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Introduccién

Los metabolitos secundarios derivados del metabolismo en plantas, no presentan funcion definida en
procesos fotosintéticos, respiratorios, de asimilacion de nutrimentos o sintesis de biomoléculas como
los metabolitos primarios (Avalos y Pérez, 2009). Ademas, presentan distribucion restringida, ya que
no todos estan en todas las especies y se sintetizan en cantidades minimas. Sin embargo, tienen
funciones ecoldgicas en la pigmentacion, polinizacion, atraccion, repelencia, proteccion y defensa
(Avalos y Pérez, 2009) o bien, en la fenologia como inhibidores o estimuladores de la germinacién de

las semillas y afectan o benefician el crecimiento de las plantas (Géalvez, 2001).

Una modalidad de dichas interacciones bioquimicas es la alelopatia, donde la interaccién se da entre
una especie donante sobre otra receptora (Rabotnikof et al, 2005). La alelopatia se define como
cualquier proceso que involucra metabolitos secundarios de plantas que influyen en el crecimiento y
desarrollo de los sistemas bioldgicos cercanos (Rzavi, 2011), difiere del fenémeno de la
competitividad en que los mecanismos atrayentes entre los organismos involucrados, conllevan la
adicién de alguna sustancia quimica por una especie en el ambiente de otra, en vez de la remocién

de un recurso ambiental (Ballester y Vieitez, 1978)

Las sustancias quimicas con actividad alelopatica pueden ser de diferente naturaleza, como terpenos,
alcaloides, acidos grasos y compuestos fendlicos que provienen del follaje o de raices vivas, muertas

0 en proceso de descomposicion (Galvez, 2001).

Dentro de los compuestos fendlicos, se encuentran las cumarinas, un amplio grupo de lactonas del
acido O-hidroxicinamico (Abenavoli et al, 2003), que presenta la estructura de 2H-1-benzopiran-2-ona
(Carretero, 2000). Se ha reportado que las cumarinas tienen efectos alelopaticos, por ejemplo,
efectos adversos sobre el metabolismo energético de las plantas incluyendo la fotosintesis. Estudios
con piranocumarinas como esculetina y escopoletina han demostrado que suprimen la fotosintesis de
lenteja de agua (Lemma minor L.) disminuyendo el transporte de electrones a la misma concentracion
que se requiere para la inhibicion del crecimiento de la planta (Einhelling, 1995). También se ha
reportado el mismo efecto de la escopoletina sobre tabaco (Nicotiana tabacum L.), girasol (Helianthus

annus L.) y sobre amaranto (Amaranthus retroflexus L.) (Calera et al, 1995).




En el caso de xalentina, otra piranocumarina que se aislé de la raiz de Stauranthus perforatus
Lundell, se reporté su actividad como inhibidor de la reaccién de Hill en cloroplastos aislados de

espinaca (Spinacea oleracea L.) (Macias et al, 1999).

En el estudio de los cambios en la fotosintesis debidas a compuestos fendlicos, no se ha empleado la
medicion de fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il (PSIl). El andlisis de la emisién de
fluorescencia hace posible caracterizar los efectos y modos de accion de diferentes tipos de estrés
ambiental. Es un método que puede ser aplicado tanto in situ como in vivo y es sensible (Gonzalez et
al, 2008).

El compuesto méas sencillo de las cumarinas es la cumarina 1,2 benzopirona (Figura 1), se ha
reportado la actividad alelopatica de este compuesto como inhibidor del crecimiento inducido por
giberelinas, es antagoénico a la actividad del acido abscisico (ABA), provoca alteraciones en el
contenido de agua en la planta (Blanco, 2006), es inhibidor de la germinacién de semillas y el
crecimiento de raices (Abenavoli et al, 2003) y disminuye la tasa de fotosintesis por inhibicion del

transporte de electrones (Moreland et al, 1987).
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Figura 1. Estructura quimica de la cumarina 1,2 benzopirona. Fuente: www.sigmaaldrich.com

A concentraciones superiores a 200 pM (=29.22 mg/l), la cumarina 1,2 benzopirona, inhibe la
germinacion de las semillas de trigo (Triticum turgidum ssp. Durum Desf.) inhibe la absorcién de agua
y retrasa la reactivacién de peroxidasas por el aumento de la actividad de superéxido dismutasa
(Abenavoli et al, 2006). Asi mismo esta involucrada en la diferenciacion celular, actuando como

regulador del crecimiento y afecta el metabolismo de auxinas (Abenavoli et al, 2001).

Es conocido que las malezas poseen sustancias alelopaticas como la cumarina (Pérez y Ormefio,
1991; Gomez et al, 2003) hecho que tiene gran importancia en agrosistemas ya que influyen en el

éxito de las especies cultivadas.




Solanum tuberosum.

La papa es el cuarto cultivo mas importante del mundo, solo detras del trigo, maiz y arroz. En México,
se sembraron 69,054.26 ha en el afio 2011, colocando a la papa en el lugar quinceavo de 201
cultivos de riego y temporal y el sexto en valor de produccién (SIAP, 2012). En la dieta mexicana
ocupa el quinto lugar en consumo, lo que arroja 16.2 kg de consumo per cépita (Ochoa, 2012). El
estado con mayor produccién fue Sonora, seguido de Sinaloa y Veracruz (SIAP, 2012). El 64% de la
superficie se siembra con variedades extranjeras como: Alpha con 40% de la superficie, Atlantic (7%),
Mondial (5%) y Gigant (5%). Las variedades mexicanas se siembran en el 36% restante de la
superficie cultivada, sobresaliendo: Rosita (15%), Marciana (6%), Tollocan (6%) y San José (5%)
(Rubio et al, 2000; Ortiz, 1986). Se cultiva tanto en los ciclos primavera- verano (abril a septiembre),
como en el de otofo-invierno (de octubre a marzo), bajo condiciones de temporal y riego

respectivamente (Ochoa, 2012).

La papa o patata (Solanum tuberosum) pertenece a la familia Solanaceae. Tiene flores pentameras,
su tallo puede ser ramificado, hueco y triangular en seccion transversal, las hojas son compuestas
consistentes de un peciolo con foliolo terminal, foliolos laterales secundarios y a veces terciarios
intersticiales. Las raices de plantas que provienen de semilla sexual desarrollan raices delgadas de
donde salen las radiculas laterales y las plantas que crecen directamente de tubérculos desarrollan
raices adventicias en los nudos del tallo y un sistema radical a una profundidad entre 40 a 50 cm. El
tubérculo, engrosamiento del estoldn, es la parte del tallo adaptado para el almacenamiento de
reservas alimenticias y de reproduccion (Rubio, et al 2000), el cual esta cubierto por una exodermis
gue va engrosandose con el tiempo y aparece al romperse la epidermis. Sobre su superficie existen
hundimientos para resguardar las yemas vegetativas que originan los tallos, que estan dispuestos en
forma helicoidal. Ademds, presentan orificios que permiten la respiracion, llamados lenticelas.

(Comisién Veracruzana de Comercializacion Agropecuaria, 2012.)

Los tubérculos contienen almidén, vitamina B1, B2, B3, B5, B6 y C, una pequefia porcion de proteina
y minerales como el potasio, magnesio y fésforo, ademas de moléculas con actividad antioxidante y
fibra (FAO 2008). Esta riqueza en cualidades nutricionales ha hecho que este cultivo sea uno de los
mas importantes para la alimentacion humana y para ganado, especialmente los tubérculos pequefios

y dafiados (Martinez, 2002). Los tubérculos también son aprovechados como materia prima, ya que




con el almidon se elabora papel, textiles, pegamentos, bebidas alcohdlicas y otros alimentos
procesados (SIOVM, 2010).

La siembra de papa, por lo general se lleva a cabo con "papas semillas”, que son pequefios
tubérculos (microtubérculos) o fragmentos de éstos, los cuales se introducen a una profundidad de 5
a 10 centimetros en la tierra. Las papas semilla son el insumo mas costoso en la produccién de
papas, y representa del 30% al 50% de los costos de produccion. El tubérculo semilla debe estar libre
de enfermedades por lo que se ha generalizado su produccion en cultivos in vitro, también debe tener
buenos brotes y pesar de 30 a 40 g (FAO, 2008 [1]).

