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RESUMEN

Las conclusiones generales encontradoas en la literatura sobre la tuberizacién de la
papa, basdndose en frabajos tanto en campo como in vitro, son que el fotoperiddo
corto, la baja temperatura y la baja nutricibn de nitrégeno, inducen la tuberizacién.
También se sabe que antes de la tuberizacidn la fertilizacién de P y K se aumenta
para mejorar la calidad de la cosecha, sin embargo esto no esta bien documentado.
Este trabajo se desarroflé con el fin de ver si las concentraciones de N, P y K, tienen
un efecto sobre la microtuberizacién, ya que el medio de cultivo MS, utlizado
practicamente en todos los trabajos reportados sobre tuberizacién in vitro es alto en
sales, principaimente N; por lo que se planted la modificacién de este medio en las
concentraciones de NPK. Se manejaron tres concentraciones para cada elemento,
por lo que se probaron 27 medios con distintas concentraciones de NPK. Se evalu6
el porcentaje de tuberizacién, el nimero de tubérculos producidos y la talla de cada
uno. Los resultados mostraron que el N ne tuvo un efecto adverso en [a tuberizacién,
por el contrario, la tuberizacién se vio reducida por la presencia de P y K; también se
observd que el N y el K favorecen el desarrolle de los microtubérculos. Utilizando un
método de cultivo en medio liquido y algunos de los medios modificados se logré una
mejor tuberizacién en comparacion con un medio que contenla cinetina, [a cual ha
sido usada como inductor de la tuberizacion in vitro en muchos trabajos, por lo que
se puede decir que la modificacién del contenido de NPK del medioc puede mejorar la
produccién de microtubérculos de papa in vitro.



INTRODUCCION

El cultivo de la papa es uno de los méds importantes del mundo por su gran
valor nutritivo, por ello es también uno de los mas importantes econémicamente. La
tuberizacion, es decir la formacion del tubérculo en la pianta, es un evento fisioldgico
que ha sido estudiado desde hace mucheo tiempo; ahora se conocen los factores que
la desencadenan y muchos de los efectos que tienen en el desarrollo general de la
planta. La mayoria de los estudios sobre tuberizacién se han realizado con plantas
completas en condiciones de campo e invernadero, siendo la investigacion de la
tuberizacion in vitro, también llamada microtuberizacidn, de reciente aparicién, por lo
que los efectos de varios factores en este sistema de cuitivo se desconocen atin.

La tuberizacién in vitro de la papa fue el resultado de la investigacion sobre los
factores que la controlan en un sistema que permitia un mayor control de variables, y
sobre todo, la utilizacidn de un medio con una composicién de nutrimentos exacta,
siendo Gregory en 1956 uno de los primeros en observarta. Con el tiempo la
investigacion de la tuberizacion in vitro se amplié y fueron descubriéndose diversas
aplicaciones que en este momento constituyen nuevas lineas de investigacién.

Aplicaciones de la microtuberizacién

Algunas de las ventajas de la tecnologia de microtubérculos son: 1) se reduce
el tiempo requerido para la mejora de las plantas; 2} facilita la decision del tipo de
madurez de las diferentes variedades; 3) reduce los costos de transportacion; 4)
aumenta la productividad por el uso de semilla libre de gérmenes; 5) facilita la
herencia de la superioridad genética obtenida en microtubérculos al tubérculo madre;
y 6) permite el estudio de los mecanismos que inducen la tuberizacion (Nakamori ef
al., 1994).

Conservacién de germoplasma

Las especies silvestres deben conservarse por la informacion genética que
poseen, aunque en si la mayoria no sean compatibles con la especie comercial, por
ejemplo Solanum demissum ha proporcionado resistencia al tizén tardio a la mayoria



de las variedades comerciales de todo el mundo {Scsa-Chavez y Villarreal, 1978); la
desaparicién de cultivares primitivos de papa ha llevado a establecer una coleccitén
de germoplasma en el Centro Intemacional de la Papa (CIP). Westcolt et al. (1977)
reportaron una coleccidn que comprendia 13 000 entradas que se distribuian a
programas de mejoramiento de todo el mundo. En México también se ha llevado a
cabo una coleccion que incluye no solo material silvestre sino también el
seleccionado a través de muchos afios en centros nacionales y extranjeros (Sosa-
Chavez y Villarreal, 1978).

La conservacion fradicional del germoplasma de papa se hace cultivadndola en
grandes extensiones de tierva, y luego cosechéndola y almacenando parte de la
produccién para repelir peribdicamente este proceso. Esto tiene muchas
desventajas, siendo las principales el tiempo, la cantidad de trabajo requerido, el
espacio (Chandra y Naik, 1993), y la alta probabilidad de que los cuitivos contraigan
alguna enfermedad por virus, bacterias u hongos, principalmente {Lommen y Struik,
1992a). La cdleccién de germoplasma in vitro ha despertado gran interés por los
problemas mencionados (Dodds ef al., 1991). Esta tecnologia posee varias ventajas
sobre el mantenimiento en el campo (Buitron ef al., 1995) a saber:

a) menores costos de mano de obra

b) ausencia de infecciones de campo

¢) ausencia de peligros ambientales como granizadas y heladas

d) acceso oportuno a material para micropropagacion

g) acceso oportuno a material para eliminacion de patdgenos

f) disponibilidad permanente de material para propagacion y exportacion

Muchos paises tropicales no son capaces de producir semilla de alta calidad
debido a que no poseen areas libres de vectores, por lo cual importan semilla
certificada que redunda en un alto costo de la produccién (Wattimena et al. 1983).
Por ejemplo en Taiwan existian muchos problemas de virus, por lo que los métodos
convencionates para producir tubérculo semilla se volviercn inefectivos lo cual llevd a
que se desarrollara un método para la obtencién y propagacidén de papa libre de
virus (Wang y Hu, 1982).



El uso de microtubérculos resulta conveniente ya que es mas facil su
almacenamiento, fransportacion y siembra (Wang y Hu, 1982) Asimismo, se podrian
adaptar a un mecanismo de produccién a gran escala (Hussey y Stacey. 1984). Akita
y Takayama (1994a) utilizando fermentadores de 10 L, produjeron un promedio de
233 microtubérculos por fermentador. Posteriormente mejoraron su sistema, dado
gue ef nimero de yemas que potencialmente podian formar tubérculos era de 1670,
con ésto obtuvieran entre 2 y 5 veces mas microtubérculos (Akita y Takayama
1994b). Se ha propuesto un sistema automatizado para la micropropagacién de
grandes cantidades de plantas (cosecha, fragmentacién y sembrado); para ello se
valen de un aparato que por medio de una camara de video determina, debido al
contraste de color entre tallo y hojas, donde cortar los segmentos. Los cortes se
hacen con rayo laser y los fragmentos viables, que también se detectan por el color,
son resembrados, y los no viables se desechan. El aumento de contraste entre hojas
y tallo se mejora con el uso de ancimidol, que promueve la sintesis de clorofila y at
mismo' tiempo, la tuberizacién, por lo cual este sistema puede ser atil para la
produccién automatizada de microtubérculos (Alchanatis el al., 1994).

La mayoria de los envios de materiat in vitro del CIP se hacen en forma de
plantulas, en 1984 este centro exportd alrededor de 7 500 brotes a 40 paises
(Estrada et al., 1986), pero se puede reemplazar este método con la exportacién de
microtubérculos por las ventajas que presentan (Buitron ef al., 1995).

Los brotes producidos in vitro sufren dafios durante su almacenamiento, y
aunque al transplantarios vuelven a crecer las yemas, algunos genotipos no reviven
(Chandra y Naik, 1993), la vulnerabilidad de las plantas micropropagadas al
transferirse al suelo es mayor que la de los microtubérculos producidos in vitro, los
cuales no requieren de aclimatacion (Akita y Takayama 1994a). Kiatkowski et al.
(1988) almacenaron nudos individuales con un microtubérculo a 4 y 10 °C durante
77-85 semanas sin necesidad de cambiar el medio, al término de éste periodo los
microtubéreulos se transplantaron a invernadero y en dos semanas el 100% produjo

plantas vigorosas.



Manejo de plantas libres de enfermedades

La planta de 1a papa, como miembro de la familia Solanaceae, responde bien
a las técnicas de cultivo de tejidos, lo cual ha servido para producir plantas libres de
virus y otras plagas. E! cultivo de meristemos se ha convertido en una herramienta
importante para éste fin (Estrada et al., 1986, Chandra y Naik, 1993), siendo Marani y
Pisi (1977) de los primeros en proponer ésta técnica. El uso de las plantas
propagadas in vitro ha sido una solucion al problema de las enfermedades, ya que
se aumenta en mucho la velocidad de propagacién asi como la calidad sanitaria
(Lommen y Struik, 1992a), pero existe un inconveniente, Wang y Hu (1982)
mencionan que una vez obtenidas las plantas libres de virus la transferencia a suelo
es dificil y con una alta proporcién de pérdida, ya que !as plantutas necesitan tiempo
para aclimatarse, por lo cual se ha sugeride que la produccién de microtubérculos
puede ser Gtit para reducir los costos en la produccién de plantas libres de virus
{Morozova y Melik-Sakisov, 1977, Kiatkowski ef al., 1988). Asi, se pueden propagar
rapidamente las plantas libres de enfermedades con un manejo mas facil (Levy ef al,
1993) ademds su transportacion es menos problematica ya que las plantas al estar
sin luz pueden morir, mientras que los microtubérculos no, y al ser manejados en
condiciones estériles, se garantiza su sanidad. Con estas plantas se han podido
crear mejores bancos de germoplasma (Estrada ef al., 1986).

Ventajas econdmicas

La produccién de tubérculo semilla usando técnicas de micropropagacion
ofrece varias ventajas: 1) incremento en la produccién del 10-38 %, 2) incremento en
el vigor; 3) gran uniformidad, y 4) incremento en la capacidad para resistir y
recuperarse de presiones ambientales como la sequia y las heladas (Jones, 1988).

Algunos factores como el alza del precio del petrleo han obligado a muchos
paises a disminuir o detener 1a importacién de tubérculo semilla debido al incremento
en el costo, pero existen experiencias satisfactorias en paises subdesarrollados que
han practicado las técnicas de cultivo de tejidos; por ejemplo: en Ecuador a partir de
la donacién de dos tubos de ensayo de tres variedades locales, mejoraron su



produccion de tubérculos, de los que los agricultores reportaron un incremento del
25% de rendimiento (Bryan, 1988). El uso de microcortes y microtubérculos puede
ger una alternativa para paises que no pueden producir semilla en campo. En una
comparacién con la produccidn por tubérculo madre, se vio que las plantas
provenientes de microcultivo produjeron mas tubérculos/planta; aunque el peso total
fue menor que con tubérculo madre, no hubo diferencias estadisticas {Tabla 1).
Wang y Hu (1982) reportaron que en un periodo de cuatro meses produjeron
aproximadamente 36,300 microtubérculos, ccupando una superficie de 10 m? en un
laboratorio. Estos microtubérculos fueron plantados en suelo sucesivamente tres
ocasiones para obtener tubérculos de talla normal; finalmente se obtuvieron 1,800 Kg
de tubérculo semilla de alta calidad y con un bajo porcentaje de reinfecciones virales.

Tabla1
Produccion de dos variedades de papa cultivadas en campo y producidas de a partir de tres diferentes
fuentes de propagacion
Propagulo Numero de tallos Nimero de Peso total de
Fuente por planta tubérculos Tubéreulos (g)
por planta
{Tratamiento) Cosecha Cosecha Cosecha Cosecha Cosecha  Cosecha
inicial final Inicial Final iniciat Final
Cv. NORLAND
Tubérculo 55 43 13.2 12.2 69.8 1319
Microtubérculo 12 1.0 7.3 13.3 46.3 1148
Microbrote 1.0 12 5.8 16.7 403 1225
Cv. RED PONTIAC
Tubérculo 4.4 34 137 14.0 104.4 1792
Microtubérculo 1.0 1.0 135 2456 86.2 1656
Microbrote 1.3 11 1.3 26.4 45.7 1745

Extraido de Watimena of af {1583).

Sin embargo existen posturas en contra de los microtubérculos. Segin
Lommen y Struik (1992a) las plantas micropropagadas no son muy dtiles en el cultivo
a gran escala, ya que se requiere un manejo muy cuidadosoc y no pueden
almacenarse sin gue pierdan vigor, tampoco los microtubérculos serfan la opcién ya
que son muy pequefios, por lo que sugieren que las plantas micropropagadas se
siembren en invernaderos bajo condiciones controladas para producir en suele
minitubérculos, que son mas grandes que los producidos in vilro y que mejoran el



rendimiento, en cuanto al nimero de tubérculos/planta sin el uso de reguladores de!
crecimiento,

Por otro lado, Jones (1988) report6 que un 60 % de productores encuestados
en Norte América y Europa respondieron que la dormancia de los microtubércuios
fue mayor que la de los tubérculos producidos en campo, y un 40 % dijo que fue
similar, por lo que se prefieren otros métodos (Tabla 2)

El uso del cultivo de tejidos permite la obtencién de plantas de alta calidad que
pueden ser usadas directamente en la produccién. Recientemente en paises del
tercer mundo se ha visto que utilizar éstas técnicas no es tan dificil como se creia,
incluso se han establecido laboratorios risticos pero funcionales en pleno campo
(Bryan, 1988).

Tabla 2
Técnicas mas comunes utilizadas en la propagacion rdpida de plantas. Los datos son porcentajes
dados por los productores y programas establecidos para la produccion de papa.

Técnica usada Porcentaje de uso
Norte América Europa

Transplante de piantulas producidas in 20 B4
vitro solamente o en combinacién con
otro método
Cortes de tallo 30 25
Microtubércitos 5 12
Minitubércules producidos bajo o .
condiciones no estériles

*Dato no estimado

Basado en Jones (1988)

Investigacién bésica

Los sistemas in vitro permiten un mayor control de los factores que afectan la
tuberizacidn, aportando una herramienta (til para la investigacién (Pelacho ot al.,
1994). La microtuberizacién ha sido usada en diferentes lineas de investigacién por
ejemplo: para determinar cambios estructurales y bioquimicos que se llevan a cabo
durante la tuberizacién (Peterson y Barker, 1979). En combinacion con la evaluacion



de proteinas de reserva la microtuberizacion se ufiiza para la seleccion de
germoplasma tolerante al calor (Nowak y Colborne, 1989); inclusc en la estaci6n
espacial MIR se han utilizado microtubércutos come modelo para investigar los
efectos de la microgravedad en la particion de los carbohidratos (Kordyum s! al.,
1997).

Segun Jones (1988) los microtubérculos ofrecen grandes posibilidades, ya que
pueden ser producidos en cualquier época de! afio y luego ser sembrados en campo
sin la necesidad de un invernadero. Por esto deben desarrollarse métodos que
permitan mejorar la produccitn de tubérculos in vitro.

