
Sulfato de
manganeso MnSO,-4H,0 1,69
tetrahidratado
Sulfato de zinc
heptahidratado ZnS047H,0 Dt
Micronutrientes Yoduro de potasio KI 0,083 1 000
Molibdato de sodio
Na;Mo0,:2H,0 2
dihidratado azlViotarehz 0,025
Sulfato de cobre
pentahidratado CE RSl e
Cloruro de cobalto
hexahidratado CoClz-6H;0 A
Sulfato ferroso
heptahidratado FeSO47H:0 Cet
Quelato de hierro 100
EDTA disédico
Na,EDTA-2H,0 0,7448
dihidratado o 2 !
Vitaminas Tiamina-HCl Ci2H17CIN,OS-HCl 0,04 100
Vitaminas GELICE I CrsH32CaN, 010 0,20 100
calcio
Vitaminas Myo-inositol CsH1206 2,0 200

° Manual de micropropagac ) vitro y produccion de semilla pre basica de papa en casa mallk
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4.1. Materiales, reactivos y equipos para la preparacion del medio de
cultivo in vitro

Los componentes que conforman el medio de cultivo para multiplicacion clonal de plantas in vitro de papa,
son reactivos quimicos que van a influir directamente en el desarrollo y fisiologia de la planta:

® Murashige y Skoog vitaminado: medio de cultivo artificial mas utilizado en la micropropagacion
(Figura 5), este medio contiene el balance de macronutrientes, micronutrientes y vitaminas (tiamina,
pantotenato de calcio, glicina, acido nicotinico y piridoxina).

o Phytagel o agar - agar: agentes gelificantes que se utilizan para dar consistencia al medio de cultivo, el
phytagel facilita la observacién de cualquier tipo de contaminacidn presente en el medio por generar
una apariencia translucida.

e Sacarosa (azticar blanca refinada): principal fuente de carbono y energia para las células en cultivo in
vitro; participa activamente en el metabolismo y crecimiento celular, y contribuye al mantenimiento del
potencial osmético adecuado del medio de cultivo.

® Myo-inositol: compuesto esencial que favorece la sintesis de membranas, metabolismo celular y el
crecimiento de tejidos en cultivo in vitro.

® Agua de coco (endospermo liquido del fruto): suplemento liquido natural rico en fitohormonas,
aminodcidos y vitaminas; estimula el crecimiento y la diferenciaciéon de tejidos, aumentando asi la
eficiencia del cultivo in vitro.

Figura 5. Medio de cultivo Murashige y Skoog comercial.
Fuente: PROSEM- EEA. Bafios del Inca

ccion de semilla pre basica de papa en casa malla
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4.1.1. Materiales e insumos

® Mango de bisturi ® Cajas de policarbonato (magenta GA7)
® Bisturi #11 ® Mechero de alcohol

® Pinzas quirdrgicas ® lejia

® Pipetasde 1,5y 10 mL ® Jabodn liquido

® Vaso de precipitado de 1 000 mL ® Alcohol de 70° y 96°

® Placas Petri ® Alcohol en gel de 70°

® Probeta de 50, 100y 1 000 mL ® Papel toalla

® Varilla de vidrio e Mandil

® Barra magnética ® Mascarillas 3 pliegues

® Tapers de plastico polipropileno de 500 mL ® Gorras o tocas descartables
® Frascos de vidrio. ® Cubre zapatos descartables

4.1.2. Equipos de laboratorio
Para el adecuado desarrollo de las actividades de micropropagacidn, es indispensable contar con

equipos especializados que permitan asegurar las éptimas condiciones de trabajo, entre los mas
importantes tenemos:
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Autoclave: Equipo donde se esterilizan los medios de
cultivo y materiales mediante calor humedo, generando
una temperatura de 121 °C, y una presion de 15 psi, por
20 min, condiciones que aseguran la eliminacion total de
microorganismos y esporas.

Camara de flujo laminar: equipo indispensable donde se
realiza la micropropagacién in vitro, cuenta con un filtro
HEPA (Filtro de aire de alta eficiencia para particulas) por
donde circula el aire y retiene particulas contaminantes
de hasta 0,3 um, proporcionando en el interior de la
camara un ambiente estéril.
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Destilador de agua:
eliminar impurezas y sales del agua potable,
obteniendo agua destilada de mayor pureza,
apta para preparar medios de cultivo.
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Estufa: equipo donde se esteriliza el
material de vidrio y quirdrgico mediante
calor seco, generando una temperatura de
180 °C durante 2 horas.
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Potenciometro o pH-metro: equipo utilizado para
medir y ajustar el pH del medio de cultivo y otras
soluciones.