El cultivo in vitro

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es una técnica en la cual érganos o pequefas secciones de
tejido son disectados de una planta donadora y cultivados asépticamente en un medio nutritivo estéril
guimicamente definido con macro y micro elementos (sales organicas), fuente de carbono, vitaminas,
aminodcidos y reguladores de crecimiento como auxinas, citocininas y probablemente giberelinas
(Arriaga et al, 2010).

Produccion de microtubérculos in vitro

El cultivo in vitro de la papa permite obtener microtubérculos o papa semilla libre de virus y patégenos
en un periodo relativamente corto para la produccién de papa en campo, este método garantiza
mayor eficiencia en la germinacién y produccion de papa, en comparacion de la siembra con semilla

real.

Los microtubérculos también son utilizados para la conservacion de germoplasma en medios de
cultivo que limitan el desarrollo r4pido de éstos. El periodo maximo de conservacion de
microtubérculos frescos es de 15 meses (Gopal et al, 2005), hecho que reduce el costo, espacio y
tiempo requerido para almacenar el germoplasma. El uso de microtubérculos se recomienda ya que
éstos no se secan tan rapido como las plantas y son més resistentes a los trasplantes (Seabrook y
Coleman, 1988).




Tuberizacion

La tuberizacién es la formacién del tubérculo que es un 6rgano con doble funcién: de almacenamiento
de nutrimentos y de sistema de propagacion vegetativa. Los tubérculos se forman a partir de tallos
subterraneos llamados estolones que se clasifican en primarios y secundarios de acuerdo a su
origen. Generalmente, los entrenudos basales de los estolones primarios no desarrollan tubérculos en

campo.

Los tubérculos inicialmente se reconocen como un engrosamiento en la punta del estolon (O’Brien et
al, 1998). El engrosamiento del estolén ocurre cuando éste deja de alargarse y las células de la
médula y el cortex crecen y se dividen transversalmente. Después, las células de la region
perimedular crecen y se dividen en direcciones aleatorias para formar el volumen del tejido del
tubérculo (Jackson, 1999).

Para que se forme un tubérculo debe haber un proceso de induccién y otro de iniciacién de la

tuberizacion.

Induccion

Esta fase ocurre antes del periodo de iniciacién y puede ser definido como un cambio fisiolégico que
resulta en el caracteristico engrosamiento del estolon (O’ Brien et al, 1998). La asimilacion del
nitrogeno (N) libre del sustrato no se relaciona directamente con la induccion de la tuberizacion, sin
embargo es capaz de inhibir el desarrollo del tubérculo, una vez que tuvo lugar la induccion. Krauss
en 1985, planted la hipétesis de que la concentracion relativa de giberelinas (GA’s) con respecto al
ABA vy el nivel alto de carbohidratos en relacion a la concentraciébn de N son las sefiales que

promueven la tuberizacion (Jackson, 1999).

El aumento de la temperatura y del fotoperiodo son factores que inhiben la tuberizacién, se ha
reportado que el aumento de la temperatura en el dosel de la planta da como resultado el aumento en

el nivel de GA’s en el meristemo, lo que afecta severamente la tuberizacion (Benavides, 2003).




Alta irradiacién junto un fotoperiodo corto, tiene efecto positivo sobre la induccion de la tuberizacion,
ya que se presenta una mayor asimilacion de CO, por unidad de biomasa seca foliar, mayor
acumulacién de almidén foliar durante el dia y transporte de fotosintatos de las hojas respecto al
resto de la planta (Jackson, 1999). No obstante, hay un amplio rango en la sensibilidad al fotoperiodo
entre los diferentes cultivares, particularmente en los que han sido seleccionados y adaptados a un

ambiente especifico (O’ Brien et al 1998) por lo que la respuesta al fotoperiodo puede variar.

Iniciacion

Se da un cambio en la orientacion de la division celular en el estolén lo que produce expansion radial
en lugar de crecimiento longitudinal. Si el estolbn no experimenta tal cambio, entonces, se
desarrollara un tallo que emergera del sustrato. La base microestructural de la iniciacién de la
tuberizacién radica en el reacomodo de microtibulos dentro de las células. Después de la terminacion

de la iniciacion, algunos tubérculos pueden ser reabsorbidos (O’ Brien et al, 1998).

En presencia de ABA los microtubérculos son pequefios en comparacion a los desarrollados en
medio de cultivo sin ABA (Gopal et al, 2004). El efecto contrario se observa al afiadir citocininas en el
medio, por ejemplo, la benciladenina (BA) es una hormona usada en el medio de microtuberizacion

en el Centro Internacional de Papa, en Lima, Pera (Estrada et al, 1986).

Cuando se forma el tubérculo, hay un desvio abrupto preferencial de fotoasimilados al tubérculo, por
lo que cesa el crecimiento de follaje y raices (Ewing y Struik, 1992) asi que una temprana iniciaciéon
de la tuberizacion resulta en una planta pequefia con area foliar limitada y por lo tanto, un bajo
rendimiento final de tubérculos. En experimentos en camaras de crecimiento se observé que el area
foliar y su duracién esta determinada por la medida de la planta en el momento de la iniciacion de la
tuberizacién por lo que es la influencia dominante en el crecimiento subsecuente de la panta.
(Bremner y Radley, 1966).

Entre los elementos que afectan el cultivo de papa, estd la presencia de malezas. Estas plantas
compiten con este cultivo por factores vitales: espacio, luz, agua, nutrientes, o actian como vectores
de diversas plagas y enfermedades, o bien, tienen efectos alelopaticos. Estos factores disminuyen la
calidad y el rendimiento del cultivo. Particularmente los efectos alelopéaticos sobre el crecimiento y
desarrollo de la papa se han estudiado poco, por lo que es necesario hacer estudios in vitro para
eliminar la competencia de los compuestos alelopaticos presentes en condiciones de campo y asi

poder observar los efectos de un alelopatico en particular. La cumarina como uno de los




componentes alelopaticos mas comunes con efecto particularmente reportado sobre tuberizacion, no

ha sido estudiada desde el punto de vista del efecto metabdlico que produce en esta planta.

Por esta razon, se plantea que la presencia de cumarina (1,2 benzopirona), afectara la formacion de
tubérculos y el crecimiento de papa (S. tuberosum) in vitro, particularmente induciendo alteraciones

en la actividad fotosintética, ésta hipo6tesis condujo a proponer los siguientes objetivos.




Obijetivos

General

o Evaluar el efecto de la cumarina (1-2 benzopirona), en el crecimiento de la papa (Solanum

tuberosum L. variedad Tollocan) in vitro.

Particulares

e Propagar in vitro plantas de papa (Solanum tuberosum var. Tollocan).

e Aplicar cumarina en diferentes concentraciones y determinar su acumulacion en vastago y
raiz.

e Evaluar el efecto de la cumarina sobre el crecimiento y la tuberizacion.

e Evaluar los efectos de la cumarina sobre la fluorescencia de la clorofila a del PSII.

e Determinar la concentracién y proporcion de clorofila a y b.




Materiales y métodos

Material vegetal y tratamientos

Se propagaron plantas in vitro de Solanum tuberosum L. variedad Tollocan a partir de plantas in vitro
conservadas en el laboratorio de Cultivo de Tejidos, FES Iztacala, para lo que se resembraron
secciones de tallo de 2 cm con uno o dos entrenudos (explantes). Se utiliz6 medio de cultivo MS62
(Murashige y Skoog, 1962) [Ver anexo] esterilizado en autoclave a 121°C por 15 minutos a 15 Ib de
presion. La unidad experimental consistié de tubos de ensayo con 10 ml de medio y un explante. El
cultivo se mantuvo a 23 +1 °C bajo un fotoperiodo de 8 horas con lamparas de luz fria y calida, a 100

umol-m?s™.