El presente trabajo se centré en observar e! efecto que tienen los principales
macronutrimentos: nitrégeno, fésforo y potasio, en la microtuberizacién, ya que se
encuentra documentado que el N retarda o inhibe la tuberizacién (Krauss, 1985).
Esto es importante pues el medio MS, que es usado casi universalmente en trabajos
de microtuberizacitn, es considerado como un medio alto en sales, principalmente N
(Dixon, 1985). Sin embargo son escasos los reportes que han observado el efecto
del N en la tuberizacién in vitro y sus resultados son contradictorios (Gamer y Blake,
1989).

Por otra parte, en campo, el P y el K se aumentan en la fertilizacion cuando
llega el momento de la tuberizacion, mientras que el N se disminuye (Hay y Walker,
1989). Al P y al K se les atribuye la calidad del tubérculo, sin que esto se encuentre
bien fundamentado, y en estudios in vitro, el efecto de éstos dos elementos no se ha
evaluado.



REVISION DE LITERATURA
Generalidades de la planta de papa

Se considera a la papa originaria de América del sur, Perd, Ecuador y Bolivia
(Stallknecht, 1983). Actualmente su cultivo es uno de los mas importantes a nivel
mundial, después del trigo, el maiz y la cebada; en algunos paises europeos, su
consumo per capita es de 180 Kg./ano (Valadez-Lopez, 1990).

En la actualidad se cultivan ocho especies, todas corresponden a la seccién
Petota, y de éstas Solanum tuberosum es cultivada en todo el mundo, mientras que
el resto solo se pueden cultivar en su lugar de origen, lo que hace que S. tuberosum
sea la especie mas cultivada de papa.

La papa es una planta herbacea anual y perenne debido a su capacidad de
propagacién vegetativa. Sus tallos pueden tener ramificaciones laterales, de ellos
directamente pueden crecer estolones, inflorescencias, tubérculos y tallos laterales.
Si la planta proviene de semilla verdadera o sexual, se formara un tallo principal y si
proviene de tubérculo semilla, habréa varios tallos.

Los tallos son de dos tipos: 1) aéreos, que son angulosos, de color verde,
semierectos y/o rastreros; y 2) subterraneos que estan compuestos por rizomas
(actualmente mejor conocidos como estolones), que daran origen a los tubérculos
(parte comestibte) (Valadez-Lépez, 1990). Por lo general Jas raices de ésta planta
son superficiales (no mas de 50 cm de profundidad), sin embargo dependiendo de!
tipo de suelo, las plantas pueden tener raices mas profundas. Casi todas sus partes
pueden producir raices, si la planta proviene de semilla verdadera desarrolla raices
delgadas con ramificaciones laterales, mientras que las plantas que provienen de
tubérculos desarrollan raices adventicias y nodos en la parte subterranea de tallos y
estolones; éstos Ultimos son tallos |aterales que presentan crecimiento diageotrépico,
se forman a partir de las yemas en la parte subterranea de los tallos, en algunos se
produce un engrosamiento en su extremo terminal, formandose asi los tubérculos
(Fig. 1) Estos estan considerados como parte del tallo adaptada para almacenar
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reservas (proteinas y almidén, principalmente). Ei color del tubérculo depende de la
variedad, pueden ser blanco crema, amarillos, anaranjados, rojos o morados,
Algunas veces se desarrollan tubérculos aéreos en las axilas de las hojas. La forma
también es caracteristica y puede ser redonda u ovalada.

La piel de! tubérculo, tiene muchas lenticelas que pueden ser consideradas
como estomas, éstas actian como sistema de comunicacién con el exterior y son
esenciales para la respiracitn, pues el COz y el Oz no pasan a través de la piel, que
en un tubérculo maduro es casi impermeable a quimicos, gases y liquidos y
proporciona buena proteccidon contra microorganismos.

AR
. {’ ; tallo

. ,?S , raices adventicias
tubérculo en desarrolio - L t

e lo joven
tubérculo “semilla® ' tubérculo j

raices "

Fig. 1 Partes subterraneas de la papa. Extraido de Beukema y van der Zaag {1979).

El tubércuto tiene un extremo basal, ligado al estoldn y un extremo apical o
distal. El tubérculo posee estructuras conocidas como “ojos’, que se distribuyen
hacia la parte apical siguiendo un orden en espiral; estan ubicados en las axilas de



hojas escamosas llamadas cejas. Cada ojo presenta vanas yemas vegetativas, que
son las que dan origen a una nueva planta completa.

Las hojas de la planta son compuestas, presentan un raquis central con varios
foliolos; las hojas presentan un acomodo en espiral y su forma y tamafio son una
caracteristica importante para distinguir las variedades.

Las flores son perfectas, de color blanco, pirpura o veteadas de acuerdo ai
cultivar y cuando son fertilizadas se desarrolla un fruto redondo, con un didmetro de
2 cm, es de color verde y presenta mas de 200 semillas, aungue por 1o general, solo
se utilizan para fines de mejoramiento genético.

De acuerdo a sus caracteristicas la planta de papa ha sido clasificada del
siguiente modo:

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Subgénero: Pachystemonum

Seccion: Petota

Subseccion: Potatoes

Especies principales: S. tuberosum
S. andigenum
S. demissum

Tabta 3. Contenido alimenticio de la papa. Las cantidades estan dadas en base a 100gr. de

parte comestible.
Agua 80.0 gr
Proteinas 39g¢gr
Carbohidratos 16.2gr
Ca 8.0mg
P 56.0 mg
Fe 0.7mg
Tiamina 0.1mg
Riboflavina 0.03mg
Acido ascérbico 28.0mg |
Extraldo de Valadez-Ldpez (1990).

La papa tiene bajo contenide en cloro y sodio y proporciona al menos 12
vitaminas esenciales y minerales, incluyendo una extremadamente alta cantidad de
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vitamina C (tabla 3). una sola papa de tamafic mediano proporciona 65% de la
recomendacion diaria de ésta vitamina (segun la norma de £.U.); también provee de
cantidades significativas de proteinas, carbohidratos y hierro (Miller y Lipschutz,
1684).

Cambios morfoldgicos durante la tuberizacion

El crecimiento de la planta de papa se altera cuando se inicia la tuberizacion.
Las yemas axilares pueden formar estolones, casi siempre subterraneos y que en
condiciones apropiadas forman tubérculos, aunque a veces éstos se forman sin el
desarrollo del estolén (Vreugdenhill y Struik, 1989, Ewing, 1890).
Segun Vreugdenhill y Struik (1989) cuatro pasos llevan la formacién del
tubérculo:
a) Induccién e iniciacién del estolén: es la activacién de una yema axilar que
produce un brote horizontal y que mantiene este crecimiento diageotrdpico.
b) Crecimiento del estolén: elongacion y ramificacion del estolan.
¢) Cese del crecimiento longitudinal del estoldn.
d) Induccién e iniciacién del tubérculo: produccion y traslocacién de un estimulo de
la tuberizacién que resulta en el ¢recimiento radial del apice del estolén y que
involucra cambios en su metabolismo.

Factores que favorecen la tuberizacion

Existen tres factores principales que inducen el proceso de tuberizacion: el
fotoperiédo, la temperatura y |a nutricién mineral. Desde hace mucho tiempo se ha
buscado la manera en que estos factores influyen en la fisiologia de ta planta de
papa. Gregory (1956) realizé varios experimentos manejando condiciones que é!
llamé inductoras y no inductoras, las primeras consistian de fotoperiédos cortos (8 h)
y temperaturas bajas (20° dia/14’ noche) mientras que las segundas eran
fotopericdos largos (16 h) y temperaturas altas (26" d/20° n). Primero comprobé que
las yemas axilares pueden formar tubérculos, lo cual interpreté como que los factores
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que inducen ia tuberizacién no se restringen a la parte subterranea, sino que se
pueden encontrar en toda fa planta; luego realizé injertos de plantas inducidas en
plantas no inducidas, y observé que éstas tuberizaban, concluyendo que el estimulo
que se produce en la tuberizacién es transmisible, de manera similar al estimulo que
induce la floracion Posteriormente realizd6 unos de los primeros experimentos de
tuberizacion in vitro, en éstos observé que la sacarosa en el medio es necesaria para
fa tuberizacién, y la adicion de sales inorgénicas, incrementa el porcentaje de
tuberizacion; se plantea la pregunta de si la sacarosa induce 1a tuberizacion o solo es
necesaria para el crecimiento, y concluye que es requerida tanto para el crecimiento
de nuevos brotes como de tubérculos, pero no es regponsable de la induccién.

Fotoperiédo

Cuando segmentos de tallo de plantas de papa se inducen con dias ¢
fotoperigdos cortos {DC) tienen un mayor porcentaje de tuberizacidn que los de dias
largos (DL), y también presentan un menor crecimiento del vastago y las raices
(Ewing y Wareing, 1978), las plantas que crecen en DL presentan un mayor nimero
de ramificaciones y mayor peso seco en hojas y tallos, pero la talla y &rea foliar no
son muy distintas de las que crecen en DC, y el nimero y peso seco de los
tuberculos es mayor en DC (Lorenzen y Ewing, 1990), también las plantas en DC
acumulan més almidén pues son mdas eficientes en convertir la radiacién
fotosintéticamente activa (PAR), seguramente porque la formacién y crecimiento del
tubérculo representa una fuerte demanda de carbohidratos que exige una rapida
acumutacién durante el dia (Lorenzen y Ewing, 1992).

Se cree que e fotoperiddo altera los niveles endégenos de reguladores del
crecimiento, lo cual controla et proceso de tuberizacién (Forsline y Langille, 1975).
Railton y Wareing (1973) sugirieron que los primeros pasos en la induccién de la
tuberizacion es un cambio en el metabolismo de las giberelinas (GA), ya que tan solo
a los dos dlas de transferir las plantas de DL a DC se detecta un gran descenso en
los niveles de sustancias con actividad de GA. Por medio de HPLC y espectrometria
de masas, Mauk y Langille (1978) identificaron un compueste aislado en grandes
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cantidades de plantas expuestas a DC y bajas temperaturas, como cis-zeatin
ribosido (ZR), una citocinina, la cual, especulan que esta intimamente relacionada
con la tuberizacién, ya que solamente cuatro dias después del aumento en los
niveles de ZR se observé la tuberizacién; posteriormente aplicaron ZR en cultivos in
vitro de plantas no inducidas y obtuvieron hasta un 75% de tuberizacién comparado
con 0% en los controles sin ZR. Segtn Struik, et al. (1987) el fotoperiddo estimula la
formacion de un factor foliar de la tuberizacion ya que los extractos de hojas de
plantas fuertemente inducidas estimulan la tuberizacién de plantas moderadamente
inducidas, sin embargo estos resultados no son concluyentes.

La respuesta al fotoperiddo depende de! fotoperiédo critico (FPC) de cada
genolipo, ya que hay plantas con FPC largo que pueden tuberizar aun con
iluminacién continda (Ewing y Wareing, 1978). Wheeler y Tibbitts (1986) compararon
el efecto de diferentes fotoperiddos en cinco cultivares, y observaron que tres de
ellos crecieron bien bajo luz contintia e incluso tuberizaron mejor que los controles
(12h de luz), mientras que los otros dos exhibieron dafios en las hojas y no
tuberizaron; cuando las hojas detectan un fotoperiédo menor al FPC producen un
estimulo que se transporta via floema a los puntos de tubenzacién, estolones o
yemas axilares (Struik, ef al. 1987).

La tuberizacién no solo depende del pericdo de luz sino también de su
intensidad; plantas de papa que crecieron bajo alta radiacion (500-1200 p E m? s
se desarrollaron normalmente y produjeron tubérculos de buena talla, mientras que
las plantas que crecieron en radiacion baja tuvieron enfrenudos mas largos, hojas
largas y delgadas y produjeron tubérculos pequefios, destinando la mayor parte del
¢ asimilado a las hojas (Gawronska y Dwelle, 1989), este efacto asi como el de la
divisién de los fotosintatos puede deberse también a un cambio en el balance de
fitohormonas; las papas que crecen con bajos niveles de radiaciéon producen altas
cantidades de giberelinas (Menzel, 1985).

En cultivos in vitro También se observa una interaccién entre el desarrollo de
las plantas y el fotoperiédo: Charles y Rossignol (1992) establecieron un fotoperiddo
optimo, para sus cultivos, de 12 h para el crecimiento de las plantas, ya que por
debajo de éste se facilité el envejecimiento vy, en concentraciones adecuadas de



sacarosa se daba la tuberizacibn Charles ef al/ (1993), éstos autores también
observaron que las condiciones ambientales pueden influir en el tamafo, numero y
calidad de los microtubérculos.

Segin Perl et af. (1991} si los brotes son estimuladas con &l nivel adecuado de
sacarosa, tuberizan sin importar el fotoperiddo, sin embargo hay evidencia de que la
microtuberizacién es mejor a la obscuridad, aunque esta respuesta esta influenciada
por el cultivar (Pelacho y Mingo-Castel, 1991a). Garner y Biake (1989) observaron
que brotes de papa tuberizan como respuesta a la aplicacién de fotoperiddos cortos,
sobre todo si han crecido bajo fotoperiédos largos y que la obscuridad total acelera la
senescencia y reduce el potencial de crecimiento de los tubérculos. También se ha
observado que el peso fresco de los microtubérculos depende del cultivar y del
fotoperiodo utilizado tanto antes como durante la tuberizacién, por lo que segun
Seabrook et al., (1993) el nimero y talla pueden controlarse estableciendo las
mejores condiciones de fotoperiddo para cada genctipo.

Temperatura

La papa es una planta de origen andino, por lo cual esta adaptada a climas
templados, ésta es la razén de que muchos cultivares sean poco productivos en
algunas areas de los trépicos; la alta temperatura del suelo, mas que del aire, es
especialmente inhibitoria de la producci6n de tubérculos (Menzel, 1683b y 1885).

En papas inducidas con temperaturas bajas se detecta un aumento de 10
veces en los niveles de dos sustancias con actividad de citocinina, tan solo a los dos
dias de induccién {Forsline y Langille, 1975). La inhibicién de la tuberizacién por
temperaturas altas puede deberse a un incremento en el nivel de GA, ya que cuando
se aplica CCC (antagonista de GA) la tuberizacién aumenta. Cuando la temperatura
es alta en la zona de las raices, hay un aumento de GA en el vastago y un cambio en
el espectro de GA en las raices (Krauss y Sattelmacher, 1979), también el efecto de
la temperatura alta del suelo se revierte al cortar las yemas, lo cual podria indicar que
ja sintesis de GAs, se encuentra en ésa zona {Menzel, 1983a). Reynolds y Ewing
(1989) observaron que cuando el suelo es caliente y el aire frio, hay una ausencia de
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enraizamiento y se forman brotes que crecen hacia arriba y tuberizan fuera del suelo,
lo que explican porque la alta temperatura aumenta la formacién de GAs en las
yemas del estoldn tal como sucede con las del vastago con el aire caliente.