Balanza analitica: equipo de alta precisidn utilizado para medir
masas muy pequefias con exactitud, garantizando el pesaje
preciso de reactivos y componentes del medio de cultivo.
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Esterilizador de perlitas: equipo que esteriliza instrumentos
de metal, llegando a una temperatura de 250°C por 30
segundos, para eliminar bacterias y esporas en tiempos
minimos.

Agitador magnético: equipo que mezcla y homogeniza
liguidos mediante una barra magnética giratoria,
proporcionando soluciones uniformes.
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Dispensador de medio de cultivo: permite medir y
distribuir volimenes precisos de medio de -cultivo,
garantizando uniformidad en los envases.

Microondas: equipo que calienta y lleva a
ebullicion el medio de cultivo para disolver el
agente gelificante (agar o phytagel).

milla pre basica
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4.2. Procedimiento para la preparacion del medio de cultivo

1. Pesar 4,4 g de Murashige Skoog con vitaminas,
30 g de sacarosa, y 0,1 g de myo-inositol,
mezclarlos con agua destilada en un vaso de
precipitado de 1 000 mL.

2. Adicionar 20 mL de agua de coco en el vaso de
precipitado con la mezcla anterior y enrasar con
agua destilada hasta 1 000 mL.
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3. Disolver la mezcla de la solucién
nutritiva con un agitador magnético.

4. Medir y ajustar el pH del medio nutritivo
entre 5,6 a 5,7, regular en caso sea necesario
con soluciones de HCI (0,1N) o NaOH (0,1N).
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5. Agregar 3 g de phytagel en la solucién del medio
de cultivo.

6. Llevar el medio de cultivo al microondas por
aproximadamente 10 min, hasta ebullicion y
disolucion del phytagel.
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7. Dispensar 40 mL del medio en tapers o
cajas magenta, segun corresponda.

8. Dispensar 20 mL del medio de cultivo
en frascos de vidrio, este volumen varia
dependiendo de la capacidad del envase.
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9. Esterilizar en el autoclave a 121 °Cy a 15 psi
de presion por 20 min.

10. Llevar los medios a la estanteria hasta el
momento de usar, o a refrigeracion a 4 °C para
mayor preservacion.
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5. Etapas de la micropropagacion in vitro de variedades
de papa

Una vez preparado y esterilizado el medio de cultivo, el paso siguiente es la siembra de pequefios segmentos nodales
de la planta para generar nuevas plantas in vitro (micropropagacién). En el caso de papa, la micropropagacion se da
dentro de los 25 a 30 dias desde el establecimiento de cultivo hasta la obtencién de una nueva planta completa. La
Figura 6 muestra fotografias representativas de las etapas de micropropagacion, que a continuacion son descritas:

® Etapal. Selecciony preparacién de la planta madre (dia 1).

Etapa Il. Establecimiento del cultivo (dias 1-8).

Etapa lll. Multiplicacion y elongacién del material vegetal (dias 8-25).

Etapa IV. Enraizamiento de plantulas (dias 8-20) (Fernandez et al., 2019; Roca y Mroginski, 1991).

Etapa | Etapa Il Etapa lll Etapa IV

Figura 6. Etapas de la micropropagacion in vitro de papa.
Fuente: PROSEM- EEA Andenes
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5.1. Etapal: Seleccidén y preparacion de la planta madre

En esta etapa se selecciona la planta madre, entendida como el ejemplar vegetal que sirve como fuente
principal para obtener explantes (segmentos de brotes). La eleccidon se basa en su edad fisioldgica, vigor
y estado fitosanitario, priorizando plantulas con raices bien desarrolladas, tallos robustos y crecimiento
activo, que aseguren explantes viables y de alta calidad (Figura 7A).

Las plantas madre se mantienen en el Banco de Germoplasma del Programa Nacional de Raices y
Tuberosas (PNyRT) del INIA, en los laboratorios de cultivo in vitro de tejidos vegetales (Figura 7B). Estas
plantulas provienen inicialmente del proceso de establecimiento in vitro y limpieza viral realizado en los
laboratorios del INIA, o pueden ser solicitadas del banco de germoplasma del Centro Internacional de la
Papa (CIP). Este material base garantiza la identidad genética y la sanidad fitosanitaria necesarias para la
micropropagacion.