Al obtener las plantas propagadas, fracciones de 2 cm con al menos dos entrenudos se resembraron
en medio MS62 adicionado con cumarina 1, 2 benzopirona disuelta en etanol a concentraciones
finales de 0, 15, 25, 50 y 100 mg/I con 60 repeticiones de cada tratamiento.

Crecimiento

Se midi6 la relaciéon raiz/vastago (r/v) con la intencion de evaluar el crecimiento de la plantula. Se
midié la longitud del vastago y de la raiz de cada plantula de los tratamientos, ademas se dio

seguimiento al desarrollo de raices secundarias.

Determinacioén de presencia de cumarina

Se determiné el contenido de cumarina por gramo de tejido fresco. Para ello, se realizaron extractos
etandlicos de 100 mg de polvo seco de vastago o raiz sonicados (Bransor Soniffier 250) en 1 ml de
etanol al 70% por 30 segundos Y filtrados a través de una membrana de 45 um. Los extractos fueron
analizados mediante HPLC (HP Series 1100) de acuerdo al método propuesto por Yeon et al (2009).

Se leyé a 274 nm con un flujo de 1.0 ml/min y un loop de 10 ul de muestra con una columna de 5 um
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Discovery C18 de Supelco a 23 °C. La fase movil fue compuesta por 40:60 ACN:H,O. La solucién

estandar fue preparada a 15 pg/ml cumarina/ etanol 70%.

Tuberizacion

Se evalud el porcentaje de tuberizaciéon y los dias en los que tardaron en desarrollarse los tubérculos,

de los cuales se midi6 su peso, didmetro y longitud.

Fluorescencia de la clorofila a

Se midi6 la fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il en cada tratamiento con 5 repeticiones a
7, 15, 21 y 30 dias. La medicién se realiz6 con un Plant Efficiency Analiser, PEA (Hansatech) con
muestras preacondicionadas a la oscuridad por 10 minutos para asegurar que todos los centros de
reaccion se oxidaran completamente. Se aplic6 un destello de luz roja con intensidad de 3000
umem?ss™ a partir de lo cual fueron calculadas la fluorescencia minima (Fo), fluorescencia méaxima
(Fm), absorcién por centro de reacciébn (ABS/RC), eficiencia cuantica maxima de la reaccion
fotoquimica primaria (@), eficiencia con la que un excitén atrapado puede mover un electrén mas alla
de Qa (Wo), el indice de funcionamiento (Plags), la fluorescencia variable y la variable relativa con los
programas Handy Pea, version 1.30 2002 de Hansatech Instruments Limited y el programa Byolyzer
2002 de Bioenergetics Lab. version 4.0.30.03.02.

Concentracion de Clorofilaay b

Para la medicién de la concentracién de clorofilas se macer6 1 g del vastago de la planta por
tratamiento en 5 ml de acetona al 80%, después se centrifugé a 5000 G por 5 minutos a 4°C. El
sobrenadante se midid en el espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 663 nm para la clorofila a 'y

645 nm para la clorofila b.
Se utilizaron las siguientes férmulas para calcular la concentracion de clorofilas:

a) Concentracion total de clorofila en mg/ml
[Chl Total] = (0.0202 A645) + (0.00802 A663)
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b)

Concentracion de clorofila a en mg/ml
[Chla] = (0.0127 A663) — (0.00269 A645)

Concentracion de clorofila b en mg/ml
[Chib ] = (0.0229 A645) — (0.00468 A663)

En donde:
A645= Lectura de absorbancia a 645 nm.
A663= Lectura de absorbancia a 663 nm.
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Resultados y discusion

Crecimiento

Las medias del indice raiz/vastago (r/v) en los diferentes tratamientos de concentracion de cumarina
(Figura 2) presentan diferencias significativas (p<0.0001) (Anexo Il), es evidente que las raices
desarrolladas son mas pequefias en razon al aumento de cumarina y los dias de incubacién (Figura
2). Ademas se observaron raices secundarias desde los 7 dias de tratamiento (Figura 3A), mientras
gue en los tratamientos con cumarina, no hubo desarrollo de raices secundarias. En el tratamiento de
100 mg/l se observé necrosis a partir del séptimo dia de incubacion (Figura 3E),

A los 7 dias, no se observaron diferencias significativas entre el grupo control y los tratamientos de 25
y 50 mg/l, mientras que los tratamientos de 15 y 100 mg/I no desarrollaron raices.

A los 15 dias, los vastagos del grupo control crecieron mas que las raices. En las plantas del
tratamiento con 15 mg/l (Figura 3B) el desarrollo de raiz comenz6 desde los 10 dias de incubacién y
dejaron de desarrollarse alrededor de los 18 dias, nétese que en la medicién (Figura 2) que las raices
de estas plantulas fueron mas grandes que las del control pero sin ser significativamente diferentes
del mismo modo que el tratamiento de 50 mg/l, mientras que las raices de las plantulas incubadas en
25 mgl/l crecieron mas que en cualquier otro tratamiento. Las plantulas del tratamiento de 100 mg/l de
cumarina murieron alrededor de los 14 dias de incubacion.

A 21 dias el crecimiento de raices fue similar en las concentraciones bajas de cumarina (15 y 25 mg/l)
mientras que en la concentracion de 50 mg/l de cumarina las raices desarrolladas fueron muy cortas y
el vastago tampoco presentd crecimiento perceptible (Figura 3D). Las plantulas sometidas a esta
concentracion murieron a los 25 dias de incubacion.

A los 30 dias la longitud del vastago del grupo control fue mayor que el crecimiento de sus raices, el
efecto contrario se observé en el tratamiento de 15 mg/l de cumarina en el cual el indice permanecio
sin cambios significativos con respecto a la medicién de los 21 dias de incubacion.

La reduccién en el crecimiento de la raiz es considerada como uno de los principales efectos
asociados a aleloquimicos. Hussain, y colaboradores en el 2010, reportaron que el acido p-
hidroxybenzoico, compuesto fendlico al igual que la cumarina, redujo la longitud de raices y vastago
de lechuga.

Kupildlowska y colaboradores (1994) observaron que la cumarina afecta de forma diferencial la
elongacién de las raices en pepino y maiz, las cuales incrementaron su didmetro cerca de la zona
apical, como fue observado en el presente ensayo en el tratamiento de 50 mg/l.
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H Control

H 15 mg/l

m 25 mg/l

m 50 mg/l
m 100 mg/I

7 dias 15 dias 21 dias 30 dias

Figura 2. Medias de indice raiz/vastago de papa. Tratamientos en mg de cumarina por litro de medio de cultivo. Letras similares
indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos p<0.

o

D E

Figura 3. Plantulas de papa en diferentes tratamientos. A) Tratamiento control a 7 dias. B) Tratamiento de 15 mg/l a 15 dias.
C) Tratamiento de 25 mg/l a 15 dias. D) Tratamiento de 50 mg/I a 21 dias. E) Tratamiento de 100 mg/I a 7 dias. Barra= 1cm.

Se ha reportado la reduccién de la elongacién de vastago y raices en calabaza a concentraciones de
50 uM (73mg-I"") de cumarina (Hossain et al, 2008). Los resultados del presente trabajo muestran que
a concentraciones por arriba de los 25 mg/l (=17uM) se reduce evidente en la elongacion de raices.

Se ha estudiado el mismo efecto en Avena y Plenum pratense (Goodwin y Avers, 1950; Avers y
Goodwin, 1956) donde se indica que la inhibicién es causada por la reduccién del metabolismo y del
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bloqueo de la mitosis en el tejido de la raiz. Aun no se ha definido el proceso que explique tal
respuesta.

Determinacion de la presencia de cumarina en plantulas.

En la cromatografia liquida de alta presion, la cumarina fue detectada a los 6 minutos. Se hizo una
sola medicion por tratamiento. A los 7 dias, se observé un aumento de la concentracion de cumarina
por gramo de tejido fresco correspondiente a la concentracidbn en el medio de incubacién. La
determinacion se pudo hacer sélo en los vastagos incubados en 25, 50 y 100 mg/l de cumarina,
debido a que no se detecté cumarina en las raices ni en el tratamiento de 15 mg/l (Figura 4).