Las plantas que crecen en altas temperaturas tienen una respuesta similar a la
que se da cuando crecen en baja radiacidn tipicamente tienen un peso seco total
muy bajo, sobre todo por la poca produccidbn de tubérculos, ya que en baja
temperatura e! 80% del peso seco es de los tubérculos mientras que en la
temperatura alta es menor del 5% (Menzel, 1985). En tomate el estrés por calor
provoca un descenso en la importacién de 'C, al parecer debido a una reduccién en

Tabta 4
Factores evaluados en algunos trabajos de tuberizacién in vitro.

Temperatura  Foloperiddode  Fotoperiddo  Concentracion Reguladore  Referencia

de crecimiento de de sacarosa s de
tuberizacitn {htuz) tubesizacion (%} crecimiento
(Y] {h luz)
24 Variable porgue 0 6 Kin Forsline y
fue lo que se Langilie
evalud (1978)
22 16 ¢ 8 CCCyBAP Estrada el &l
(1586)
19 16,8y 0 0,8y18 8y12 Ninguno  Gamer b4
Blake (1989}
20 198 Oy8 8 Retardador Harvey eof al.
es del (1891)
crecimiento
y BAP
20 o 0,8 16y24 4 Kin Pelacho y
Mingo-Castel
(1991)
18-19 16 0 8 2Py levy of al
. ancimidol  (1993)
? 16y8 168y8 8 2iPy Seabrook et
ancimidol  al. {1993}
19 18 8 By4+otras  Ninguno Khur ¥y
azucares Moorby
(1995)

(") En este caso no se trabajo con brotes sino con estolones, por eso no se utilizd huz para el
crecimiento.

la capacidad de las flores jdvenes, que funcionan como érgano demandante,
para movilizar asimilados y a que hay un menor suministro de carbono por parte de



las hojas (Dinar y Rudick, 1285).

Conforme aumenta la temperatura del suelo se observa un descenso en el
crecimiento y desarrollo de las raices de papa, mientras que en las raices de camote
y casava, cultivos tropicales, hay un aumento. La respuesta esta influenciada
considerablemente por el cultivar y puede deberse a la reduccién en el indice
mitético y a un cambio en el metabolismo de carbohidratos, sobre todo por un
aumento en |a respiracion (Satteimacher, ef al. 1990),

Las fluctuaciones de la temperatura a lo largo del dia (termoperiédos) se
consideran necesarias para incrementar la produccidon de papa. Varios cultivares
pueden tuberizar cambiando los termoperiédos aln bajo luz continua y el nimero de
tubérculos y su peso seco dependen de la duracién de los termoperiddos (Cao y
Tibbitts, 1992).

En la mayoria de los trabajos de microtuberizacién se ha reportado una mejor
respuesta a temperaturas relativamente bajas (Tabla 4) aunque ésta también
depende del cultivar, ya que algunas variedades resistentes al calor tuberizan mejor
a 30 °C (Nowak y Colborne, 1989, Levy ef al., 1983).

Nutricion mineral

Es conocido que la fertilizacién durante et crecimiento de la papa y durante la
tuberizacion es distinta para tener una mejor produccion, tanto en calidad como en
cantidad, sobre todo en lo que respecta a los principales macronutrimentos:
nitrégeno, fésforo y potasio, el posibte pape! de cada uno de ellos en 1a tuberizacién
se analizard mas adelante.

Sacarosa

La cantidad de sacarosa que se utiliza para el crecimiento de la mayorla de las
plantas cultivadas in vitro es normalmente de 2-3%, y cantidades mayores se
consideran como altas, tal vez porque elevan la osmolaridad del medio, lo que podria
resultar dafiino.
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Desde los inicios de 1a microtuberizacién se establecid que se requiere de una
alta concentracion de sacarosa para que la papa tuberice. Gregory {1956) concluyé
que la sacarosa es necesaria para el crecimiento tanto del tubérculo como de nuevos
brotes, pero no es responsable de la induccién.

Recientemente otros autores consideran a la sacarosa como una sefial para
tuberizar, ya que después de cierto tiempo en un medio con alta concentracién de
esta azicar, los tubérculos que se iniciaron continian creciendo en un medio con
sacarosa 2% (Per! of al., 1991). No se conocen en detalle los mecanismos por los
cuales la papa responde tuberizando a las altas concentraciones de sacarosa; se ha
planteado que funciona como una sefial de que se han acumulado los suficientes
fotosintatos (Gamer y Blake, 1989, Banfalvi ef al., 1997).

La sacarosa podria jugar un doble papel en la microtuberizacion, el de fuente
de carbono y el de osmolito, ya que la tuberizacidn puede iniciarse por un shock
osmatico (Khuri y Moorby, 1985).

Actividad hormonal durants la tuberizacion

Ademas de establecer las condiciones que conduzcen a una mejor
tuberizacibn se han buscado las causas fisiologicas de ella, principaimente
hormonales, es por ésto que se han utilizado diversos reguladores del crecimiento en
estudios de microtuberizacién. Levy ot al. (1993) establecieron que para mejorar la
microtuberizacion se deben eliminar el meristémo apical y 1a raiz, ya que son sitios
de sintesis de hormonas que pueden inhibir el desarrollo de las yemas axilares, a
esto se le llama inhibicién correlativa o dominancia apical, posteriormente se pueden
afadir ofras sustancias sin que halla mucha interferencia por parte de las hormonas
endégenas.

Glberelinas (GAs)

El patron de sustancias giberélicas en papa cambia bajo diferentes
condiciones de fotoperiddo, su nivel disminuye dramaticamente tan solo a los dos



dias de estar en fotoperiédo corto, lo que sugiere que uno de los primeros pasos que
conducen a la tuberizacibn es un cambio en el metabolismo de GAs (Railton y
Wareing, 1973).

La aplicacién de acido giberélico promueve mas el crecimiento vegetativo, el
elongamiento del vdstago y un mayor enraizamiento (Garcia-Torres y Gomez-
Campo, 1973), condiciones que son opuestas a la tuberizacion.

En estudios in vitro se utilizan retardadores del crecimiento (que son
antagonistas de las GAs) como inductores de la tuberizacién, como el CCC (2-
cloroetil trimetil amdnio) que promueve el 100% de tuberizacién pero disminuye el
peso fresco de los microtubérculos, dependiendo de la concentracién y del cultivar
(Harvey et al., 1991), el ancimidol (Levy ef al., 1993) y el paclobutrazot (Simko, 1994)
han demostrado ser efectivos en la estimulacion de la formacién de microtubérculos.
A bajas concentraciones la cumarina induce la tuberizacion y es traslocada a los
tubérculos en desarrolla, en donde se ha visto que ejerce efectos en la plasticidad de
la pared celular y en la reorientacién del plano de division (Stallknecht y Famsworth,
1982a y b). Leclerc et al. (1994) reportaron lo contrario, pues observaron que la
adicion de CCC, de cumarina y de benzil adenina {BA, una citocinina) no dispard
ningun aumento en la tuberizacién o peso fresco y que bajo condiciones inductoras
tales sustancias son innecesarnias e incluso perjudiciales.

El efecto de las GAs podria ser el promover preferencialmente el crecimiento
longitudunal a costa del engrosamiento del estolén. Cuando comienza la tuberizacion
la region subapical del estoldn comienza a engrozarse debido a fa expansién
transversal de las células, esta direccion esta regulada por la orentacidn de las
microfibrillas de celulosa de la pared celular y éstas a su vez, por la orientacién de
los microtubulos. Al agregar GA al medio de cultivo, los microtibulos se reorganizan,
de manera gue en lugar de engrosarse, crecen longitudinalmente (Fujino et al,
1995). EI 4cido giberélico, también parece inhibir 1a sintesis de almidén en el estolén
(Smith y Palmer, 1970).

Un estudio con mutantes que scbreproducen algunas GAs  muestran
resultados contradictorios, ya que éstas plantas tuberizan adn en dias largos, 1o que
podria indicar que solo algunas GAs inhiben la tuberizacion (Jackson y Prat, 1996).
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Citocininas

Las citocininas se consideradan como inductoras de la tuberizacién y las mas
utilizadas en estudios de tuberizacién son: la cinetina (Kin), la benzil amino purina
(BAP) y el 2iP (8-(yy-dimetilalilamino)purina).

Las citocininas podrian ser sintetizadas en la parte aérea de la planta al
percibir condiciones inductoras, y luego ser transportadas a la parte basal, ya que en
plantas bajo tales condiciones se detecté un aumento de hasta diez veces en la
concentracion de dos sustancias con actividad de citocinina tan solo a los dos dias
de tratamiento (Forsline y Langifle, 1975) y en ofras condiciones la Kin tiene Ia
capacidad de reemplazar las condiciones inductoras (Forsline y Langille, 1976).
Mauk y Langille (1978) realizando trabajos para tratar de encontrar la sustancia que
induce la tuberizacién, aislaron ZR a partir de plantas inductdas por condiciones
ambientales; el ZR aislado lo aplicaron a cultivos in vitro de plantas no inducidas,
éstas tuberizaron hasta un 75% en comparacién con 0% de las plantas que no
contenian ZR. Por su parte Stallknecht (1985) también observé que de plantas
expuestas a condiciones inductoras y altas concentraciones de COz se alslan
fracciones con actividad de citocinina, en especial altos niveles de zeatin-ribésido,
que segin éste autor es la citocinina mas activa durante la tuberizacion.

En estudios con estolones cultivados in vitro se vio que la tuberizacidn
dependia, de bajas temperaturas, de altas concentraciones de sacarosa y de la
presencia de Kin en el medio; al parecer la Kin no estimuld la sintesis de novo de
proteinas y de acidos nucléicos (Palmer y Smith, 1970), pero si la sintesis de almidon
{Smith y Palmer, 1970). En cultivos de brotes se ha observado que la aplicacién de
Kin facilmente induce un 100% de tuberizacion de las yemas axilares, mientras que
otros reguladores son extremadamente inconsistentes (Staliknecht y Farnsworth
1882b). También en cultivos de brotes Pelacho y Mingo-Castel (1991a) observaron
que la Kin inhibié el crecimiento de las raices y la elongacién del brote, promoviendo
la tuberizacién y que este efecto fue mayer en obscuridad.
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Las citocininas por si mismas tal vez no sean capaces de inducir la
tuberizacién, sino que debe existir un balance entre GAs y ¢itocininas (Forsfine y
Langille, 1976). Se ha observado que la aplicacion de 2iP a brotes ip vitro estimula la
tuberizacion, pero un inhibidor de GAs (ancimidol) fue mas efectivo (Levy et ai,
1993}, por su parte Hussey y Stacey (1984) reportaron que la aplicacién simultanea
de BAP y CCC aumentaron la tuberizacion y que la aplicacion de GAs inhibi6 este
efecto. Utllizando este sistema en el CIP se logré la microtuberizacion de 55
genotipos, incluyendo algunos mexicanos, como Tollocan (Estrada et al, 1986).
Banfalvi et al. (1997) reportaron una rapida microtuberizacién del 100% con BAP
unicamente, mientras que sin éste compuesto, solo tenfan un 50% de tuberizacion.

Etileno

El etileno tiene efectos profundos en el desamolio vegetativo de las plantas, sin
embargo, varios trabajos sostienen que juega un papel menos critico en comparacién
con otras hormonas, aunque se considera que es de vital importancia en respuesta a
diferentes presiones ambientales (Smalle y Van Der Straeten, 1997).

En la tuberizacion el papel del etleno es menos claro que el de otras
hormonas, algunos trabajos demuestran que promueve la tuberizacion, pero in vitro
parece inhibifa (Stallknecht, 1985). Garcia-Torres y Gomez-Campo (1973)
reportaron que la aplicacién de etherel tanto a plantas en invernadero como a
cultivos en campo e in vitro, incrementa la tuberizacion. Esto podria ser un efecto
indirecto, ya que se observa una depresién general en el crecimiento de las plantas
(Mingo-Castel et al., 1974), lo que podria indicar 1a participacién de mas hormonas.

Por otro lado, el etileno inhibe la tuberizacién de estolones in vitro aln cuando
son inducidos con Kin, y el CO; parece tener un efecto opuesto al etileno, es decir,
de inductor (Mingo-Castel ef al.. 1974). El etileno también inhibe la tuberizacion )
inducida por BAP y CCC (Hussey y Stacey, 1984). El CO, el etileno y la Kin pueden
actuar a nivel intracelular, cambiando el patrén de deposicién de microfibrillas o de
conexién de los microtubulos en la region subépical del estoldon (Mingo-Castel et al.,
1976).
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Auxinas

Los estudios del efecto de las auxinas en la tuberizacién muestran resultados
muy variables, pero al parecer sus efectos las dividen en dos grupos: el acido
indolacético (AlA), el acido naftalenacético (ANA) y el 4cido 2.4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) parecen tener un efecto inductor de la tuberizacidn; y el acido absicico (AAB),
que se sobreproduce en condiciones inductoras, ta! vez tenga una mayor
participacion en mantener el crecimiento y dormancia del tubérculo que en su
iniciacién (Stallknecht, 1985). Suttle y Hulstrand (1994) presentaron evidencia de que
el AAB es necesaric para inducir y mantener la dormancia de microtubérculos
producidos in vifro ya que al aplicar fluoridona, los niveles enddgenos de AAB
disminuyeron de 250 pmol/g de peso fresco, a entre 5-25 pmol/g mientras que el
porcentaje de brotacién de los tubérculos auments. Hussey y Stacey (1984)
reportaron que la aplicacién de BAP junto con CCC aumenta la tuberizacién y que la
aplicaciéon de AAB en bajas concenfraciones inhibe [a tuberizacién, pero cuando la
concentracién de AAB es alta, el efecto es similar al del CCC.

El papel del AlA en el tubérculo podria estar relacionado con la carga del
floema y la formacién de una demanda de fotosintatos, ya que el contenido de AlA
esta positivamente relacionado con el desarrolio del tubérculo, mientras que el AAB
se correlaciona negativamente (Marschner et af., 1984).

Obata-Sasamoto y Suzuki (1979) obtuvieron resultados que sugieren dos
pasos en ia tuberizacién {1) la iniciacién del tubérculo es estimulada en condiciones
en que las GAs desaparecen y se encuentran altos niveles de auxinas y bajos de
citocininas y (2) el subsecuente descenso en los niveles de auxinas y el rapido
incremento en citocininas estimula la actividad de las enzimas que sintetizan almidén
para sostener el continto crecimiento del tubérculo.

Jasmonatos

Los jasmonatos estan involucrados en la regulacion de 1a morfogénesis de las
plantas, hay informacién que involucra a los jasmonatos en la formacién de
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tubérculos, de raices tuberosas, en la formacién de bulbos, en [a determinacion del
hébito del tallo y en el enmollamiento de zarcillos (Koda, 1997); los jasmonatos
también parecen tener un papel importante en la senescencia, la desintegracién de
componentes celulares y la removilizacién de nutrimentos de las partes vegetativas a
sitios demandantes, como flores frutos y granos (Engvild, 1989).