Tam
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Figura 7. Plantulas vigorosas seleccionadas variedad INIA 303 - Canchan (A) y plantulas madre del banco de germoplasma de la EEA
Bafios del Inca - Cajamarca (B).
Fuente: PROSEM- EEA Andenes y Bafios del Inca
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5.2. Etapa ll: Establecimiento del cultivo

En esta etapa, empleando una cabina de flujo laminar esterilizada, se extraen explantes vigorosos de la
planta madre que consisten en segmentos de tallo con una yema, como se muestra en la Figura 8A para
yemas axilares y en la Figura 8B para yemas apicales. Luego, estos explantes se siembran en el medio de
cultivo para que se adapten a las condiciones hasta generar los primeros brotes. El procedimiento de esta
etapa se detalla a continuacion:

® Retirar las plantulas madre de los tubos de ensayo y colocarlas en placas Petri estériles.

® Cortar segmentos de tallo de aproximadamente 1.5 cm, eliminando hojas grandes y raices, dejando una
yema axilar o apical por segmento (Figura 8C).

® Sembrar por separado un maximo de 20-25 segmentos con yemas apicales por cada frasco de vidrio o
caja Magenta. Si se utilizan tapers, coloque 40 segmentos por cada uno.

® Sembrar un maximo de 20-25 segmentos nodales con yemas axilares por cada frasco o caja Magenta;
en tapers, aumente la cantidad a 40 segmentos.

® Tapar los frascos y sellar con film o parafilm, evitando un sellado totalmente hermético para permitir un
intercambio gaseoso minimo. Finalmente, rotular con el nombre de la variedad y la fecha de siembra.

Figura 8. Segmentos nodales con una yema axilar (A), yema apical (B) de la variedad Libertefia y corte de segmentos apicales de
plantulas de papa en cabina de flujo laminar (C).
Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca
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5.3. Etapa lll: Multiplicacion y elongacion

En esta etapa se produce el crecimiento activo de los segmentos de brote previamente establecidos,
caracterizado por una intensa division y elongacion celular que conduce al desarrollo de nuevas plantulas
in vitro. Este proceso incrementa la cantidad de material clonal, correspondiente a plantas in vitro
genéticamente uniformes, en cada ciclo de subcultivo (periodo de crecimiento y resiembra en un nuevo
medio).

Durante esta etapa se observa el desarrollo foliar, la formacién de yemas y el alargamiento de los tallos
(Figura 9A). Una elongacién adecuada asegura plantulas vigorosas, homogéneas y estructuralmente
firmes, aptas para el trasplante o para nuevos pases de multiplicacién. En el cultivo in vitro de papa, esta
etapa culmina con la obtencidén de plantulas vigorosas y bien desarrolladas entre los 25 y 30 dias después
de la siembra, dependiendo de la variedad y las condiciones del medio de cultivo (Figura 9B).

Figura 9. Crecimiento activo de segmentos de brote de papa, variedad UNICA (A), y plantulas de la variedad INIA 328 - Kulli papa a los
25 dias posteriores a la siembra (B).
Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca y Andenes
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5.4. Etapa IV: Enraizamiento

En esta etapa se realiza el enraizamiento de las plantulas in vitro, proceso que involucra la formacion,
crecimiento y maduracion de raices que consolidan el sistema radical y favorecen la supervivencia del
material vegetal durante la fase de aclimatacién (Fernandez et al., 2019; Roca y Mroginski, 1991).

En el caso del cultivo in vitro de papa, no es necesario utilizar un medio especifico de enraizamiento, ya
que las raices se desarrollan de manera natural a partir de la base de los segmentos establecidos en el
mismo medio de multiplicacion (Figura 10A y 10B). Esta capacidad rizogénica caracteristica de la papa
permite obtener plantulas vigorosas, con raices funcionales y listas para pasar a la etapa de aclimatacién.

Figura 10. Formacion inicial de raices en pldntulas de papa de la variedad Libertefia (A) y enraizamiento éptimo en pldntulas de la
variedad INIA 328 - Kulli papa en tapers de polipropileno (B).
Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca y Andenes
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A continuacioén, se describe el procedimiento para el establecimiento de los explantes en los medios de cultivo:

1. Retirar la plantula madre seleccionada, que se
encuentra en tubo de ensayo o frasco y colocarla en
una placa Petri estéril.

2. Retirar cuidadosamente las hojas y raices de las
plantulas con la ayuda de pinzas y bisturi estériles.

3. Cortar los apices y segmentos nodales, con cortes
suaves y en bisel, manteniéndolos separados

4. Sembrar 20 yemas apicales en cada frasco de vidrio,
25 en cajas Magenta o 40 si son tapers, de la misma
manera con los segmentos nodales.
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5. Segmentos nodales recién sembrados en el medio
de cultivo MS, en cabina de flujo laminar.