A los 15 dias de incubacién se observa que la cumarina parece traslocarse al vastago y almacenarse
ahi. Las plantulas del tratamiento de 100 mg/l no desarrollaron raices, por lo que sélo se midi6é en el
vastago. A 21 dias se observo la misma tendencia, se encontrd que la concentracion mas alta en el
vastago corresponde al tratamiento de 100 mg/l.

En la figura 4 es evidente que la mayor concentracion de cumarina se encuentra en el vastago, por lo
gue podemos proponer que de acuerdo a la concentracién y tiempo de incubacion, la cumarina se
traslada al vastago de las plantulas. Neuman (1960) report6 que el 85 al 90% de la cumarina que la
planta toma del medio, puede ser recuperado del tejido. En su investigacion, encontr6 que segmentos
del hipocotilo de Helianthus annus incubados en una soluciéon de cumarina a 1.3 mM (=189.9 mg/l)

3.5
3 _
w ) mV15
o 2.5
> R 15
€
- 2 mV25
£
E 1.5 HWR 25
3 mV 50
Tn 1
L) W R 50
0.5 V 100
0 mR 100
7 15 21
Dias de tratamiento

Figura 4. Concentracion de cumarina por gramo de tejido fresco (V= vastago, R= raiz) medida en HPLC.
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alcanzan un equilibrio en contenido de cumarina en el tejido y en la solucién de incubacion a los 10
dias, al inicio del tratamiento observaron una alta tasa de absorcién que luego se redujo y se mantuvo
sin cambios después de 10 dias. Sus resultados concuerdan con Bagni y Fracassini (1971), quienes
concluyen que probablemente no haya transformacién de la molécula de cumarina en el tejido.

Nuestros resultados muestran que la cumarina se traslocé al vastago sin catabolizarse o sufrir
transformaciones y que puede ser absorbida por las raices o el tallo, ya que la acumulacion también
se observo en plantas que no habian desarrollado raices.

Porcentaje de tuberizacién

Las plantulas del grupo control comenzaron a tuberizar alrededor de los 10 dias de cultivo, este grupo
alcanzo el 40% de tuberizacion a los 30 dias y el 100% en 45 dias (Figura 5). En el tratamiento de 15
mg/l de cumarina se observé un desarrollo acelerado de tubérculos a los 21 dias con respecto al
control, estos tubérculos fueron mas grandes en longitud, didmetro y peso (Figura 6), sin embargo el
porcentaje de tuberizacion maximo fue de 20% vy los tubérculos de este tratamiento que fueron
medidos a los 30 dias registraron medidas menores. Sin embargo, las plantulas de este tratamiento
sobrevivieron hasta los 37 dias.

Las plantulas del tratamiento de cumarina 25 mg/l desarrollaron los tubérculos mas pequefios (Figura
5), solo alcanzaron 10% de tuberizacién y las plantulas sobrevivieron hasta 25 dias. En los
tratamientos de concentraciones altas de cumarina (50 y 100 mg/l) no se observé algun tubérculo
diferenciado con la caracteristica forma esférica, ni engrosamiento en el estolén que indicara el inicio
de la formacion del tubérculo.

120
100
80
X 60 H [Omg/L]
H [15mg/L]
40
[25mg/L]
i ‘
O T T 1
0 21 30 45
Dias de tratamiento

Figura 5. Porcentajes de tuberizacion registrados en los diferentes dias de medicion.
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Grafica de caja de diametro, longitud, peso
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Figura 6. Grafica de caja donde se muestran los valores obtenidos en diametro, longitud y peso en los
diferentes dias de medicion (21, 30 y 45 dias) por cada tratamiento (concentracion de cumarina en el medio,
0, 15,25 mg-l'l). Las lineas horizontales representan las medias de los tratamientos. La longitud del
rectangulo muestra la distribucion de los datos.

Las condiciones de incubacion fueron las Optimas para la tuberizaciéon, los tratamientos se
mantuvieron bajo un fotoperiodo de 8 h luz, a una temperatura de 16-25 °C. Estas condiciones han
sido reportadas como favorables para el desarrollo de microtubérculos. (Ghavidel et al, 2012). La
concentracion de sacarosa usada en el medio esta dentro del intervalo que no tiene efecto adverso
en la tuberizacion segun El-Sawy et al, en el 2007, y no limita el crecimiento de raiz (Stallknecht y
Farnsworth, 1982). Niveles por arriba del 40% de sacarosa proveen una buena fuente de carbono
facilmente asimilable para el crecimiento del microtubérculo (Aslam e Igbal, 2010).

Los resultados de tuberizacién obtenidos difieren a los reportados por Stallknecht y Farnsworth (1982)
donde las plantas incubadas en medios con concentraciones de 25 a 50 mg/l y 60% de sacarosa
tuberizan a los 10 dias. El-Sawy y colaboradores (2007) indican que la frecuencia mas alta de
microtubérculos se encontré en el medio con 9% de sacarosa y 40 mg/l de cumarina. Similarmente,
Prange y colaboradores (1990) reportaron que 25 mg/l de cumarina y 60 g/l de sacarosa son Optimos
para la tuberizacién. En nuestro estudio, con la misma concentracién de sacarosa (60 g/l), las plantas
con 25 mg/l de cumarina, alcanzaron un 110% a los 21 dias, y murieron a los 25 dias,
concentraciones mas altas resultaron toxicas para las plantas.

Se observé una disminucion en la longitud y didmetro de los tubérculos desarrollados en presencia de
cumarina por lo que se sugiere que hay un proceso de reabsorcion del tubérculo posiblemente porque
éste se convierte en la Unica fuente de carbono disponible para la plantula.

Estos resultados discordantes pueden ser debidos a que la capacidad de tuberizacién in vitro,
depende del genotipo (Liljana et al, 2012). No obstante, se han observado en gran numero de
investigaciones que la cantidad de sacarosa es el factor mayormente determinante en la formacién
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del tubérculo (Tugrul et al, 2001). Ademas, en estudios previos no se ha aplicado Unicamente la
cumarina, Svensson (1972) reportdé que la interaccion de la cumarina y otros reguladores de
crecimiento puede incrementar o decrementar el contenido endégeno de esos reguladores, modificar
la accién de ellos o favorecer la formacion de metabolitos en la sintesis o descomposicion del
regulador en cuestién por los efectos de la cumarina.

Ortiz y Lozoya (1987) reportaron la tuberizacion de dos cultivares de papa, Atzimba y Juanita, en
diferentes medios de cultivo, sus resultados arrojaron que el medio con 25 mg/l de cumarina induce
respuestas variables en cada cultivar, Atzimba alcanz6 el 100% de tuberizacién en un fotoperiodo de
8 horas, mientras que el cultivar Juanita, solo el 20 al 60% de las plantulas tuberizaron. El uso de
retardantes de crecimiento (como la cumarina), regularmente suprimen la actividad de giberelinas
(GA’s), y no siempre estimulan la induccion. Los retardadores de crecimiento pueden estimular la
tuberizacién solo bajo condiciones débiles de induccién por ejemplo, baja concentracion de sacarosa
(Donnelly et al, 2003). El desarrollo de tubérculos en presencia de cumarina puede ser una respuesta
al estrés.