Vick y Zimmerman (1984) encontraron que varias especies vegetales {Zea
mays, Solanum melongena, Linum usitatissimum, Avena sativa, Helfantus annus y
Triticum aestivumn) siguen la misma via para sintetizar el acido jasménico (AJ) y que
la enzima clave en la conversién del 12-oxo-PDA (&cido 12-oxo-cis,cis-10,15-
fitodiendico) a AJ es la lopoxigenasa (LOX), la cual podria estar involucrada en la
regulacion del desarrollo vegetal y ampliamente distribuida en el reino vegetal.

Buscando la sustancia que se produce en las hojas y sirve como inductor de la
tuberizacién, Koda et al,, (1988) aislaron un compuesto de las hojas de papa que
inducia la tuberizacién. Posteriormente el compuesto fue identificado como un
jasmonato al cual llamaron acido tuberdnico (AT}, (Yoshihara ef al., 1989)%.

La aplicacién de AJ a cultivos in vitro de papa, S. demissum (Helder et al.,
1993) y S. tuberosum {Nakamori, ef al, 1994), indujeron la produccién de
microtubérculos, que incluso tuvieron mayor peso fresco que cuande se aplicd Kin
{Pelacho y Mingo-Castel, 1991b). En invernadero, se observé que el transporte de AJ
marcado radicactivamente es controlado por el fotopericdo, ya que en DG la
radioactividad en los estolones aumenté diez veces en comparacién con DL
(Yoshihara ef af., 1996).

Por otro lado Jackson y Willmitzer (1994} sostienen que el AJ no esta
involucrado directamente en la tuberizacién, pues al rociar AJ a plantas mantenidas
en condiciones no inductoras, no se formaron tubérculos, por to que argumentan que
el AJ no es la sefial que se transporta de las hojas a los estolones, ya que aunque se
detecté el transporte, no hubo tuberizacién. Koda (1897) menciona que esta
conclusién parece estar basada en tres errores: a) la sefial de la tuberizacién no es el

! Koda st al. (1988) Plam Cell Phisiol. 29:969-374 y 1047-1051. Cit. En Koda, 1997.
? Yoshihara ef al. {1989) Agric. Biol. Chem. 53: 2835-2837. Cit. en Koda, 1697,
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Al), sino e AT o el &cido glucotuberdnico (AGT), b) la confimacién de la
incorporacion del AJ se hizo por los niveles de transcripcién del inhibidor de
proteinasa-2, cuya induccién se da con concentraciones de AJ mucho menores a las
necesarias para la induccion de la tuberizacion, y c) la iniciacién de la tuberizacién
estd regulada por el balance estre jasmonatos y GAs; las plantas usadas por los
anteriores autores (5. Andigena y S. Demissum) son variedades de madurez muy
tardia que requieren condiciones estrictas de DC, por lo que se requeria de un gran
descenso de GAs para poder inducir 1a tuberizacién.

Helder et a/. (1993) reportaron que el fotoperibdo afecta la hidroxilacién, la
cual parece requerirse para que el AJ funcione como inductor, en particular el AJ-12-
OH {(que es el AT). Entre dos grupos de plantas tratadas (DC Y DL) no hubo
diferencias en el contenido de AJ pero si en el de los hidroxilados AJ-11-OH y AJ-12-
OH que se detectaron en altas concentraciones en las plantas de DC. También, al
parecer, las posicicnes de los carbonos que son requeridos para que funcione como
inductor de la tuberizacién, son diferentes a los del mecanismo para la inhibicion del
crecimiento y la senescencia (Koda et al., 1991).

La forma en la que el AJ podria actuar no es muy clara todavia, pero es
posible que los compuestos capaces de inducir la tuberizacién afecten la orientacién
de los microtubulos y consecuentemente induzcan la expansion radial de las celulas
que conduce a la tuberizacidon (Koda et al, 1991). Takahashi ef &l (1994)
encontraron que el AJ y su metiléster (Me-AJ) son capaces de inducir la expansion
celular en tubérculos de papa, a los cinco dias de cultivar discos de papa en medio
con AJ, el peso fresco aumentd al doble y el aumento, segin se reveld por
microscopia, se debid a la expansion y no a la division celular, ésta respuesta parece
ser especifica al AJ, ya que varias hormonas no ejercieron un efecto marcado en la
talla de las células. La expansién de las células parece deberse a un incremento en
la presién osmética y a un cambio en la arquitectura de la pared celular y del
citoesqueleto, ya que la aplicacién de AJ provoco un considerable aumento en el
nivel de sacarosa interna, y los inhibidores de la sintesis de celulosa y de la
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organizacién de los microtubulos inhibieron la expansion inducida por el AJ
(Takahashi et al., 1995).

Las respuestas inducidas por ei AJ podrian estar asociadas a un incremento
en los niveles de formas activas de citocininas, ya que ia proporcién de citocininas
activasfinactivas se incrementé de 1.2 a 2.1 al aplicar AJ a brotes de papa cultivados
in vitro (Dermastia et al., 1994).

En la tuberizacién existe un control de varios pasos consecutivos que
dependen del balance entre varias hormonas, mas que de un solo compuesto,
algunas actban como inhibidores y otras inducen o facilitan el desarrolio del
tubérculo; tales pasos dependen en gran medida de los factores ambientales
{Vreugdenhil y Struik, 1989 y Ewing, 1990).

Papel del Nitrdgeno, Fbsforo y Potasio en la tuberizacién

La tuberizacion y el crecimiento de los tubérculos no son pasos obligados en
la ontogenia de la papa, y dependen de varios factores ambientales, siendo la
temperatura y el fotoperiédo los mas importantes y estudiados, mientras que se ha
puesto poca atencion en el efecto de Ia nutricion mineral (Krauss, 1985).

La ferilizacién por NPK, antes y durante la tuberizacién es importante para
tener un mejor rendimiento y calidad de los tubérculos. En suelos donde no hay
deficiencia de elementos traza, la produccion de tubérculos depende del suministro
de NPK. Una proporcién considerable de éstos tres minerales proviene de las hojas y
llega a los tubérculos en crecimiento a través del floema, (Moorby y Milthorpe, 1975).
A pesar de que éstos tres minerales son los mas estudiados en 1a nutricién vegetal,
es e! papel del Nitrégeno el que mas se ha observado, en relacién con la
tuberizacion.

Nitrégeno

El Nitrégeno esta muy relacionado con el crecimiento vegetativo y con la
senescencia; es transportado como nitrato a las hojas, en donde forma compuestos
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N-reducidos que, cuando el crecimiento vegetativo cesa se trasiocan y utilizan para
el crecimiento del tubérculo (Millard et a/., 1989).

Un alto suministro de N en papa aumenta la formacién de ramificaciones al
igual que el area foliar, mientras que con un suministro bajo las hojas tardan mas en
aparecer, tienen menor area y se acelera la senescencia (Marshall y Vos, 1991; Vos
y Biemond, 1992). Las plantas que crecen con alto N maduran mas tarde
retrasandose la formacién del tubérculo (Beukema y van der Zaag, 1979; Hay y
Walker, 1889) tal vez porque se estimula el crecimiento del follaje (Moarby y
Milthope, 1975).

Una vez que los tubérculos se inician, su crecimiento es mantenido por mas
tiempo si el follaje es grande (Moorby y Milthorpe, 1975), aunque no se ve afectado
el contenido de materia seca (Roberts et a/, 1982). Milard o al. (1989) no
encontrarcn un aumento en el peso del tubérculo por fa adicién de N. A pesar de que
el follaje aumentd, el transporte de N de las hojas al tubérculo file mayor en una
planta N-deficiente que en una fertilizada.

Etf tubérculo demanda una gran cantidad de N, entre el 60-80 % del N total,
(Kleinkopf et al., 1981)° y cuando el suministro es bajo, se agota el que contienen las
hojas (Marschner, 1986) retardandose la produccién de nuevo follaje, lo que lleva a
la planta a la senescencia y ésta, a su vez, al cese del crecimiento del tubérculo
{Moorby y Milthorpe, 1975).

Utilizando un sistema hidropdnico se ha observado de manera precisa que la
ausencia de Nitrdgeno permite la tuberizacibn en condiciones ambientales
inductoras, pero en condiciones no inductoras la ausencia de N no induce la
tuberizacién. También se ha visto que una vez iniciada, la tuberizacidn puede ser
detenida por la adicion de N al medio, y renovada al volver a retirario, llevando
inciuso a la formacién de tubérculos en cadena (Krauss, 1985). Trabajando en
campo, Roberts et al. (1982} observaron un efecto similar, la produccién de
tubércutos disminuyé conforme se aument6 el N de 75-300 ppm y el suministro de
altas cantidades de N en aplicaciones espaciadas o después de la siembra

? Kieinkopf, et al. (1881) Agron. J. 73:799-802. Clt en Marschner, 1986.
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produjeron malformaciones y crecimiento secundario en los fubérculos, y al aplicarlo
al momento de la tuberizacién, ésta se deprimié.

Tal vez e! control de la tuberizacién por el suministro de N sea debido a
modificaciones en el balance de fitohormonas, tal como sucede con el fotoperiédo y
la temperatura (Krauss, 1985). Sattelmacher y Marschner {1978za) observaron que al
eliminar el N de la solucién nutritiva, habia una disminucién en la actividad de
citocininas en el vastago y un aumento en las raices, mientras que con e} suministro
continuo de N se inhibe la tuberizacion y hay un descensc en la actividad de
citocininas en la raiz, tal vez debido al aumento de su traslocacién a ofras partes de
la planta (Sattelmacher y Marschner, 1978b). El descenso de citocininas en el
véstago puede llevarlo a la senescencia (Sitton et al., 1967)*.

Por otro lado, la actividad de GAs disminuye en ausencia de N y aumenta
cuando se vuelve a suministrar (Krauss, 1985), mientras que el comportamiento del
AAB es inverso, ya que aumenta con la deficiencia de N (Marschner, 1986).

Krauss (1985) resume lo anterior diciendo que un suministro continio de N
resulta en una relacién AAB/GA baja, pero cuando se suspende el N, la relacion
aumenta y en condiciones inductoras de fotoperiddo v temperatura o con inhibidores
de la sintesis de GA, se lleva a cabo la tuberizaci6n. En el tubérculo en crecimiento la
relaciébn AAB/GA se mantiene alta, y un aumento en el N del medio camhia ésta
relacién, deteniéndose el crecimiento del tubérculo, lievandolo incluso a la formacién
de un nuevo estolén. Por otro lado, las citocininas parecen no tener ningln papel en
ta induccién de la tuberizacién pero si en la division celular y en 1a creacién de una
demanda de fotoasimilados para el desarrollo del tubérculo.

Ademas de su posible pape! inductor, el N también puede estar relacionado
con la tuberizacién porque afecta !a trastocacion de materia en la planta. Durante fa
senescencia, las proteasas almacenadas en las vacuolas se liberan, hidrolizando las
proteinas del citoplasma y cloroplastos, aumentando el transporte del nitrégeno
soluble, potasio, fésforo y carbohidratos (Marschner, 1986). Al comienzo de la
senescencia la sintesis de almidon se redujo en plantas deficientes en N, pero la

* Sitton. et al. (1967). Planta 73:296-300. Cit. en Sateimacher y Marschner, 1978,
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exportacién de '*C aumenté y 80% de éste se fue a los tubérculos, lo que puede
deberse a una reduccion en la demanda de fotoasimilados en las regiones
meristematicas porque no hay Nitr6geno disponible para la division y/o expansion
celular; sin embargo, al final el contenido de materia seca fue mayor en las plantas
fertilizadas con altas cantidades de N, tal vez pomue la proporcion absoluta
exportada yfo su duracién aumentaron (Oparka, ef af., 1987). Incluso, en hojas de
soya, una deficiencia en la nutricién de N, causa una movilizacion del azufre soluble
e insoluble mayor que una deficiencia en el propio S (Sunarpi y Anderson, 1997).

Los estudios revisados parecen indicar que la mayor influencia del N en la
tuberizacion se debe al efecto que tiene en el balance de hormonas en toda la planta,
ya que no se puede descartar que el efecto observado en la divisibn de
fotoasimilados se deba también a éste balance.

Santeliz y Ewing (1981) compararon la produccion de papa fertilizando con
diferentes cantidades de N; observaron gue con mayor cantidad de N aumenté el
area foliar, el peso fresco y seco de hojas, tallos y raices, asl como la produccion de
tubérculos; pero cuando algunos segmentos de las plantas tratadas se dejaron en
condiciones para que las yemas tuberizaran, las plantas que habian recibido mas N
tuvieron un menor porcentaje de tuberizacion. Este hecho tal vez esté mas
relacionado con lo que ocurre con la tuberizacion in vitro, ya que cuando se cultivan
brotes, son la yemas las que tuberizan sin la formacidn de estolones, en la mayoria
de los casos. '

Los trabajos de la influencia del N en la tuberizacion in vifro son muy escasos,
y en su mayoria estan enfocados a verlo como un factor secundario. El medio MS es
utitizado casi en todos los trabajos de microtuberizacion, y es considerado como un
medio alto en sales (Dixon, 1984} en especial en N, pues contiene un total de 62.5
mmoles N/L, lo cual es alic si consideramos que en trabajos ulilizando medios
hidroponicos una concentracién de 3-5 mM N era suficiente para detener la
tuberizacion. _

Stallknecht y Farnswort (1982a) observaron que la microtuberizacion inducida
por cumarina, se ve reducida por varios factores como la sacarosa al 10%, el pH de
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9.5, la temperatura de 15 y 30°C y la aita concentracién de N (62.5 versus 2.5mM).
Posteriormente Garner y Blake (1989) mencionan que el desacuerdo en las
conclusiones de varios trabajos se debe a que las respuestas obtenidas se deben en
gran parte a factores como la concentracién de sacarosa, el cultivar empleado y el
tipo de envase para el cultivo; estos autores proponen no utilizar reguladores del
crecimiento y determinar si las microplantas responden a los mismos estimulos
ambientales, particularmente al nitrégeno y el fotoperiédo. Utilizan concentraciones
de 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 2.0 y 4.0 veces el N que contiene el MS; observaron que el
nimero y peso de los microtubérculos disminuy6é con [a reduccion del N y
concluyeron que se puede obtener una formacién confiable de microtubérculos
usando el MS sin modificar (Tabla 5).

Von Meltzer (1992) coincide en que la masa del microtubérculo puede
disminuir al reducir ¢l N del medio y menciona ademas que la tuberizacion se retrasa,
aunque el porcentaje de plantas que tuberizan es mayor.