6. Segmentos con yemas apicales recién sembrados
en el medio de cultivo MS, en cabina de flujo laminar.

7. Plantulas in vitro en fase de crecimiento
mantenidas en el area de incubacion, en frascos
debidamente identificados por variedad y fecha
de siembra.
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Este proceso de multiplicacién de plantulas, permite obtener miles de plantas genéticamente idénticas a partir de una
sola planta madre. En la Figura 11A se muestra una planta con dptimas caracteristicas fenotipicas, y en la Figura 11B se
observa una planta con raices adventicias y ramificacion, menos recomendable para la resiembra.

La Tabla 2 muestra la secuencia temporal de la multiplicacién de plantulas in vitro de papa, desde el establecimiento
inicial del cultivo hasta la obtencién de la cantidad proyectada mediante subcultivos periddicos cada 25 dias. En la fase
inicial se introducen 60 plantulas, que generan en promedio tres explantes por unidad (aunque este nimero puede
variar a 4 o 5 segun el tamafio de la planta). Cada explante se regenera y da lugar a nuevas plantulas hijas, triplicando el
numero de plantas en cada subcultivo gracias a la alta capacidad de regeneracién de los segmentos nodales.

Tras el primer subcultivo (25 dias), se obtienen 180 plantulas, aumentando progresivamente a 540, 1 620, 4 860, 14 580 y
finalmente 43 740 plantulas al sexto subcultivo (150 dias). Este esquema ejemplifica el gran potencial de multiplicacién clonal
del sistema in vitro, permitiendo producir material vegetal uniforme, vigoroso y libre de patégenos en un tiempo reducido.

Tabla 2. Proceso de produccidn de plantulas in vitro de papa

Establecimiento

del cultivo 1°resiembra 2°resiembra  3°resiembra 4° resiembra 5° resiembra 6° resiembra

N° de pldntulas 60 plantulas  60x3=180 180x3=540 540x3=1620 1620x3=4860 4,860x3=14580 14,580x3=43 740

Figura 11. Plantula con caracteristicas Optimas para la resiembra (A) y plantula con caracteristicas menos recomendables para la resiembra (B).
Fuente: PROSEM - EEA Andenes
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5.5. Condiciones de incubacion de plantulas

Las condiciones de incubacién deben garantizar un crecimiento uniforme, vigoroso vy fisiolégicamente
estable de las plantulas in vitro (Figura 12). Se recomienda mantener los siguientes parametros ambientales:

® Temperatura: entre 20 y 22 °C, dptima para el crecimiento de Solanum tuberosum L. en condiciones
asépticas.

® Fotoperiodo: 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, para favorecer la diferenciacién foliar.
Intensidad luminica: entre 40 y 60 umol m=2s™" (equivalente a 3 000—4 000 lux).

® Tipo de luz: iluminacién fluorescente o LED de luz blanca fria, con espectro equilibrado en las longitudes
de onda azul y roja.

Figura 12. Area de incubacién y crecimiento de plantulas en laboratorio de cultivo in vitro de papa en condiciones de luz artificial.
Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca
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6. Principales dificultades fisiolégicas en la micropropagacion
6.1. Bajo o nulo crecimiento de hojas

El escaso o nulo crecimiento de las hojas, como se observa en la Figura 13, se debe a diversos factores
fisiolégicos y ambientales. Entre las causas mas frecuentes se encuentra la deficiencia de nutrientes
esenciales en el medio que puede restringir la sintesis de proteinas estructurales necesarias para el
crecimiento foliar.

Por otro lado, la alteracidon de factores fisicos del cultivo in vitro, como una intensidad luminica insuficiente,
temperatura fuera del rango 6ptimo, el uso de recipientes con baja permeabilidad gaseosa o una aireacion
limitada, puede generar estrés fisioldgico y reducir la transpiracion, afectando directamente la expansién
de las hojas.

Figura 13. Plantula in vitro de papa con un pobre crecimiento de hojas.
Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca
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6.2. Vitrificacion o hiperhidricidad

La vitrificacién o hiperhidricidad se produce por un exceso de agua en los tejidos de las plantulas in vitro,
lo que altera el equilibrio hidrico celular e impide una transpiracion normal de la plantula. Esta condicion
provoca una apariencia vitrea o traslucida, como se observa en la Figura 14, acompanada de tejidos
fragiles, turgentes y agrandados.