Con base a lo anterior podemos suponer un efecto antagonico entre la cumarina y GA’s debido a la
ausencia de desarrollo de estolones. Las GA’s aumentan la elongacion y crecimiento del estoléon
(Aksenova et al 2012) sin embargo esta condicién es desfavorable para el desarrollo del tubérculo, la
ausencia de GA’s en el medio de cultivo resulta en la division celular longitudinal del estolon, hecho
relacionado con la formacion del tubérculo. Ademas, plantas tratados con GA reducen el contenido de
almidén en tubérculos y suprimen la actividad de las enzimas implicadas en la sintesis de almidén
(Obata y Suzuki et al, 1979). El efecto contrario se observa con la adicién de citocininas, las cuales
estimulan la formacién de tubérculos (Ewing, 1995 citado por Aksenova, 2012) por lo que la adicién al
medio de cultivo de estas sustancias repercutird en la tuberizaciéon. La kinetina, una citocinina,
estimula la tuberizacién temprana, Ortiz y Lozoya (1987) mencionan que esta respuesta no esta
relacionada con un alto rendimiento o el 100% de tuberizacion. Stallknecht (1972) reporté a la
cumarina como un inductor de tuberizacién, sin embargo, en el medio de cultivo adicioné kinetina,
siendo este el verdadero factor inductor de tuberizacion. Las citocininas estimulan la division celular
junto a las auxinas, y estimulan el crecimiento de yemas laterales inhibiendo la apical, por lo que, al
eliminar el meristemo apical en los explantes cultivados, la adicion de citocininas puede resultar
innecesaria (Donnelly et al, 2003).

Analisis de fluorescencia

Se caracteriz6 la actividad fotoquimica del fotosistema Il por medio de la emisién polifasica de la
fluorescencia en muestras expuestas a diferentes concentraciones de cumarina durante un periodo
de 15, 21 y 30 dias. Cabe destacar que Unicamente a los 15 dias se pudo obtener la medicién de
todos los tratamientos debido a que las plantulas de los tratamientos 50 y 100 mg/l no sobrevivieron a
la medicién de los 21 dias, ni el tratamiento de 25 mg/l de cumarina a los 30 dias, por lo que los datos
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gue se presentan solamente corresponden al efecto del compuesto a los 15 dias de tratamiento.
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Figura 7. Efecto de la cumarina en la emision de fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il
a 15 dias de incubacién.

La emision polifasica de la fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il nos permite caracterizar el
acarreo de electrones a través del fotosistema Il y la eficiencia con la que se absorbe la energia. La
cinética polifasica consta de varias inflexiones que las cuales se corresponden con la actividad
fotoquimica. La inflexion O, denota al origen o la fluorescencia minima (F,) cuando se registra ésta
sefial, el primer acarreador estd completamente oxidado (Maxwell y Johnson, 2000). Se establece
gue el primer acarreador es la quinona A, (Q,) Y todo los centros de reaccion también estan oxidados
o completamente abiertos, no hay certeza en que si el estado de los centros de reaccion (abiertos o
cerrados) sea debido al estado redox de la quinona a o al de la feofitina (Strasser et al, 2004) F, se
observa alrededor de los 20 a 50 ps en condiciones fisiolégicas normales. La siguiente inflexion en la
curva corresponde a la fase J, que denota a la reduccién parcial de Qa se observa a los 2 ms.
Después esta la fase |, a los 20 ms, y refleja la reduccién parcial de Q.Y de la quinona b (Qg). La
Ultima fase es la P o de fluorescencia maxima (Fm) en este punto, todos los centros de reaccion
estan reducidos y los acarreadores QY Qg estan reducidos. Se pueden apreciar diferencias en la
cinética de fluorescencia mas evidentes de acuerdo al aumento de concentraciébn de cumarina en el
medio.

Como se puede observar en la figura 1, existen diferencias en la cinética de fluorescencia conforme
aumento la concentracion de cumarina en el medio de cultivo. Las mediciones obtenidas a los 15 dias
muestran que a concentraciones de 15 mg/l de cumarina la F, (Figura 1) aumentd sélo un 22.9%
siendo este el tratamiento con menor efecto sobre este parametro, en concentraciones de 25 y 50
mg/l aumenté el 72% y 71.7% respectivamente a comparacion del control, mientras que la
concentracién mas alta, 100 mg/l aumenté en un 57%.
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El aumento de la fluorescencia minima (F,) indica un posible dafio en el funcionamiento de la antena
de fotosistema Il (LHC-PSII) debido a que no toda la energia absorbida se trasmite al centro de
reaccion por lo que es disipada como fluorescencia. Este resultado indica que la exposicion a
cumarina, disminuye la capacidad de transferencia de energia de la antena al centro de reaccion, sin
embargo en la concentracidbn mas elevada (100 mg/l), el valor de Fq es inferior, lo que podria estar
relacionado no solamente a una disminucion de la transferencia de la energia absorbida, sino a un
“apagamiento” o un dafio de la estructura de la antena, lo cual disminuye la emisién de fluorescencia,
posiblemente debido a una disminucién de la concentracion de clorofila a.

La figura 1 también muestra el aumento en la fase J del tratamiento de 15 y 25 mg/l de cumarina con
respecto al control, este aumento refleja la acumulacién de Q" en donde puede o no existir flujo de
electrones més alla de este aceptor reducido (Valdés, 2005) sin embargo, los valores de la emision
de fluorescencia son casi similares a los del valor de Fq, lo que indica el bloqueo del transporte de
electrones hacia el lado aceptor del sistema (Q,), posiblemente por una inhibicion en el aporte de
electrones por parte del complejo liberador de oxigeno (Gonzéalez et al, 2008).

El aumento que se observa en la fase J y la fase |, del tratamiento de 15 y 25 mg/l responde al
aumento en la velocidad de reduccion de Q, debido a un bloqueo del paso de electrones entre Q, y

Qs.

El andlisis de la curva OJIP debe complementarse con el analisis de los pardmetros de: eficiencia
cuantica maxima de la reaccion fotoquimica primaria (@p,), €l parametro de eficiencia con la que un
exciton atrapado puede mover un electron mas alla de Qa™ (W,) Y con el pardmetro de probabilidad de
gue un fotdén absorbido mueva un electrén después de Qa (Pgo) Y €s determinado por la diferencia de
los pardmetros anteriores. En conjunto se les conoce a éstos como los rendimientos cuénticos
operacionales y su medicién sirve para definir la fase en la que el flujo de electrones es mayormente
afectado por la presencia de cumarina en este caso.

Ppo €sta dado por:

TRo

Donde TRo es el flujo de energia transferida al centro de reacciéon que sera convertida en energia
redox reduciendo Qaa Qa , Yy ABS es el flujo de electrones absorbidos por los pigmentos antena.
Este parametro también es conocido como fase luminica ya que su valor puede ser modificado por la
intensidad luminica (Gonzalez et al, 2008).

WY, esta dado por:

_ETo
lIJo—m
( )|
L 2 J



Donde ETo es el flujo de transporte electrénico, este parametro también es conocido como fase
térmica ya que sus valores se modifican con la temperatura, no asi con la intensidad luminica.

En la figura 8 se observan los valores de los rendimientos cuanticos operacionales. El tratamiento de
15 mg/l de cumarina mostré la menor reduccidon con respecto al grupo control, @g, s6lo disminuy6
8.12%, explicado por la disminucion de y, que fue del 6.85% a comparacion de la disminucion de @p,
que fue solo del 1.36%, el mismo comportamiento se observo en el tratamiento de 25 mg/l donde la
disminucion de @g, fue del 36.96%, debido principalmente a la disminucién del 27.52% de y, contra
un pequefio 13.01% del @p,, a 50 mg/l, la probabilidad de que un foton absorbido mueva un electrén
después de Qu se reduce en 92.46% debido a la disminucion del 73.4% de la eficiencia cuantica
maxima de la reaccioén fotoquimica primaria y de un 71.66% de el parametro de eficiencia con la que
un electron puede mover un electréon mas alla de QA. A 50 mg/l, la probabilidad de que un fotdn
absorbido mueva un electrén después de Q, se reduce en 92.46% debido a la disminucion del 73.4%
de la eficiencia cuantica maxima de la reaccién fotoquimica primaria y de un 71.66% del parametro de
eficiencia con la que un electron puede mover un electrébn mas alla de Q". En la concentracion mas
alta (100 mg/l de cumarina) disminuyd @g, en un 81.87% debido a la disminucion del 58.08 y 56.73%
de W, Yy @p, respectivamente.

Estos resultados reflejan que la concentracibn mas baja de cumarina no tiene efecto sobre Qg
mientras que las concentraciones de 25, 50 y 100 mg/l el efecto es principalmente sobre el lado
aceptor del fotosistema (,).