Tabla 5
Efecto del nitrdgeno en el cv. Pentland Javelin (media de 8 replicas)

Nitrogenc total  Numero promedio  p.f. promediode  p.f. promedio por

{x MS} de microtubérculos los microtubéreuto

microtubérculos (mg)
por matraz (mg)

0.1 7.69 302 40

0.25 7.50 433 60

0.5 8.75 682 75

1.0 10.25 1143 118

1.5 12.54 1057 a7

20 14.40 769 56

4.0 4.08 83 23

Extraido de Garner y Blake (1989).

Charles y Rossignol {1992) modificaron el MS reduciendo el N a 18mM (medio
G); este medio promovié un mayor crecimiento de tallo y hojas que el MS, lo cual
atribuyen a que la proporcién de NOa/NH, fue de 5/1, por lo que sugieren que el
amonio en altas concentraciones puede ser perjudicial

para la planta.

Posteriormente, aplicando estos medios a la microtuberizacién (Charles et al., 1993},
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vieron que el medio alto en N produjo mas tubérculos/planta y de mayor talla, aunque
requirié més del doble de tiempo que el medio G, en el cual a los tres dias se
empezaron a producir los tubérculos. El porcentaje de tuberizacién y €l peso fresco,
fueron menores en el medic G que en el MS, pero modificando las condiciones de
cultive (Tabla 6), pueden ser casi iguales.

Al parecer el contenido de Nitrégeno en el medio de cultivo si puede alterar la
respuesta de la microtuberizacién, aunque las diferentes condiciones de ios
experimentos, la composicién total de los medios y el estado, caracteristicas y

variedad del explante utilizado, pueden ser la causa de la variabilidad en los
resultados.

Fdsforo

El Fésforo contribuye al desamollo temprano de la planta de papa y a una
tuberizacién méas pronta, ademas de que se incrementa el nimero de tubérculos por
pianta (Beukema y van der Zaag, 1978) aunque la informacién a este respecto es
muy escasa.

Tabla 6

Tuberizacién en el medio MS y G. Ademas de observarse ef efecto del N. también se aprecian los
efectos de diferentes ciclos de fotoperitdas y temoperitdos aplicados a los cultivos

Tratamiento % de p.{. promedio Namero de
DL+DC+obsc. explantes por explante tubérculos
(dias) tuberizadcs tuberizado por explante
tuberizado
Medio MS
14+7+130 o 258 14
14+7°+130 100 350 1.1
35+ 7+ 100 100 775 23
35+145+0 100 1426 22
Medio G
B+14+ 2 78 1223 1.0
35+ 14'+ 21 96 1282 1.1

(*) Dias con termoperiédo (20 °C dla/14 °C noche). Datos de Charles ef al. (1993).
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Ei P, ademas de formar parte de algunas biomoléculas como fosfolipidos y
acidos nucléicos, tiene funciones en el control de la sintesis de carbohidratos
(Marschner, 1986). Herold et al. (1976)° observaron que las hojas de varias especies
de plantas mantenidas en medio deficiente en P acumularon grandes cantidades de
almidén, a diferencia de cuando crecian en medio con concentraciones normales de
P. De manera similar, Held et al. (1977)° determinaron que la fijacién de carbono y su
incorporacién en almidén disminuyé cuando la concentracién de P se aumenté en la
solucion nutritiva de 0.15 a 3.5 mM.

Se ha observado un mecanismo regulador en el cloropiasto, en el cual la
salida de triosas fosfato (TF) hacia el citoplasma es controlado por el traslocador de
fosfato. Las altas concentraciones de Pi disminuyen las TF del cloroplasto y se inhibe
0 disminuye la sintesis de atmidén, también se reduce la fijacién de carbono debido a
que el aceptor de COg, la ribolusa bifosfato, no se regenera (Fligge et al., 1980). Las
TF en el citoplasma pueden servir como sustrato para la sintesis de sacarosa y para
la traslocacidn de ésta hacia los érganos de almacenaje o en crecimiento. La
actividad de la sacarosa fosfato sintasa (SFS) depende del Pi para regular su
actividad diumma (Jones y Ort, 1997) ya que se requiere su desfosforilacién para
activarla en la luz y la fosforilacién para desactivarla en la obscuridad. En los
tubérculos de papa la actividad de la SFS es estimulada por Glucosa-6-fosfato e
inhibida por Pi asi como por el estado fosforilado de la enzima de manera similar a la
SFS de hojas (Reimholt ef al., 1994).

La ADP-Glucosa pirofosforilasa es la enzima clave en la regulacién de la
sintesis de almidén en tubéreulos de papa. El activador mas fuerte de ésta enzima
fue el Gliceraldehido-3-fosfato (una TF), y el inhibidor mas potente el Pi (Soworkinos,
1981) al igual que ocurre en hojas (Preiss, 1982), al parecer pequefios cambios en la
concentracién del Pi intracelular pueden ser de gran importancia fisiolégica en 1a
regulacion de !a sintesis de almidén durante la tuberizacién y la maduracidn del
tubérculo (Soworkinos, 1981).

* Herold, et al (1975). New Phytol. 76:397-407. Cit. en Preiss, 1982.
* Held. et al. (1977}, Plant physiol, 56:1146-1155, C#t. en Marschner, 19886,
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No es una casualidad que el mecanismo en tubérculos y en hojas para la
sintesis de almidén sea similar. En muchos tejidos de almacén el aimidén se
acumula en los amiloplastos, que son considerados organelos similares a los
cloroplastos, ambos se desarrollan a partir de proplastidios, y es posible que el
mecanismo de transferencia de metabolitos sea el mismo, y que la sacarosa que
entra a las células de reserva sea metabolizada a Gliceraldehido-3-fosfato y luego
éste entre al amiloplasto; la sintesis de ADP-Glucosa y de almidon podria entonces
depender de la sacarosa que entre a la célula (Preiss, 1982) y tal vez de la
disponibilidad de Pi para fosforilar los metabolitos que se requieren. Jener (1 976) ya
habia notado las similitudes entre amiloplastos y cloroplastos y sugirid que la
Dihidroxiacetona-P y el Gliceraldehido-3-P pueden transportarse dentro de los
amiloplastos en intercambio por Pi via el traslocador de fosfato. En la mayoria de los
casos se cree que la principal fuente de carbono para la sintesis de almidén es la
sacarosa, que es hidrolizada por la invertasa o que directamente produce ADP-
Glucosa o UDP-Glucosa por la sacarosa sintasa (Preiss, 1982).

Cuando se inicia la tuberizacién la actividad de la sacarosa sintasa se
incrementa rapidamente en la punta del estol6n, al igual que la fructocinasa, mientras
que la de la invertasa &cida disminuye (Ross ef al., 1994), algo similar ocurre en la
cafia de azcar, en la que la actividad de la invertasa 4cida resulté alta en las partes
jévenes que demandan hexosas para energia, y fue baja en las partes maduras, en
las que se almacena sacarosa (Zhu, ef al., 1997).

Tal vez durante las pimeras fases de la tuberizacion, en el estolén se acumule
sacarosa, para después ser metabolizada hasta TF que seran transportadas al
amiloplasto y ahi convertidas en almidén. La sintesis de almidén, el mayor
carbohidrato de reserva en el tubérculo, forma una demanda de hexosas, pero como
la capacidad para fosforiladas no cambia sustancialmente éste podria ser un
mecanismo de regulacién (Ross, ef al., 1994).

! Jener, (1976). En: Transport end Transfor Processes in Plarts. Passioura, J.8. (aditor). Academic. C. en Praiss,
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Como se ve, el papel del P en la tuberizacién no es claro, aungue es un hecho
que interviene de manera importante en la transformacién de azucares, lo que podria
influir en el desarrollo y calidad del tubérculo. Por otro lado, se ha visto que la
actividad de la SFS se ve afectada por la forma en que se suministra el N (NO3 o N;
atmosférico) pero no por la concentracién de N en la hoja (Kerr ef af., 1984).

Este ha sido el papel mas estudiado del P en las plantas, aunque en
microorganismos, a produccion de etileno se ve fuertemente inhibida por la adicién
de Pi al medio, se piensa que tal vez tenga que ver con las reacciénes de
fosforilacidn/desfosforilacién de las enzimas en la via de sintesis del etileno (Matoo et
al., 1979), si lo mismo ocurre en plantas, la adicién de Pi podria causar una inhibicién
de la sintesis de etileno, el cual inhibe ia tuberizacién. Recientemente se observé que
el estado fosforilado de la ACC oxidasa, que finalmente convierte el ACC en etileno
es esencial para su activacién (Kuak y Lee, 1997).

En cultivo de tejidos, o por lo menos en cultivos de células en suspensitn, las
células parecen no tener un mecanismo que controle la entrada de Pi, lo cual las
lleva a sufrir cierta toxicidad (Sakano et al, 1995b) e incluso el Pi ha sido
considerado como un factor limitante en el crecimiento celutar (Sakano ef al., 1995a).

Potasio

El Potasio no parece tener un efecto en la produccién de tubérculos de papa,
sino en Iz calidad de los mismos, contenido de materia seca, presencia de puntos
negros, dafio y decoloracitn en la coccidn {(Beukema y van der Zaag, 1979), pero se
ha visto que puede influir en el metabolismo de carbohidratos, asi como en su
transporte.

En hojas de soya el descenso en la concentracién de K en el medio aumenta
la actividad de la invertasa acida y disminuye la actividad de la SFS, lo cual lleva a ia
acumulacién de azucares solubles gue podrian estar involucradas en mantener el
potencial osmético de la hoja. También se reduce el material traslocado, lo que
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puede estar asociado con ¢l descenso en la actividad de la SFS (Huber, 1984). Algo
similar se ha observado en tubérculos de papa (Marschner, 1986) ya que cuando se
incrementa el K el contenido de agua y de acido citrico se incrementan también,
debido a la osmorregulacién y al balance catién/anién respectivamente, mientras qgue
los azucares reductores disminuyen, también debido a la osmorregulacién.

Una alta osmolaridad puede ser necesaria para la sintesis de almidén, Oparka
y Wright (1988) utilizando discos de tubérculos sumergidos en una solucion 300 mM
de Manito!, que proporciona una molaridad similar a la del tejido, observaron que la
sintesis de almidon aumentaba, mientras que por arriba o por debajo de ésta
concentracion, la sintesis declinaba, aunque Ehret y Ho (1986)° sugieren que las
altas concentraciones de K en la solucién nutritiva pueden estimular la sintesis de
almidén, Oparka y Wright (op ¢it.) concluyen que al estar en sus experimentos
ausente el K, el efecto solo se puede atribuir al estado osmético.

No se podria descartar que al tratarse de experimentos distintos, el
mecanismo para estimular {a sintesis haya sido diferente, ya que unos frabajan con
discos de tubérculos y otros con los frutos de la planta completa. Ademés las plantas
en general permiten una mayor entrada de K a las células cuando las
concentraciones del medio circundante son bajas, ya que los canales de K se activan
de 0-10 mmoles K-L, mientras que de 10-100 mmoles K-L™' no sufren alteraciones
{Maathuis et al., 1997).

El potasio puede ser importante tanto para la traslocacién de sacarosa como
la de aminoicidos hacia el tubérculo en desarrollo, parece ser que las
concentraciones bajas de K en el apoplasto facilitan la carga de sacarosa y
aminoacidos al floema (Fig. 2), mientras que las concentraciones altas la inhibirian
debido a que se despolariza la membrana y se reduce el gradiente de H* (Marschner,
1986). Existe evidencia de que un gradiente de H' y/o K* conducen el transporte de
sacarosa en plantas superiores, y que funciona de manera opuesta en las células
fuente y en las demandantes. En células de reserva de cafia de azdcar, el K*
estimula la acumulacién de sacarosa, que al parecer entra acoplada al K* en un

* Ehret y Ho, (1986). J. Hort. Scl. 61:381-367. Cit en Oparka y Wright, 1888.
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transporte antiport con el H*. Este mecanismo tiene caracteristicas en comin con el
que opera en la carga det loema (Saftner y Wyse, 1980).

Al parecer la deficiencia en K causa un aumento en la sintesis de AAB y un
descenso en el peso de los granos de trigo (Haeder y Beringer, 1981)°, El AAB inhibe
la carga de sacarosa al floema, aunque los resuitados con varios granos son
contradictorios ya que el AAB puede ser inhibidor o promotor

Apoplasma Meﬂ“lfl!.la Tubo cribeso
e -
K+ K+
-~ He He &
{ :
T Ha H+ d
acamreador
de sacarosa
Sacaross Secarosa
pH5.565 pH 7.5-85
K+ bajo 45-10mM? K+ 50-100mM
sacsrosa baja sacarosa 100-200mM

Fig. 2 Esquemna de! modelo de transporte de sacarosa al floema en el que 1a participacion del K* es
importante. (Basado en Marschner, 1988).

dependiendo del estado de desarrollo de los granos, ademas de que las auxinas,
citocininas y giberelinas también ejercen efectos en la reparticion de asimilados
{Vreugdenhil, 1983).

En comparacion con otros cultivos la papa requiere cantidades relativamente
altas de K. En un estudio en el que se combinaron diferentes proporciones de K y N,
Westermann, et al. (1994a) observaron que la mejor produccion de papa se obtuvo
con ¢l doble de K respecto al N (448 Kg K/ha * 224 Kg N/a). Un anélisis de los
tubérculos mostrd que el aumento en ias cantidades de N y K disminuye el contenido

* Haader y Beringer, {1881), J, Sci, Food Agric. 32 Cit. en Marschner, 1868,
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de almidén, 1o que atribuyen a que la acumulacién de compuestos nitrogenados
solubles (Westermann, et al., 1994b).

Otros minerales podrian estar involucrados en el proceso de tuberizacién,
aunque han sido poco estudiados, en particular el Ca™ y el Mg"™" pueden recuperar el
proceso de tuberizacion cuando ha sido inhibido. Al parecer el Ca™ intracelular tiene
un papel de mediador entre un estimulo hormonal y la calmodulina {Balamani, et al.,
1986); también es posible que el Ca™ participe como segundo mensajero en la
transduccién de la sefial inducida por e! etileno, asi como en la regulacién de la
sintesis del propio etileno (Kwak y Lee, 1997).
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MATERIAL Y METODOS

Material Blolégico

Establecimiento del cultivo in vifro
Se ytizaron plantas de papa del cultivar Tollocan, obtenidas a partir de

tubérculos donados por el Programa Nacional de la Papa del INIFAP.

A continuacién se describen los pasos para el establecimiento del cultivo:

a) los tubérculos se dejaron a la luz del sol y a temperatura ambiente
aproximadamente durante un mes, con el objeto de provocar el crecimiento de las
yemas;

b) una vez brotadas las yemas se cortaron de los tubérculos y se lavaron con
detergente durante 10 min;

c) después de enjuagarse con agua desfilada, se lavaron con etanol 80% durante 1
min;

d) se enjuagaron con agua destilada estéril y se dejaron durante 20 min en una
solucion de hipoclorito de sodio 15%;

e) se lavaron varias veces con agua destilada estéril y se dejaron sobre papel filtro
estéril para quitar el exceso de agua.