El fendmeno puede originarse por una baja concentracion del agente gelificante, que incrementa la
disponibilidad de agua libre en el medio. Asimismo, una baja relacion aire/medio de cultivo reduce la
oxigenacion y la eliminacion de etileno, favoreciendo la hiperhidricidad de los tejidos.

Figura 14. Planta in vitro de papa con vitrificacion de tejido, presenta una apariencia transltcida y agrandamiento de tejido.

Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca
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7. Control de calidad en cultivos in vitro

El control de calidad es una actividad esencial en el laboratorio de cultivo in vitro, ya que asegura el cumplimiento
de altos estandares. Segun el Reglamento Especifico de Semilla de Papa (RDN°010-2018-INIA), se debe garantizar la
calidad fitosanitaria, fisioldgica y genética establecida (INIA, 2018). Los principales estandares de control de calidad
incluyen:

® Sanidad vegetal: las plantas in vitro deben estar totalmente libres de contaminantes como hongos, bacterias y
virus (patdgenosy no patdgenos). Para garantizar la calidad sanitaria, se realizan analisis seroldgicos o moleculares
de diagnostico, como control interno del INIA y en laboratorios autorizados por el SENASA.

@ Estabilidad fisioldgica: consiste en mantener las plantulas in vitro sin signos de estrés como vitrificacion, clorosis o
necrosis. Una plantula fisiolégicamente estable conserva un color verde uniforme, vigor y un desarrollo foliar con
capacidad constante de multiplicacion (Figura 15).

® Trazabilidad: consiste en registrar de forma continua todos los procesos de micropropagacién, desde el origen de
la planta madre y en cada subcultivo, asegurando la trazabilidad y seguimiento del material vegetal.

® Identidad genética: consiste en mantener la fidelidad varietal del material propagado, asegurando que no haya
mezclas varietales ni cambios en las caracteristicas morfoldgicas o genéticas del cultivar, utilizando explantes de
alta calidad, correctamente seleccionados e identificados y un nimero controlado de subcultivos.

Figura 15. Plantulas in vitro de papa variedad Perricholi, con calidad fisioldgica estable.
Fuente: PROSEM- EEA Bafios del Inca
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7.1. Identificacion y manejo de contaminantes de cultivos in vitro

La deteccion temprana de contaminantes microbianos es crucial para mantener la calidad sanitaria
del material vegetal in vitro. Los controles preventivos permiten identificar y eliminar oportunamente
los cultivos contaminados antes que la contaminacion se propague. Este monitoreo debe realizarse
semanalmente durante la fase de crecimiento de los cultivos. Siendo los principales tipos de contaminantes:

® Contaminantes bacterianos: se manifiestan generalmente como turbidez en el medio de cultivo,
colonias viscosas o mucilaginosas de diversos colores (blanco, amarillento, crema o rosado) y cambios
en el pH que provocan acidificacion del medio. En muchos casos, generan un olor caracteristico (fétido
o fermentativo).

® Contaminantes fungicos (mohos): aparecen como micelios (estructuras del hongo) algodonosos
o aterciopelados de rapido crecimiento, visibles sobre la superficie o en la base del medio, con
tonalidades blancas (Figura 16), verdes (Figura 17), grises o negras segun la especie flingica involucrada
(Aspergillus, Penicillium, Fusarium, entre otros).

® Contaminantes flingicos (levaduras): forman colonias cremosas, brillantes y de crecimiento rapido,
capaces de fermentar los azucares del medio (Suarez, 2020). Se diferencian de las bacterias por formar
colonias mas grandes, opacas y de textura pastosa o cremosa como se observa en la Figura 18.

Asimismo, se cuentan con las siguientes medidas de control:

® Realizar inspecciones visuales semanales en los cultivos en crecimiento.
® Descartar de inmediato los cultivos contaminados, previa esterilizacion en autoclave (121 °C, 20 min).

e Mantener una estricta higiene y esterilidad en el area de trabajo, uso correcto de EPP (mascarillas,
guantes, mandil, entre otros), y aplicacién rigurosa de protocolos de desinfeccién en ambientes,
equipos, materiales y superficies.
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Figura 16. Contaminacion flngica con tonalidades blancas en cultivos in vitro de papa.
Fuente: PROSEM- EEA Andenes y Bafios del Inca

Figura 17. Contaminacion flingica con tonalidades verdes en cultivos in vitro de papa.
Fuente: PROSEM- EEA Andenes y Bafios del Inca