En condiciones Optimas, el valor de @p, es de 0.8 y decrece en situaciones de estrés (Krause y
Weiss, 1991). Si tal valor se encuentra por arriba del 0.8 puede significar que la planta es capaz de
adaptarse a la condicion de estrés (Mani et al, 2012). Un decremento sustancial en este valor indica
dafio en RC-PSII (Colom y Vazzana, 2003; Maxwell y Johnson 2000).

@Eo
14

=== Control

== 15 mg/I
25 mg/I

=é=50 mg/|
100 mg/I

@Po

Figura 8. Rendimientos cuanticos operacionales a 15 dias de incubacién a diferentes concentraciones de cumarina. Eficiencia cuantica
maxima de la reaccién fotoquimica primaria (@p,). Eficiencia con la que un electrén puede mover un electrén mas alla de Q. (U,).
Probabilidad de que un fotén absorbido mueva un electrén después de Q, (@¢g,)-
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Se ha estudiado el efecto del acido feldrico, en plantulas de lechuga, donde se ha observado que
reduce la eficiencia cuantica maxima al igual que del acido p-hidroxibenzoico (Hussain, 2010). A
pesar que los agentes alelopaticos actian de manera diferente en el metabolismo de las plantas, la
cumarina tiene el mismo efecto que los dos compuestos fendlicos anteriores, por lo que puede
pensarse que las repuestas son similares entre la naturaleza quimica de los metabolitos secundarios.

Zhou y You (2006) reportaron que los aleloquimicos pueden afectar significativamente el rendimiento
de tres procesos principales de la fotosintesis, estos son: el control estomatico del abastecimiento de
CO2, el transporte electrénico en tilacoides y el ciclo de reduccion del carbono. A tal lista debe
agregarse el dafio a los RC-PSII.

Cuando los valores de fluorescencia son graficados como fluorescencia relativa en el tiempo permiten
visualizar de manera dinamica la reduccién de Qa hasta Qa (Gonzélez et al, 2008). La fluorescencia
relativa se obtiene con la siguiente férmula:

_ Ft —Fo

Vt=———
Fm —Fo

En la siguiente figura (9) se puede observar que la velocidad inicial de la fluorescencia (Mo) que es el
atrapamiento de electrones a tiempo 0 por centro de reaccién, se incrementa de acuerdo a la
concentracion de cumarina usada reflejando un flujo de electrones bajo o un bloqueo parcial paso de
electrones entre Qa y Qg. El incremento en la Mo también responde al aumento de reduccion de los
centros de reaccion (RC) o bien a que los RC no puedan llevar a cabo la separacién de cargas
(Gonzélez et al, 2008). De igual forma se observa que la dinamica de Q,aumenta en la fase J a | de
acuerdo a la concentracion de cumarina, lo que refleja que el paso de electrones esta siendo
blogueado.
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Figura 9. Fluorescencia variable de Solanum tuberosum var. Tollocan.
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La gréfica construida con las diferencias valores de la fluorescencia experimental y testigo, permite
comparar a los efectos de los tratamientos en la cinética de fluorescencia (Figura 10). Es muy claro
gue el efecto de la cumarina se agudiza al aumentar la concentracion de esta en el medio.

A 15y 25 mg/l se observa el aumento de la fluorescencia principalmente en la fase J e | demostrando
gue se afecta de forma negativa (inhibicién) del transporte entre Q, Yy Qg.
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Figura 10. Fluorescencia variable relativa calculada de las diferentes concentraciones de cumarina. Se sefialan las diferentes fases de
la cinética de fluorescencia.

Se observa (Figura 10) la aparicion de la fase K a partir del tratamiento de 25 mg/l haciéndose mas
evidente en los tratamientos de altas concentraciones (50 y 100 mg/l de cumarina). Esta fase se
relaciona con la inhibiciéon del complejo liberador de oxigeno. En esta misma figura se observa que la
reoxidacion de Q, continda transfiriendo electrones a Qg, pero debido a la carencia de electrones
procedentes del complejo liberador de oxigeno, la intensidad de la fluorescencia decrece (Strasser et
al, 2004). Nétese el aumento evidente de la fluorescencia inicial (al graficarse diferencias, las
inflexiones positivas reflejan inhibiciones y las inflexiones negativas reflejan aumentos).

El indice de funcionamiento (Pl) es el pardmetro mas sensible debido a que combina criterios
estructurales (el centro de reaccién) y criterios funcionales (absorcion, rendimiento cuantico de la
fotoquimica primaria y en la eficiencia con la que un electron en la cadena transportadora de
electrones més alla de Q4" a diferencia del indice ¢p, el cual utiliza solo los valores extremos de la
fluorescencia de la clorofila.

Plaps = [ARBCS] [1 f};:Po] 1 fc‘/’o]
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Este indice disminuy6 de acuerdo a la concentracion y tiempo de incubacion. (Tabla 1). Plantas con
incremento en este indice manifiestan una mayor tasa de transporte de electrones y disipan menos
energia en forma de calor (Ripley, et al, 2004) mientras que una capacidad reducida del transporte de
electrones puede ser debido a la inactivacibn de muchos centros de reaccidén, exceso de energia
luminosa, un bajo rendimiento cuéntico del PSIl o un bajo transporte de electrones después de Qa
(Goncalves et al, 2007), en este caso, observamos que el indice de Pl disminuyé debido
principalmente a una tasa baja de transporte de electrones més alla de Qa.

Tratamiento PIABS
Control 67.22 £15.37
15 mg/l 45.35+£19.27
25 mgl/l 11.57+£5.27
50 mgl/l 0.06£1.05
100 mg/l 0.31+0.41

Cuadro 1. Valores del indice de funcionamiento del PSIl a 15 dias de medicion en las diferentes concentraciones de cumarina.

El indice ABS/RC indica la absorcion del flujo foténico por centro de reaccién. Se refiere a la energia
absorbida por las moléculas de clorofila en la antena del PSIl en relacién a la cantidad de centros
activos (Strasser et al, 2000), es influenciado por la proporcion de centros de reaccion
activos/inactivos.

Se observa (Figura 11) que el indice aumenté de acuerdo a la concentracion de cumarina, las
concentraciones bajas, 15 y 25 mg/l, aumentaron 15 y 59.14% respectivamente, estos incrementos
fueron relativamente pequefios comparados con los registrados en las concentraciones altas de
cumarina, asi, el efecto mas alto se observé en la concentracion de 50 mg/l que fue del 698.77% y
en 100 mg/l de cumarina el aumento fue de 458.38% mas que el control.

En incremento en este indice es causado por la reduccion de centros de reaccion activos. Castro et
al, 2011, observo en hojas de papaya que el incremento de ABS/RC se relaciona con la degradacién
de clorofilas en papaya. Ademas, el indice ABS/RC demuestra la medida de la antena del PSII
(Kriiger et al, 1997) esto es la cantidad de clorofila absorbente por centro de reaccién completamente
activos (Strasser et al, 2004). Torres et al, 2001, citado por Castro et al 2011, reportaron que el
aumento del indice responde al incremento de la medida de la antena relacionado a la reduccion de
la concentracion de clorofila en hojas. Sin embargo, un aumento de ABS/RC con una disminucién de
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®ro, COMO lo encontrado en la presente investigacion, indica que la antena no estd aumentando, sino
que los centros de reaccion se inactivan, convirtiéndose en disipadores de calor, por este motivo, la
energia absorbida por los centros de reaccién activos aumenta, aun cuando su eficiencia cuantica
para la fotoquimica primaria disminuye conforme aumenta la concentracion de cumarina en el medio
de cultivo. Por otro lado, Strasser et al, 2000 reportan que el indice RC/CSo mide la cantidad de
centros de reaccion activos o funcionales del fotosistema Il, lo cual confirma el resultado antes
mencionado.

B ABS/RC

W RC/CSo

Control 15 mg/| 25 mg/I 50 mg/I 100 mg/I

Figura 11. indices de absorcién por centros de reaccion (ABS/RC) y de centros de reaccién activos por area de emisién (RC/CSo) de las
plantas de papa in vitro a 15 dias de ser incubadas a diferentes concentraciones de cumarina.