A cada yema se le quitd la mayor parte de las hojas que cubrian al meristemo y
finalmente se sembré cada una en tubos de ensayo de 22 x 150 mm con 10 ml de
medio de cultivo compuesto por las sales del MS enriquecido con tiamina-HCI 0.5
mg/L, mio-Inositol 100 mg/L y sacarosa 4%; ademas se afiadieron los siguientes
regufadores del crecimiento para que se desarrollaran brotes: 2iP 5 mg/L, AlA 0.3
mg/L y cinetina 1.5 mg/L; el pH se ajusto a 5.8 con NaOH y se afiadi6 agar 0.8%
para gelificar,

Una vez sembrados, tos tubos se colocaron en un cuarto de incubacién con las
siguientes condiciones: luz fluorescente blanca con una densidad de flujo foténico
(DFF) de aproximadamente 50 pmol m? s 16 h luz/8 h oscurdad; y una
temperatura que fluctud entre 25-27 °C (en oscuridad y luz respectivamente}.
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Propagacién

Los brotes obtenidos en e! medio anterior se propagaron cada cuatro
semanas, seccionindolos en fragmentos de dos a tres entrenudos, desechando la
raiz y el meristemo apical y subcultivindolos en tubos de ensayc de 22 x 150 mm
con 10 mL de un medio que diferfa del anterior en los componentes organicos:
tiamina HCI 0.3 4M, mio-Inositol 0.49 mM, piridoxina HC1 2.4 uM, glicina 30 pM, acido
nicotinico 4.66 pM, sacarosa 3% y agar 0.7%, pH 58 y no que no contenia
reguladores del crecimiento.

Las condiciones de crecimiento en un inicio fueron las mismas gue en el caso
anterior, posteriormente, tanto estas condiciones como el medio se modificaron ya
que se observé que el crecimiento era lento. La DFF se aumenté a 100 pmol m2 s,
reduciendo la distancia entre los tubos de luz y los cullivos, esto también alters la
temperatura que fue de 25-30 °C.

El medio se modificd afiadiendo el doble de EDTANa; (Tabla 7), es decir que
aumentd de 0.1 a 0.2 mM; ésto se hizo debido a que el hiemo queda
insuficientemente quelado con una relacién equimolar de EDTA/Fe, y el hierro que
queda libre como Fe™ se oxida rapidamenta a Fe***, formando un compuesto
insoluble con el fosforo (fosfato férrico) al ajustar el pH a 5.8 0 mas; posteriormente
dicha precipitacién se acentua al esterilizar, Este inconveniente se reduce en gran
parte af aumentar la relacion EDTA/Fe al 2:1 (Vyskot y Bezdek, 1984) o al reducir el
FeS50Q, (Dalton ef al., 1983). En éste trabajo se optd por lo primero.

En un trabajo de microtuberizacién se reportaron modificaciones similares,
Garner y Blake (1889) utilizaron una mezcla de sales del MS preparada por los
laboratorios Flow, a la que le adicionaron 37.6 mg/L de Na-Fe-EDTA, porque
observaron que habla un aumento en e! desarrollo y color de las hojas, aunque no
mencionan las posibles causas.

También se hicieron las siguientes modificaciones de acuerdo con Haberach
et al. (1985), quienes observaron un mayor desarrolio de los brotes de papa: el CaCl,
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Composicion de los medios utilizades para el desamollo del presente trabajo. Se pueden apreciar lag
diferencias entre los testigos, los controles vy los medios experimentales.

Ingredientes MS MS-H  Medios Cont+ Cont- Tesligo Testigo2 Testigo3
Experimen- 1
tales
Macronutriment-
oS
NHWNOs 206x 10 * 0-50x10° 208x * . . 3.0x 107
10
KNO; 1.88x 102 * - 188x * - . )
102
KCl - - 0-15x10% - - - - 2.0x10?
CaCl, 3.00x 10° 600x  300x w0 . . . <
10
MgSO,THLO  1.50x 107 * . . . . . .
KH;PO, 1.25x10° 25x10° - 125x * . . -
10
HyPO, - - 0-50x 10° - ~ _ _ 125%
1
Micronutrimentos
K 500x10° * . . . . . .
HaBOs 1.00x10% * . * . . . .
MnSO,4HO  9.99x10° * . . . . . .
ZnS0,TH0 299x 10° * . . . . . .
NaMoO,2H,0  1.00x 10° + . . . . . .
CuSQ,-5H0 1.00x 107 * . . . . - .
CoCly86H0 1.00x 107 * - . . . N .
Fuente de Hierro
FeS047H0 1.00x 10* * . - * * . .
Na,EDTA2H0 1.00x 107 200x  ° . * . . .
10
CitratodeNa - - 125x 10?7 - - - 125x -
10?
ingredientes organicos
Myodncsitdl  4.80x 107 * . . . . . .
Acido nicotinico 4.68x 10° 8.10x  * . . . . .
10°
Piridoxina-HO!  240x 10° 500x * * * . . .
107
Tiamina-HCI 300x107 270x * * . . . .
10®
Glicina 3.00x10° 530x * * * . . .
10%
Cinetinamg/L. - - - 3.50 - - - -
Sacarosa g/ 30 . 80 20 BD . .
Agar g/l 7 * . » . . .

(*) La concentracion de este ingrediente es igual a la de 1a columna anterior.

{-) Este ingrediente no se utiliza en este medio
Las concentraciones son molares a menos que se indique otra.



pindoxina HCI 0.5 pM, acido nicotinico 0.81 uyM y glicina 5.3 pM, (Tabla 7), a éste
medio se le lamé MS-H.

Aplicacién de los tratamientos

Medios inductores

Se realizé un experimento factorial en un disefto completamente al azar, se
probaron tres factores con fres niveles cada uno (Tabla B). Los 27 tratamientos
resultantes son referidos como medios experimentales a lo largo del trabajo. Se-
realizaron dos experimentes independientes con 12 repeticiones en el primero y 10
en el segundo.

Tabla 8,

Las concentraciones de los elementos manejados fueron escogidas aproximadamente de acuerdo a

las que presentan diversos medios de cultivo, ya que las concentraciones que se utilizan en campo

no se pueden transformar de manera exacta a las que se manejan in vitro. La combinacion de los tres
niveles de cada factor dieron como resultado 27 tratamientos.

N mM

0 2.5 50 K

mM

000 { 0250 050 | 2500 | 25250 { 2550 | 500 | 5250 550 O
1 [} 11} v v N4 Vil VIl X

0-0-15 | 0-2.5-15| 0-5-15 | 2.50-15 | 2.5-25-15 | 2.5-5-15 | 50-15| 52515 | 55 |15.0
X X Xl Xl X xv xvi XVl 15
XV

0-0-30 | 0-2.5-30| 0-5-30 | 250-30 | 2.5-2.5-30 | 2.5-5-30 | 50-30| 5-2.5-30 | 55 |30.0
XIX xX XX XXl XX XAV XX XXVl 30
XXV
0.0 25 5.0 0.0 2.5 5.0 0.0 2.5 5.0

P mM P mM P mM

Los nimeros romanos indican € numere con el que se designd cada tratamiento.

Debido a los objetivos perseguidos los medios experimentales presentaron las
siguientes modificaciones con respecto al MS:

a) Las fuentes originales de NPK se sustituyeron por otras, con el fin de
cambiar sélo la concentracién del elemento en cuestibn, en lugar de KNO3 y KH,PO.,



41

se utilizé KCl y HaPO4 como fuente de Potasio y de Fésforo respectivamente; como
fuente de Nitrdgeno se utilizéd NH3NO, unicamente (Tabla 7).

b) Al aumentar la cantidad de fosforo se presentaba un precipitado bastante
evidente, aun con la relacion EDTA/Fe mencionada anteriormente, por lo que se
siguieron las recomendaciones de Vysko! y Bezdek (1984) afiadiendo citrato de
sodio 1.25 mM para evitar tal efecto, sin embargo ésa concentracién de citrato no fue
suficiente, por lo que se aumentd a 12.5 mM de citrato de sodio, eliminandose con
esto por completo la precipitacién. Lo anterior se consideré necesario ya que un
analisis de la composicién del medio precipitado revela una pérdida del 50.39% de
Fe, seguido por: Zn 20.2%, PO4 13.13%, SO4 18%, K 11%, Ca 8.3%, Mn 54 % y
otros elementos en cantidades menores (Dsiton, ef al, 1983). Experimentos
preliminares no mostraron ningln efectc negativo del citrato de. sodio en el
-crecimiento de brotes de papa.

Controles
Ademds de los medios experimentales se probaron dos medios como control y
tres como testigos (Tabla 7):
a} Control positivo (CONT+). este medio contuvo Kin y se utilizé para
comparar los resultados de las modificaciones en NPK con un fuerte
inductor de la tuberizacidn, o
b) Control negaftivo {CONT-): se utilizé para comparar la microtuberizacién en
dos concentraciones de sacarosa: 2 y 8%. -
c) Testigos 1 y 2. se realizaron para ver si el citrato de sodi'o tenia alguin
efecto sobre la microtuberizacién. . '
d) Testigo 3: se realiz6 también para observar si habia algln efecto debido a
las modificaciones en fas fuentes de NPK.
Estos medios estuvieron compuestos por las sales del MS sin modificar, para
que los resultados fueran comparables con fa bibliografia.
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Induccion de fa tuberizacién

Una vez que los brotes se desarrollaron hasta alcanzar 6 o mas nudos se
trasplantaron a los medios inductores, en éstos permanecieron durante ocho
semanas bajo condiciones de obscuridad total y una temperatura minima promedio
de 20 £ 2.6 °C y una maxima de 22.7 + 2.1 °C. E! trasplante se hizo eliminando la
raiz y la regién del apice, sembrando fragmentos de entre 3-5 nudos en tubos de
ensayo de 22 x 150 mm con 10 mk. de medio cada uno.

Evaluaciones

Para evaluar la tuberizacién in vitro obtenida con cada medio se consideraron
los siguientes pardmetros:
Porcentaje de tuberizacién

Se consideré como el nimero de brotes que tuberizaron en relacién al ndmero
de unidades experimentales para cada medio:

No. de brotes gue tuberizaron

"% de tuberizacion =
No. de U. experimentales

Namero de tubérculos por brote
Esta fue la relacidn del nimero total de microtubéreulos producidos y ef
nimerc de unidades experimentales, pues en cada unidad se sembré un sola brote:

No. total de microtubérculos
Microtubérculos/brote =

No. de U. experimentales

Talla de los microtubérculos

Para la talla se tomaron tres parametros:
a) Didmetro: estas medida se tomé al momento de cosechar los

micratubérculos, se utilizé un vernier y se tomd en cuenta el punto de unién
a la plantula para saber cuél era el eje longitudinal y cual el transversal

b) Peso fresco: el cual se tomd inmediatamente después de haberlos
cosechado.
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c) Peso seco; después de haber sido pesados y medidos se secarona 80 5
°C durante 48 hrs y se registro nuevamente el peso.

Tuberizacién en medio liquido

Se realizé un experimento adicional utilizando el método de Estrada et al.
{1986), que esta reportado como muy productivo. Se escogieron cuatro de los
mgai/os experimentaies que dieron porcentajes de tuberizacion altos y se compararon
con el CONT+,

Los cultivos crecieron en matraces de 250 ml en agitacion orbital constante de
100 r.p.m. bajo las mismas condicicnes de crecimiento que los cultivos en tubo;
permanecieron asi por cuatro semanas. Posteriormente el medio que contenian los
matraces se sustituyé por el medio de induccién correspondiente, y los cultivos se
trastadaron a obscuridad en las mismas condiciones de tuberizacion ya mencionadas
donde permanecieron tres semanas.

Al final del periodo de tuberizacién se cosecharon los microtubérculos y se
midié. peso fresco, didmetro, nimero de tubérculos por matraz, peso fresco y
numero de brotes.

Analisis de datos
Se realizé un analisis de varianza trifactorial (ANDEVA), para cada variable de

respuesta y las medias se separaron por la prueba de LSD, esto se hizo mediante el
paquete estadistico STATISTICA.



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Porcentaje de tuberizacién

En todos los medios se registré la formacién de tubérculos, excepto en el
CONT-, que contenia sacarosa al 2%. Estos resultados confiman lo observado por
varios autores en cuanto a que es necesario que la sacarosa se encuentre en
concentraciones elevadas para que haya tuberizacién in vitro (Khun y Mooby, 1995).

En los medios experimentales el porcentaje de tuberizacién varié con las
diferentes proporciones de NPK. Los medios con el porcentaje mas alto
corresponden a los que no contuvieron fésforo ni potasio (Fig. 3A).

En la figura 3B se graficaron éstos mismos datos dando prioridad al nitrégeno,
de ésta manera, se aprecia que el porcentaje tiende a disminuir conforme aumentan
P y K, y no parece que esto se acentie con el aumento de N, de hecho, 5 mmoles-L™
de N parecen revertir parcialmente el efecto inhibidor de! P y el K. El andlisis de
varianza (Anexo ) muestra que en efecto hay diferencias significativas para éstos
dos elementos (p<0.0002 para K y p<0.0017 para P).

Al analizar el efecto de cada elemento por separado (Fig. 4) se ve que el
porcentaje de tuberizacidn disminuye conforme aumenta la concentracion,
principalmente de K y P; el comportamiento del N fue irregular, tal vez por esto no se
encontraron diferencias estadisticas. Al parecer, existe una interaccion entre potasio
y fasforo, aunque no hay diferencias significativas (p=0.24087), se observa una
tendencia de disminucién de la tuberizacién conforme aumenta la concentracion de
ambos elementos; sin potasio el porcentaje se mantiene casi igual aungue aumente
el P (Fig. 5). Los resultados son contrarios a lo que se esperaba, ya que se ha
reportado que en cultivos hidropénicos una concentracion de 3-5 mmoles de NL'es
suficiente para inhibir la tuberizacién, ain cuando ésta ya se haya iniciado
(Sattelmacher y Marschner, 1978a, Krauss, 1985).

Trabajando con cultivos in vitro, von Meltzer (1992) reporté que habla un
aumento de la tuberizacién con la reduccién del N del medio, mientras que
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Fig. 3. Porcentaje de tuberizacién en 31 medios probados, el CONT- no se muestra porque no hubo
tuberizacion. En la figura A los medios estan graficados dando prioridad al K, seguide del N y luego
del P; se aprecia que los medics con un mayor porcentaje son los que no contienen K; mientras que
cuando el K esta presente, son los que no contienen P los del porcentaje mas alto; también en éstos
disminuye €] porcentaje conforme aumenta la concentracién de P. Los tratamientos estdn numerados
del 1-31 en forma consecutiva, mientras que en B, la numeracibn no es consecutiva porque los
tratamientos ahora se han distribuido dando prioridad al N seguido def P y del K; de ésta manera se
puede apreciar que el N no tiene un efecto negativo en la tuberizacion. Los {ltimos cuatro medios
fueron los controles, Los porcentajes son la media de dos experimentos independientes,
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Flg. 4 Efecto principal de N, P y K en el porcentaje de tuberizacién. Los datos mostrados son los
valores transformados del porcentaje, debido a que éstos fueron los que se analizaron
estadisticamente. Media + Er.Std.
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Fig. 5 Efecto principal de la interaccion P x K. No se encontraron diferencias significativas pero se
observa {a tendencia a la disminucion de la tuberizacién cuando aumentan las concentraciones de
estos dos elementos. Media + Emr.Std.

Garner y Blake (1989) y Charles ef al. {1993) observaron que la reduccion del N no
aumento el porcentaje de tubenzacion, por el contrario fue menor. En los trabajos
citados el N se redujoc a 6.3 y 18.6 mmoles-L”, respectivamente; en el presente
trabajo las concentraciones de N fueron menores, incluso nueve de los medios no
contenian N, a pesar de esto no parece haber algin efecto del N en la
microtuberizacidn.

Los resultados muestran un mayor efecto causado por el P y el K
Actualmenie no existen informes de tuberizacidn in vitro que hayan evaluado el
efecto de &stos elementos. En Corea, se realizaron trabajos para tratar de aumentar
la microtuberizacion de tres variedades locales, para lo que se probaron los efectos
de varios factores, incluyendo la adicion de KMnQy, con lo cual, se incrementt el
numero de tubérculos (Choi et al., 1994), pero seguramente éste efecto no se debid
al aumento de K, sino a la disminucién de etileno, ya que el KMnO4 es un absorbente
de efileno, hormona que puede inhibir la tuberizacién in vilro (Mingo-Castel et al,
1976).

El efecto del N sobre la tuberizacion, en planta completa, se ha relacionado
con cambios en el patrén de fitchormonas (Sattelmacher y Marschner, 1978a y b;
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Krauss, 1985; Vreugdenhil y Struik, 1989). Tal vez el P y &l K, tengan algun efecto en
el estado hormonal de la planta, a sintesis de etileno por ejemplo, se encuentra
regulada por la fosforilacién de la ACC oxidasa (Kwak y Lee 1997)

En los medios en los que los brotes tuvieron un bajo porcentaje de
tuberizacidn, se observé un mayor desarrollo de raices y de nuevos brotes, meentras
que cuando el porcentaje de tuberizacion fue alto, el desarrollo vegetativo fue menor,
o incluso, nulo (Fig. 8). Esto podria ser una evidencia de actividad hormonal distinta
que tal vez determine una competencia entre brotes y microtubérculos, como
respuesta a los diferentes medios.

Se ha observado que el desarrollo vegetativo de ias plantas que tuberizan es
menor al de las plantas que no lo hacen (Ewing y Wareing, 1978); éstas diferencias
en el desarrollo podrian deberse a un cambio en el patrén de fitohormonas,
principalmente un descenso de GAs (Railton y Wareing, 1973) o una mayor actividad
de citocininas (Pelacho y Mingo-Castel, 1991a). También se ha visto que in vitro, las
sustancias retardadoras del crecimiento, que son antagonistas de GAs, inducen la
tuberizacién (Harvey ot al., 1991, Levy et al., 1993, Simko, 1994).

Al respecto no se pueden sacar conclusiones, pues serfa necesario medir la
actividad y/o concentracién hormonat de los brotes en cada medio.

Otra posibilidad es que las concentraciones de P, hayan resultado toxicas. Se
ha observado en cultivos de células en suspension, que el P en concentraciones
mayores a las del MS son téxicas e inhiben el crecimiento y la acumutaciéon de
almidén, porque al parecer provoca un disturbic en el metabolismo de los acidos
organicos (Sakano ef al., 1995a y b).

En cuanto a los medios utilizados como testigo y control, los porcentajes de
tuberizacién observados fueron similares a los de otros reportes (Fig. 8). Forsline y
Langille {(1976) obtuvieron 68.9% aplicando citocininas; Hussey y Stacey (1984) 93%
usando BAP y CCC; Banfalvi ef al. (1997) 100 y 50% con y sin BAP respectivamente.
En el presente trabajo se observé un 100% de tuberizacién en el MS+Kin, y de 40-
70% en el MS sin Kin; éstos Gltimos fueron menores que los obtenidos por Charles ef
al. (1993) para el medio MS sin reguladores del crecimiento; las diferencias podrian
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Fig. 6 El desarrollo de las
plantas que tuberizaron fue
menor comparado con las
plantas que no lo hicieron,
tanto en ndmero y longitud
de ralces como de nuevos
brotes. La actividad
hormonal podria estar
involucrada en que se
destinen los recursos al
tubérculo en desarrollo y no
al crecimiento del brote.

Fig. 7 Brotes en los que se
desarrolld mas de un
tubéreulo. La talla de cada
uno, fue menor que cuando
se desarrollaba uno solo,
pero esto revela que el
namero de tubéreulos puede
ser mayor de lo que hasta
ahora se ha reportado.
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deberse a que ellos aplicaron tratamientos para inducir la tuberizacion antes
de la estancia de las plantas en obscuridad (ver tabla 6).

10 =
: T
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MS siciirata MS c/citrate MS-NPK M3 eKIN
Medios

Fig. 8 Porcentaje de tuberizaci6n de los medios control. Estos medios se utilizaron para ver si existia
algun efecto del citrato de sodio, o las fuentes de NPK utilizadas en los medics experimentales. La Kin
se utilizé como control positivo ya que es un fuerte inductor de la tuberizacién. Datos transformados;
Mexiia + Desv. Est.

Segun Levy et al. (1993) un nudo sencillo cortado de una planta no inducida no
puede generar las suficientes hormonas como para inducir la tuberizacion, adin en
obscuridad continua. Las plantas utilizadas en el presente frabajo no estaban
inducidas, ya que crecieron con fotoperiddo de 16h y alta temperatura, antes de
aplicar los tratamientos, y alin asl, en varios medios experimentales se alcanz6 el
100%, esto podria indicar que la sola modificacién de NPK, en especial la ausencia
de P y K, induce lo suficiente a las plantas como para desencadenar la tuberizacion,
tanto como la Kin y tal vez méas que otros reguladores del crecimiento.

Las fuentes de P y K utilizadas en los medios experimentales (ver tabla 7) tal
vez tuvieron un efecto negativo sobre la tuberizacién, ya que de los testigos, el medio
que tuvo el porcentaje de tuberizacién mas bajo fue el que se prepard con las
mismas fuentes de NPK que los medios experimentales (Fig. 8). También se muestra
que el medio con citrato de sodio tuvo un porcentaje un poco mas alto que el que no
contenia citrato. Pelacho et al. (1994) observaron que la adicion de algunos acidos



51

organicos aumenta la tuberizacién in vitro, incluso mas que la Kin y otros
reguladores.

En los medios del presente trabajo. parte del citrato de sodio se encontraba
como acido citrico, debido al pH del medio, pero éste no tuvo un efecto tan marcado
dado que no hay diferencias estadisticas con el medio sin citrato. Se puede
considerar entonces que ¢l efecto observado en los medios experimentales, se debe
unicamente a las modificaciones en el contenido de NPK, ya que o resto de las
condiciones, fueron iguales para todos los cultivos.

Nimero de tubérculos por brote

El nimero de tubérculos fue muy variable, las medias fluctuaron entre 0.3 y
1.4 tubérculos-brote”. Se observaron algunos casos en los que habla varios
tubérculos en un mismo brote, aunque muy pequefios (Figura 8). La tendencia para
cada medio fue similar a la observada en el porcentaje de tuberizacién; con el
ANDEVA (Anexo |) se encontraron diferencias significativas para el P, el K y la
interaccion P x K {p<0.0024, K; p<0.0026, P y p<0.0432, K x P).

E) nomero de tubérculos producidos por brote disminuyé casi un 50% en los
medics de mayor concentracidn con respecto a la menor de P y K y se mantuvo casi
jgual en las tres concentraciones de N (Fig. 9). Al analizar la interaccién P x K,
parece que tal disminucién es mas acentuada con el aumento de P (Fig. 10).

Stallknecht y Famsworth (1982a) observaron que la microtuberizacion
inducida por cumarina era inhibida por la alta concentracién de N (2.5 vs 62.5 mM N),
pero Garner y Blake (1989) en medio sin reguladores del crecimiento vieron que altas
concentraciones de N aumentaron el nimero de tubérculos in vitro. Charles et al.
(1993) obtuvieron promedios de 1.1y 2.2 microtubércuios-brote”’ en la comparacién
de dos medios: el G y el MS (18.6 y 62.5 mmol N-L" respectivamente), por fo que
concluyeron que e! nitrégenc aumenté el nimero de microtubérculos.

Nosotros no encontramos que el numero de tubérculos aumentara
notablemente con el nitrdgeno, tal vez las concentraciones usadas fueron muy bajas,
sin embargo atn en los testigos la media fue menor a |a reportada por otros autores,
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Fig. 8 Efecto principal de N, P y K sobre el nimero de microtubéroulos/brote. En los encabezados de
cada gréfica se encuentran los dates del ANDEVA. Media £ Err.Std.
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de éstos medios, el promedic mas allo fue el del MS+Kin (1.1
tubérculos/brote), siendo igual que el de algunos medios experimentales (VI X y
XW1), e inclusive menor al de otros, encontrandose el promedio més alto en el medio
XX,

En campo se le atribuye al fésforo el incremento de! niimero de tubérculos
(Beukema y van der Zaag, 179), pero no hay suficiente informacién para sustentar
esta afimmacion. En este trabajo, se observd el efecto confrario (Fig. 98) por lo menos
para [a tuberizacidn in vitro con el sisterna empleado agui.
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Fig. 10 Efecto de la interaccion entre P y K en el nimero de tubércutos/brote. Media £ Em.Std.

El numero de tubérculos que pueden formarse in vitro depende del nimero de
yermas axilares que tenga cada brote, ya que son estas las que van a formar el
tubérculo. En algunos casos los brotes sembrados en los diferentes tratamientos no
se desarrollaron mas puor o tanto quedaron sélo con 3-5 yemas, pero en la mayorla
se desarrollaron nuevos brotes y con esto aumentd el nimero de yemas. Muchos de
los tubérculos se formaron en los nuevos brotes. Cada yema es un tubérculo en
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potencia, las plantas que se pueden apreciar en la figura 7 son una prueba de que el
numero de tubérculos puede incrementarse mucho mas de lo que hasta ahora se ha
logrado, por lo que es necesario seguir buscando las condiciones adecuadas.

Tal vez la formacién de un tubérculo ejerza una inhibicién sobre el resto de
las yemas, impidiendo la formacién de mds tubérculos (Levy ef al., 1993), aqui se
observé que cuando se formaba mas de un tubérculo-brote”, uno se desarrollaba
mas que los otros, o todos permanecian pequefos (Fig. 11), puede ser que exista
una competencia entre los tubérculos por los recursos de la planta, a favor de que
solo uno o dos se desarmrollen bien, permaneciendo el resto de las yemas en su
mismo estado.

Desarrollo de los microtubérculos

En el desarrollo de los tubérculos, observado como peso fresco (PF), peso
seco (PS), y didmetro (Diam.) se registraron datos muy variables. Dentro de un
mismo tratamiento se encontraban algunos tubérculos grandes y otros pequefios,
sobre todo cuando se formd mas de uno por brote (Fig. 12).

Los datos de PF variaron entre 10 mg y 150 mg-tubérculo™. Con el ANDEVA
{Anexo 1) se encontré que la interaccion entre K y N ejerce un efecto significativo en
el aumento del peso (p<0.0123); en ausencia de K el PF disminuye conforme
aumenta ef nitrégeno, pero cuando hay K el PF aumenta con el N (Fig. 13A). Estos
pesos son menores a los registrados por otros autores, Harvey et al. (1991)
reportaron pesos de 18.9-234 mg; y Simko (1994) de 55-260 mg de PF.

El PS, por su parte, fue de alrededor de! 10% del PF, y tuvo un patrén similar
{Fig. 13B), también se enconftré diferencia significativa en la interaccion K x N
{p<0.0133). Parece que el aumento de N en el medio facilita una mayor acumulacién
de materia seca en los tubérculos. Gamer y Blake (1989) observaron que la
disminucién de N del medio provoca también una disminucién del peso de los
microtubérculos, mientras que Charles et al. (1993} reportaron lo contrario; las
diferencias en estos trabajos pueden deberse a las condiciones en que se
desarrollaron los experimentos y a los cultivares empleados, ya que en ambos
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Fig. 11 Cuando un en un brote se fornaba mas de un tubérculo, generalmente uno se desanollzba

mds que los otros, o todos permanecian pequefios, comparandolos cuando solo se formaba uno. Al
parecer |a presencia de un tubérculo inhibe ef crecimiento de otros.

.O.‘.QO’.‘Q
Eije » e® 4% ® Lo

Fioos o000

wE XN E R W LA

QR @0 00 o o
XXX ..L - >

ol

5 "4’ 7 '8 ' & w0 w2 13

Fig. 12 E! crecimiento de fos microtubérculos fue muy variable dentro de un mismo tratamiento, aqui
se muestran los tubérculos formados por cuatro de los medios experimentales que
mostraron un mayor porcentaje de tuberizacion, comparados con dos controles.
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trabajos se probaron diferentes factores antes, y durante la induccién, ademas de
diferentes sistemas de cultivo

La tuberizacion en el presente trabajo se desarrollé en oscuridad la cual
puede disminuir el potencial de crecimiento de los tubérculos {Garner y Blake, 1989).
Se ha visto que el peso del microtubérculo puede depender del cultivar y del
fotoperiddo aplicade antes y durante la tuberizacién (Seabrook ef al, 1993). A
excepcién de un trabajo, Tollocan no se encontré reportada en estudics de
microtuberizacién, Estrada et al. (1986) obtuvieron la tuberizacion in vitro de éste y
otros 54 genotipos, pero solo muestran los resultados de 10 de ellos, sin incluir a
Tollocan; ademas el sistema de crecimiento e induccién en medio liquido que
emplearon, es mucho més productivo que el que se usé para el presente trabajo
como se vera mas adelante.

Por otra parte, en ninguno de los trabajos consultados sobre microtuberizacién
se menciona que el P o K tengan algun efecto en e! desarrollo de los tubérculos, pero
en los resultados aqui expuestos se ve que al menos el K si influye. La ausencia de
K en el medio, podria provocar un descenso en la sintesis de almidén, que es el
principal carbohidrato de reserva en el tubérculo {Ross ef al, 1994),
aproximadamente 80% de la materia seca (Valadez-Lopez, 1990).