Concentracién y proporcion de clorofila ay b.

La concentracion de mg de clorofila a por gramo fresco de tejido (Figura 12) mostré diferencias
significativas (p> 0.0018) en relacién a la presencia de cumarina en el medio (ver anexo lll).

A los 7 dias, la medicién solo fue posible determinar en las plantulas del grupo control y de los
tratamientos con 15 y 25 mg/l de cumarina. Estos tratamientos tuvieron diferencias significativas en
una disminucién en relacion al control del 16.05 y 18.75% respectivamente.

A los 15 dias se puede observar el efecto de todas las concentraciones usadas en este trabajo,
donde se observo que la disminucion de clorofila a fue de 83% para la concentracién de 15mg/l de
cumarina, 77.3% en 25 mg/l de cumarina, 73.5% en 50 mg/l y 95% en 100 mg/l de cumarina. Este
resultado confirma el aumento registrado de F, en el andlisis de fluorescencia, debido a que los
cambios de clorofila estan relacionados con cambios en los complejos antena (Perales, 2001).
Ademas, se ha reportado que la reduccién del contenido de clorofila esta asociado a una disminucion
de asimilacion fotosintética (Bettaieb et al, 2008) en hojas de gladiola y en hojas de papa (Mehovachi,
2004).
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A los 21 dias la disminucién de clorofila fue proporcional al aumento de cumarina en el medio, se
registré la disminucion de un 75.4, 84.7 y 88.2% en 15, 25 y 50 mg/l de cumarina respectivamente.
No fue posible medir la concentracién de clorofilas de las plantulas incubadas en 100 mg/l de
cumarina debido a que murieron antes de la fecha de medicion.

m 0 mg/l

H 15 mg/l

25 mg/l

50 mg/I
H 100 mg/I

7 dias 15 dias 21 dias 30 dias

Dias de tratamiento

Figura 12. Concentracion de miligramos de clorofila a por gramo de peso fresco del vastago. Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes a=0.05 n=5

Al analizar la concentracién de clorofila b se encontr6 un comportamiento similar, con tendencia a
disminuir (Figura 13). De igual forma los tratamientos presentaron diferencias significativas (p>0.003).
Por lo que se enfoco el andlisis a los 15 dias de medicion.

Se observa que el tratamiento de 15 mg/l a los 15 dias de incubacién tuvo una disminucién de
clorofila b del 84.8%, en la concentracion de 25 mg/l la disminucién de clorofila b fue de 83.5%,
mientras que a 50 y 100 mg/l de cumarina fue de 75.5% y 93.2% que resultaron ser las
disminuciones mas diferentes con respecto al control.

La cinética de sintesis de la clorofila mostré un comportamiento similar al descrito por Hernandez y
colaboradores (2003), donde se indicé que hay posible perturbacion en la membrana del tilacoide a
nivel de LHCII por la disminucion del atrapamiento del flujo de la antena al RC, este efecto también se
ve reflejado en el modelo de la hoja generado por el analisis de la fluorescencia.

Por otro lado, la relacién de clorofila a/b (Figura 14) mostré diferencias significativas (p>0.01) en
debido a los tratamientos. Se pueden observar dos efectos, los causados por las concentraciones
“bajas” de cumarina (15 y 25 mg/l) que no provocan disminuciones significativas con respecto al
control en el indice de clorofila a/b. Lo anterior refleja un posible proceso de feofitinizacion.
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Efecto de la cumarina 1,2 benzopirona en el crecimiento de papa So/anum tuberosum var. Tollocan /n vifro.

0.4
0.35
0.3
w 0.25 HO0mg/l
;‘2 0.2 m 15 mg/I
E 0.15 25 mg/l
0.1 M50 mg/l
0.05 100 mg/I

7 dias 15 dias 21 dias 30 dias
Dias de tratamiento

Figura 13. Concentracion de miligramos de clorofila b por gramo de peso fresco del vastago. Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes a=0.05 n=5.

Se observa (Figura 14) que los tratamientos de 50 y 100 mg/l provocaron las diferencias mas
acusadas. De acuerdo con Anderson (1986), el incremento en la relacion Chla/Chlb es inversamente
proporcional al grado de apilamiento del cloroplasto y el grado de apilamiento es inversamente
proporcional a la relacion fotosistema I/ll. En este experimento, observamos la disminucion de la
relacién a/b, por lo que aumenta el grado de apilamiento y por lo tanto disminuye la relacion de
fotosistemas I/ll presentes (Perales, 2001). Se asocia el PSIl a zonas apiladas y el PSI, citocromo b/f
y el complejo ATPasa a zonas no apiladas. Sin embargo, los cambios de proporciones no
necesariamente significan una disminucion en la eficiencia fotoquimica de PSII (Anderson, 1986).

m 0 mg/l

H 15 mg/I

m 25 mg/l
H 50 mg/l
100 mg/I

7 dias 15 dias 21 dias 30 dias
Dias de tratamiento

Figura 14. Proporcion de clorofila a y clorofila b por gramo de peso fresco del vastago. Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes a=0.05 n=5.
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Conclusiones

e El crecimiento de raices disminuy6 de forma proporcional a la concentracion de cumarina 1,2
benzopirona en el medio y al tiempo de exposicion. Se observo un retraso en la formacion de
raices en concentraciones bajas de cumarina (15 y 25 mg/l).

e La cumarina se traslocé al vastago sin ser transformada aparentemente y se acumuld
preferentemente en éste.

e La cumarina presente en el medio no indujo por si sola la tuberizacion de papa Solanum
tuberosum L. var. Tollocan in vitro.

e La presencia de cumarina disminuy6 la cantidad de clorofilas en la antena del fotosistema lI,
disminuyé la capacidad de transferencia de energia de la antena al centro de reaccién y fue
capaz de inactivarlos.

e A concentraciones bajas (15 y 25 mg/l) se disminuy6 el paso de electrones de Quinona A a
Quinona B, mientras que a concentraciones altas (50 y 100 mg/l) el dafio fue principalmente
en el complejo liberador de oxigeno.

e Lasintesis de clorofila a 'y b disminuy6 de acuerdo al aumento de la concentracion de

cumarina en el medio. Sin embargo, la relacién a/b se mantuvo constante en concentraciones
bajas.
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Anexo 1

Medio de propagacion MS62 ajustado a papa Tollocan.

Solucion A de elementos mayores

Compuesto Formula Gramos por litro
Sulfato de magnesio MgSO,¢7H,0 3.7
Fosfato de potasio KH,PO, 1.7
Cloruro de calcio CaCl,*2H,0 4.4
Nitrato de potasio KNO; 19.0
Nitrato de amonio NH4NO; 16.5

Verter los compuestos en orden en 600 ml de agua destilada agitando constantemente. Esperar a

gue se disuelva el compuesto inicial para agregar el siguiente. Finalmente, aforar a 1 L. Guardar en

frio.

Solucion B de elementos menores

Compuesto Férmula Miligramos por litro
Acido bérico H3BO3 620
Sulfato de manganeso MnS04+4H20 2000
Sulfato de zinc ZnS047H20 830
loduro de potasio KI 83
Molibdato de sodio Na2Mo0O42H20 25 ml*
Sulfato de cobre CuS04.5H20 2.5 ml*
Cloruro de cobalto CoCl2¢6H20 2.5 mi*

*Preparar solucion stock (100 mg. de compuesto en 100 ml. de agua destilada) y tomar alicuota de la

cantidad sefalada.

Seguir el mismo procedimiento de la preparacion de la solucion A.
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Solucion C

Compuesto Formula Miligramos por litro
Sal de sodio del acido Na;EDTA 373
etilendiaminotetraacético
Sulfato de hierro FeS04¢7H,0 278*

Para preparar el medio finalmente, se vierte un poco de agua en un vaso 600 ml. de agua destilada y

se agrega en orden (A, B y luego C) agitando constantemente:

100 ml. de solucién A, 10 ml. de soluciéon B y 10 ml. de solucién C. Posteriormente, agregar la parte

organica.