La sintesis de almidén en los microtubérculos, cuando el K es bajo,
podria verse inhibida porque los azGcares solubles no se utilizan debido a que son
requeridos para mantener |a tonicidad o porque no son transportados al tubérculo en
crecimiento. Huber (1884) report que en hojas de soya la actividad de la sacarosa
fosfato sintasa (SFS) y la traslocacion de material disminuyen cuando la
concentracién de K en el medio se reduce, esto lleva a la acumulacién de azicares
solubles, que ayudan a mantener el potencial osmético de las hojas. Cuando el K
esta presente a concentraciones mayores, si podrian ser utilizadas debido a que no
se requiere mantener el potencial osmético utilizando azdcares, pues Ia
concentracion de K puede ser suficiente para ello, en consecuencia, la sintesis de
almidén, y el peso de los tubérculos aumentaria (Fig. 13A y B). En tubérculos de
papa se ha observado que el contenido de azdcares reductores disminuye cuando
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Fig. 13 Efecto principatl de fa interaccion N x K sobre el crecimiento de los microtubérculos, expresado
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Las bajas concentraciones de K en el apoplasto facilitan la carga de sacarosa
y aminoacidos al floema. El modelo planteado por algunos autores sugiere que un
acarreador de sacarosa readliza un cotransporte de ésta junto
con H* hacia el floema, posteriormente el H' regresa al apoplasto a través de una
ATPasa, en intercambio por K* (Marschner, 1986,ver Fig. 2). En frigo, la deficiencia
en K provoco el descenso del peso de los granos, mientras que la sintesis de AAB
aumenté (Haeder y Beringer, 1981%); el AAB puede inhibir la carga de sacarosa al
floema, aunque también puede promoverla, ya que ésta respuesta depende del
estado de desarmollo de los granos y ofras hormonas también ejercen un papel en
éste proceso (Vreugdenhil, 1983).

En las raices de cafa de azicar se ha visto que las células de reserva
acurnulan sacarosa estimuladas por e K, ya que al parecer entra acoplada a
este ion (Saftner y Wyse, 1980).

Cuando discos de tubérculos de papa se incuban en una solucién con alta
osmolaridad, se estimula la sintesis de almidén (Oparka y Wright, 1988). Podria ser
que los medics que contienen mds N y K estimulen también la sintesis de almidén
porque aumentan la osmolaridad del medio. Serla necesario realizar experimentos
en los que N, P y K estén ausentes y se use manitol u otro osmolito, para elevar la
osmolaridad; de ésta manera se podria ver si en los medios empleados aqul el efecto
observado en el aumento del peso de los tubérculos se debe al N y K, o a la
osmolaridad del medio.

Los resultados encontrados en este trabajo sefialan que el aumento de K y N en el
medio favorece el incremento en el peso de los tubérculos in vitro. Aunque no es
posible decir cuales son los mecanismos que operan, pedria ser la influencia del K
en la sintesis del almidon la mas importante; cabe mencionar que el tubérculo
almacena también gran cantidad de proteinas de reserva, principaimente patatina, y
que para esto podria requerirse del nitrégeno.
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Por su parte el P juega un papel importante en la sintesis de carbohidratos en
plantas (Marschner, 1986). Plantas que crecen con deficiencia en P pueden
acumular mas almidén que las plantas sin deficiencia {(Herold ef al., 1976% Held et
al., 1977%). En este trabajo no se observé un efecto significativo del P en el peso de
los tubércufos, aunque cuando hay una deficiencia de él, aumenta el porcentaje de
tuberizacitn y el nimero de tubérculos, esto podria ser un reflejo de su influencia en
la sintesis de carbohidratos. Tal influencia se ha observado tanto en el transporte de
TF dentro de la célula (Flige et al, 1980) como en la actividad de enzimas
involucradas en la sintesis de almidon (Soworkinos, 1981) y sacarosa {Reimholtz of
al., 1997, Jones y Ort, 1897).

£1 desarrolle de los tubérculos también se evalud en funcién de su diametro.
Los datos obtenidos muestran una tendencia similar a la del PF y PS (Fig. 13C), esto
indica que el aumento en tamafno también depende de la concentracién de N y K,
principalmente y podria estar relacionado a la acumulacién de matetia seca.

Microtuberizacién en medio liquido

Al término de los experimentos anteriores se realizé uno adicional utilizando la
metodologia de Estrada ef al. {1986). La finalidad fue ver si usando éste método de
cultivo y los medios descritos en el presente trabajo, se obtenfa una mejor
tuberizacién que la reportada por Estrada et al. (1986) y Wang y Hu (1982); los
primeros autores utilizaron BAP y CCC para la induccién y los segundos, solo BAP.
Los cultivos en medio liquido son mucho mas productivos que en tubo de ensayos,
ya que a partir de un brote de alrededor de 6 nudos, se pueden obtener varios
tubérculos. Estrada et al (1986), reportaron medias de 8.2-20.8
microtubérculos-matraz™, Ia diferencia dependi¢ det genotipo.

De acuerdo con los resultados de los primeros experimentos se seleccionaron
cuatro de los medios que hablan mostrado un mayor porcentaje de tuberizacion y se
compararon con €l MS + KIN. Los Resultados se muestran en la tabla 9.
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El namere de microtubérculos-matraz™ resulta similar a lo reportado por
Estrada ef al. (1986) y la produccién obtenida fue mayor con los medios
experimentales que utilizando KIN como inductor.

Los PF registrados fueron muy variables pues se encontraron valores entre 10
y 250 mg/microtubéreuto (Fig. 14), aunque las medias resultan comparables a las
reportadas por Estrada ef al. (1986). Utilizando un sistema similar Wang y Hu (1982)
lograron producir entre 30 y 50 microtubérculos-matraz”' que en total sumaron 10 g
de PF, es decir, un promedio de 200-330 mg-microtubérculo™. Estos autores
mantuvieron sus cultivos durante cuatro meses, Estrada et al. (1986) los mantuvieron
40 dias y en este trabajo, se mantuvieron 28 dias. Tal vez si se mantienen por més
tiempo el rendimiente sea mayor; ademas, se mantuvieron en oscuridad lo cual limita
el crecimiento de los microtubérculos (Gamer y Blake, 1989; Seabrook ef al., 1993).

Tabla 8. Resultados de la induccion de tuberizacién en medio liquido. Los datos son la media y la
desviacion estandar de dos repeticiones. En cada matraz se sembrd un brote de 6 nudos que se
mantuvo en crecimiento con luz durante 4 semanas en medio MS, luego se cambié el medio por ef de
induccidn y se trasladaron los cultivos a obscuridad por 4 semanas,

NPXK
MS+Kin__0-0-0 2500 2550 50-15"

No. tubérc.-matraz”’ 1.5 £ 15.0 + 110+ 141 1201990 50
2.12 1.07

PF-tubére.™ (mg) 230+70 59.5 + 140.4 + 151.2 + 52.8

8.58 40.42 74.65

Diam.tub&' (mm) 27 % 362008 53:007 471085 38
1.66

PF de brotesmatraz’ 9.3 : 821054 522000 711453 390

(9} 1.84

No. de brotesmatraz’ 185 & 852071 8.0%0 85637 40
0.71

(") No se presentan Desv. Est. Porque se perdié una unidad experimental por contaminacién.

Leclerc et al. (1994) observaron que la adicién de BAP-CCC y cumarina redujo
el PF y el nimero de tubérculos y concluyen que utilizar ¢! medio MS con sacarosa
8% vy las condiciones adecuadas de luz y temperatura, da mejores resultados y
puede reducir los costos de produccidn.
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Fig. 14. En cada matraz se sembré un brote con seis nudos; después de 4 semanas de crecimiento se
cambié el medio y se trasladaron a obscuridad para luberizar. En A se observa la formacion de los
microtubérculos cuatro semanas después del cambio de medio. En la fig. B se muestra que la
produccion en los medios experimentales fue mayor que en e medio con KIN; también se puede
abservar que se alcanizaron tallas mayores gue en los cultivos en tubo.
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Es evidente que la produccién de microtubérculos in vitro puede aumentarse
combinando diferentes factores. Si ademas se utiliza un medio sin reguladores del
crecimiento, podemos eliminar los efectos indeseables de éstos, como el aumento en
la dormancia de los tubérculos, cambios en su morfologia y reduccién de la
germinacién (Gamer y Blake 1889) y podemos acercames més a fa meta de lograr
medios de cultivo cada vez menos compiejos y con mejores resulitados (Leclerc et
al., 1994).
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados expuestos, se pueden dar las siguientes
conclusiones;

a)

bj

c)

d)

8

Se requiere de sacarosa a concentraciones mayores de 2% para que se
lleve a cabo la tuberizacién in vitro.

La concentracién de N, P y K, tiene efecto sobre la tuberizacion. En las
condiciones de los experimentos descritos el porcentaje de tuberizacién
estuvo influenciado de manera negativa por la presencia de P y K mas que
por el nitrégeno.

El peso y talla de los microtubérculos aumentaron con el incremento de
potasio y nitrégeno del medio.

Utilizando algunos de los medios descritos aqui, en combinacién con un
sistema de cultivo en medio liquido, se pudo obtener una produccién mayor
de microtubérculos que utilizando cinetina y cultivos en tubo con medio
solido.

La adicién de citrato de sodic no tuvo ningin efecto en la
microtubenizacion. Por su parte las fuentes de NPK si parecen tener un
efecto negativo.



SUGERENCIAS

Los resultados ohtenidos en este trabajo sugieren algunas lineas de trabajo
para futuras investigaciones en las que se desee conocer mas acerca de la
tuberizacion in vitro y su posible aplicacion:

a)

b)

¢)

d)

Es necesario establecer concentraciones precisas de NPK en el medio de
cultivo, asi como diferentes fuentes de estos elementos, a fin de poder
proponer un medio con una formulacién exacta que pudiera ser utilizado
unicamente como inductor de la tuberizacién.

Debe evatuarse el papel que tienen otros elementos en la tuberizacion,
principalmente el Ca y Mg, que se ha visto, pueden estar involucrados en
dicho proceso.

Tomando como base algunos de los medios con un alto porcentaje de
tuberizacion utilizados aqul, se puede evaluar el papel de las condiciones
ambientales, principalmente luz y temperatura, antes y durante de la
tuberizacion. También se puede determinar el tempo necesario para
obtener una mejor produccidn, tanto en némero como en talla.

Dado que las respuestas a los factores anteriores dependen del genotipo
usado, es de interés establecer condiciones y medios dptimos para
diferentes variedades.
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ANEXO |

Porcentaie de tuberizacién
Resumen de todos los efectos en ef porcentaje de tuberizacién
Factor G. L C. M. G.L C. M.
dei{os) del(os) del efror del emmor Fo Fuabiays o5 | Nivelde p.
factor(es) | factor{es)
K 2 40,54279 27 3.78529 | 12.00013 335 0.000187
N 2 3.90408 27 3.78529 1.15556 35 0.320970
P 2 27.40773 27 3.78529 8.11233 335 0.001742
K-N 4 2.92133 27 3.78529 0.88457 273 0.497667
K-P 4 495131 27 3.7852¢8 1.46552 273 0.240187
N-P 4 3.59010 27 3.78529 1.06262 273 0.394074
K-N-P 8 0.60541 27 3.78529 0.17919 2.3 0.991900
Nitmero de microtubéreulos/brote

Resumen de todos los efectos en el nimero de microtubérculos/brote

G L

Factor . C. M. G L C. M.
del{os) dei{os) ded error det error Fo Fratiawa 0s | MNivel de p.
factor(es) | factor(es)

K 2 0.767024 27 0.100428 | 7.837569 335 0.002351
N 2 0.010348 27 0.100428 | 0.103022 335 0.902460
P 2 0.752041 27 0.100428 1 7.497335 335 0.002572
K-N 4 0.040724 27 0.100428 | 0.405506 273 0.802998
K-P 4 0.285960 27 0.100428 | 2.847421 273 0.043246
N-P 4 0.138357 27 0.100428 | 1.377681 273 0.267932
K-N-P 8 0.033056 27 0.100428 | 0.329152 2.3 0.947204

Peso fresco

Resumen de todos los efectos en el peso fresco
Factor G.L C.M. G.L C. M.
del{cs) del(cs) del emmor del error Fa Fisniavz 0s | Nivel dep.
factor{es) | factor{es)

K 2 20.776 218 470.1606 | 0.063332 3.00 0.938849
N 2 650.164 218 470.1606 | 1.382854 3.00 0.253053
P 2 254.747 218 470.1606 | 0.54182¢ 3.00 0.582465
K-N 4 1540.537 218 470.1608 | 3.276619 2.37 0.012373
K-P 4 522 611 218 4701608 | 1.111557 2.37 0.351845
N-P 4 811.505 218 470.1608 | 1.726017 237 0.145260
K-N-P 8 234.306 218 470.1606 | 0.498353 1.94 0.856682
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Resurmen de todos los efectos en el peso seco

Factor G. L C. M. G. L C. M
del(cs) del{os) del ermor del error Fo Funso 0s | Niveidep,
Tactor{es) factor(es)
K 2 1.74375 218 8624438 | 0.202187 300 0.817095
N 2 2.11897 218 8624438 | 0.245694 3.00 0.782378
P 2 2.75921 218 8624438 | 0.319941 3.00 0.726532
KN 4 27.86005 218 8624438 | 3.230361 237 0.013346
K-P 4 11.06255 218 8624438 | 1.282698 237 0.277737
N-P 4 14.39970 218 8624438 | 1.669639 237 0.158001
K-N-P 8 5.54675 218 8.624438 : 0.643143 1.94 0.740894
Didmetro
Resumen de todos los efectos en el didmetro
Factor G L C.M G. L C. M.
del(os) del{cs} det efror del error Fa Fraiswrs 05 | Nivel de p.
factor{es) factor{es)
K 2 2.835331 218 1.014941 2.793593 3.00 0.063394
N 2 2.737542 218 1.014941 | 2.697243 3.00 0.069640
P 2 2.987681 218 1.014941 2.843700 3.00 0.054768
K-N 4 3.548731 218 1.014941 3.496491 237 0.008822
K-p 4 0.746038 218 1.014941 | 0.735056 2.37 0.568043
NP 4 1.900398 218 1.014941 | 1.961098 2.37 0.101511
KNP 8 0.911052 218 1.014841 0.8976840 1.94 0.519261
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ANEXO ol

ABREVIATURAS

24D Acido 2,4-diclorofenaxiacético

2iP &-{y-dimeti-amino) purina

AAB Acido abscisico

ACC Acido 1-aminociclopropano-1-carboxflico
ALA Acido indol acético

ANA Acido naftalen acético

CCcC 2-cloroetil trimetil amonio

cIP Centro Internacional de la Papa

INIFAP Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias.
Cv.. Cultivar

DC Dia corto

Diam. Diadmetro

DL Dia largo

Kin Cinetina

PF Peso fresco

PS Peso seco

TF Triosas fosfato

ZR Zeatin-ribdsido