Pate organica

Compuesto

Tiamina HCI* 0.4 mg/l

Myo-Inositol 100 mg.
Sacarosa 60 g.

*Realizar solucién stock de 1mg/ml con agua destilada.

Cuando estén todas las sales disueltas, aforar a 1 | con agua destilada y ajustar el pH. A 5.8.

Después agregar 8g de agar y disolverlo calentando el medio.

Verter el medio en los tubos y esterilizarlos a 120°C y 15 Ib. de presién por 15 minutos.
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Anexo I1

Prueba estadisticas paramétrica del indice raiz/vastago obtenidas con el programa SAS v 9.0 y con prueba de
Diferencia minima honesta significativa de Tukey:

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-valor Pr > F
Modelo 18 22.56186046 1.25343669 15.78 <.0001
Error 76 6.03607533 0.07942204
Total correcto 94 28.59793579
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE y Media
0.788933 46.58729 0.281819 0.604927

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
t 3 12.99917805 4.33305935 54.56 <.0001
b 4 2.95194375 0.73798594 9.29 <.0001
t*b 11 6.61073866 0.60097624 7.57 <.0001
cotb 18 22.56186046 1.25343669 15.78 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para tratamientos

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.92008 25 2
A 0.84072 20 1
A 0.70606 25 3
B 0.00000 25 4
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para bloques

Tukey Agrupamiento Media N b
A 0.83159 20 3

A 0.73498 20 1

B A 0.60709 20 4

B 0.46582 15 5

B 0.35038 20 2

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para combinacién tratamiento bloque

Tukey Agrupamiento Media N cotb

A 1.4119 5 33

B A 1.2483 5 11

B A C 1.1583 5 24

B A C 1.1267 5 31

B D A C 1.0418 5 22

B D A C 1.0291 5 13

E B D A C 0.9500 5 25
E B D A C 0.8854 5 23
E B D C 0.7258 5 14
E D F C 0.5650 5 21
E D F C 0.5443 5 34
E D F 0.4475 5 35
E F 0.3597 5 12
F 0.0000 5 32

F 0.0000 5 41

F 0.0000 5 42

F 0.0000 5 43

F 0.0000 5 44

[ =)



F 0.0000 5 45

Comparacién de medias para la interaccién Tratamiento*Bloque

Agrupamiento Media T*B
A 1.41188479 T1B2
A 1.24827012 T4B1
A 1.15827472 T2B4
A 1.12666261 T2B2
A 1.04178514 T4B2
A 1.02910532 T3B1
A 0.95001163 T1B4
A 0.8853528 T1B3
B 0.5649786 T3B2
B 0.54430789 T2B1
B 0.44746202 T3B4
B 0.35974414 T1B1
B 0.29363385 T3B3
B 0 T2B3
B 0 T4B3
B 0 T4B4
B 0 T5B1
B 0 T5B2
B 0 T5B3
B 0 T5B4
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Anexo II1

Pruebas estadisticas para la concentracidn de clorofilas obtenidas con el programa SAS v 9.0:

Clorofila a Kruskal-Wallis

Tests para normalidad Chla

Test --Estadistico--  ----- P-valor------
Shapiro-Wilk #11 X 0.735861 Pr < W <0.0001
Kolmogorov-Smirnov D 0.27079 Pr > D <0.0100
Cramer-von Mises W-Sq 0.400218 Pr > W-Sq <0.0050
Anderson-Darling A-Sq 2.360465 Pr > A-Sq <0.0050

Procedimiento GLM

Variable dependiente: rany Rango para la variable y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 9 489.9333333 54.4370370 6.28 0.0058
Error 9 78.0666667 8.6740741
Total correcto 18 568.0000000
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE rany Media
0.862559 29.45178 2.945178 10.00000

Cuadrado de

Fuente DF Tipo I SS la media F-valor Pr > F

Tratamiento 4 369.8333333 92.4583333 10.66 0.0018

Dias 1 104.7272727 104.7272727 12.07 0.0070

T*D 4 15.3727273 3.8431818 0.44 0.7751
[ =)



Medias de cuadrados minimos para el efecto t
t para HO: LSMean(i)=LSMean(j) / Pr > |t]|

i/j 1

2 -2.42518
0.0383
3 -3.00501
0.0148
4 -4.47979
0.0015
5 -5.66567
0.0003

Test

Shapiro-Wilk

Variable dependiente: rany

2

2.425185
0.0383

-0.57983
0.5763
-2.0546
0.0701
-3.57045
0.0060

3 4 5

3.005011 4.479786 5.665673

0.0148 0.0015 0.0003

0.579826 2.054601 3.570449

0.5763 0.0701 0.0060

1.474775 3.069511

0.1744 0.0134

-1.47477 1.795388

0.1744 0.1062
-3.06951 -1.79539
0.0134 0.1062

Cloroflila b Kruskal-Wallis

Tests para normalidad Chlb

--Estadistico--  ----- P-valor------
#11 X 0.691351 Pr w <0.0001
0.32595 Pr >1D <0.0100

Kolmogorov-Smirnov D

Cramer-von Mises
Anderson-Darling

W-
A-

Sq 0.530184  Pr
Sq 2.820756  Pr

W-Sq <0.0050
A-Sq <0.0050

V V.V A

Procedimiento GLM

Variable dependiente: rany Rango para la variable y

Fuente

Modelo

Error

Total correcto

R-cuadrado

0.882652

Suma de Cuadrado de

DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
9 582.5500000 64.7277778 8.36 0.0013
10 77.4500000 7.7450000
19 660.0000000

Coef Var Raiz MSE rany Media

26.50461 2.782984 10.50000

[ o)



Fuente

Tratamiento

Dias
T*D

i/j

Fuente

Modelo

Cuadrado de

DF Tipo I SS la media F-Valor P
4 458.1250000 114.5312500 14.79 0
1 90.2500000 90.2500000 11.65 0
4 34.1750000 8.5437500 1.10 0
Medias de cuadrados minimos para el efecto t
t para HO: LSMean(i)=LSMean(j) / Pr > |t]|
Variable dependiente: rany
1 2 3 4 5
2.159699 2.413781 4.891083 7.050782
0.0561 0.0364 0.0006 <.0001
-2.1597 0.254082 2.731384 4.891083
0.0561 0.8046 0.0211 0.0006
-2.41378 -0.25408 2.477302 4.637001
0.0364 0.8046 0.0327 0.0009
-4.89108 -2.73138 -2.4773 2.159699
0.0006 0.0211 0.0327 0.0561
-7.05078 -4.89108 -4.637 -2.1597
<.0001 0.0006 0.0009 0.0561
Relacién Chla/Chlb ANOVA Bloques
Tests para normalidad
Test --Estadistico--  ----- P-valor------
Shapiro-Wilk #11 X 0.919097 Pr < W 0.0558
Kolmogorov-Smirnov D 0.179025 Pr > D 0.0453
Cramer-von Mises W-Sq 0.092742 Pr > W-Sqg 0.1359
Anderson-Darling A-Sq 0.655919 Pr > A-Sq 0.0802
Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: chlab
Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F-Valor
18 20.11798711 1.11766595 4.55

r>F
.0003

.0066
.4070

Pr > F

0.0507
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Error 5 1.22889339 0.24577868

Total correcto 23 21.34688051
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Chla/Chlb Media
0.942432 25.84929 0.495761 1.917889
Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-valor Pr > F
Dias 3 0.44189879 0.14729960 0.60 0.6427
Tratamientos 4 10.38146119 2.59536530 10.56 0.0118
Dias*Tratamientos 11 9.29462714 0.84496610 3.44 0.0918

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Chla/Chlb

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 5
Error de cuadrado medio 0.245779
Valor critico del rango estudentizado 5.67312
Diferencia significativa minima 1.2889
Media arménica de tamafo de celdas 4.761905

NOTA: Los tamanos de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tratamiento
A 2.3852 5 1
A 2.3775 5 2
A 2.3161 5 3
B A 1.6589 5 4
B 0.5851 4 5
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