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ABREVIATURAS

ABA: acido abscisico

ACC: acido 1-amino-ciclopropano-1-carboxilico
AlA: acido indol 3, acético

BA: benciladenina

AcOH: acido acético

CA: acido curcubico

CCC: 2-cloro-etiltrimetil cloruro de amonio
DC: dia corto

DL: dia largo

EtoAc: acetato de etilo

GAs: giberelinas

GC-MS: cromatografia gaseosa y espectrometria de masa
HPLC: cromatografia liquida de alta presion
JA: acido jasménico

LA: acido linolénico

MeJA: metil jasmonico

MeOH: metanol

MS: medio Murashige-Skoog

MTs: microtubulos

OC: oscuridad continua

PDA: acido fitodienoico

PF: peso fresco

PS: peso seco

TA: acido tuberénico

TAG: glucésido del acido tuberénico
SHAM: acido salicil-hidroxamico

UNZ: uniconazol



RESUMEN

La tuberizacion es un evento morfogénico complejo regulado por factores externos
como el fotoperiodo y la temperatura, y por factores internos como las fitohormonas.

Para abordar el estudio de la estolonizacién y tuberizacion en plantas de Solanum
tuberosum L. cv. Spunta se llevaron a cabo experimentos para conocer las relaciones
hormonales endégenas entre giberelinas y jasmonatos a lo largo de las diferentes
etapas de la ontogenia de la planta; asi como también se analizé el efecto de los
mencionados reguladores aplicados exégenamente sobre el proceso de tuberizacion.

Los resultados indican la existencia de un balance hormonal endégeno que regula
el proceso de tuberizacién. En las etapas tempranas del crecimiento de la planta, las
concentraciones endégenas de giberelinas determinadas en raices impedirian la
tuberizacion. Este hecho fue posteriormente corroborado mediante aplicaciones
exdgenas de reguladores del crecimiento a estacas uninodales de papa cultivadas in
vitro, en presencia y ausencia de sistema radical. Las estacas enraizadas tratadas con
acido jasmonico retardaron la tuberizacién debido al aporte de giberelinas por estos
organos, y uniconazol, inhibidor de la biosintesis de giberelinas, revirtié este efecto.

Con el avance del crecimiento de la planta los niveles de jasmonatos aumentan
modificando el balance interno en las raices, lo que sugiere que estos drganos serian
importantes reguladores en la formacién de los tubérculos.

A diferencia de lo que ocurre en raices, los niveles de acido jasmoénico en follaje
disminuyen con la ontogenia. Esta disminucién podria estar causada por un transporte
basipeto de este compuesto, ya que si el acido jasmoénico no es metabolizado a sus
formas solubles y transportado a otras partes de la planta podria desencadenar
respuestas de defensa.

En estolones se observaron dos pulsos hormonales de acido jasmoénico, uno de
ellos ocurriendo al inicio de la estolonizacién y que estaria involucrando a este
regulador en la orientacién de los microtibulos corticales originando el posterior
ensanchamiento de la regién subapical; y un segundo pulso de acido jasmonico que
determinaria el agrandamiento celular en el tejido parenquimatico.

Como pudo comprobarse en cultivo in vitro de yemas de tubérculos de papa, las
células del corpus tienen capacidad de expandirse por acciéon del acido jasménico
aplicado exdgenamente. Por otro lado tratamientos con acido jasmoénico a estacas
uninodales de papa condujo a la formacion de tubérculos de mayor peso seco bajo
condiciones fotoperiddicas de dia corto, dia largo y oscuridad continua.

Dado que las concentraciones requeridas para inducir tuberizaciéon son las mismas
que las necesarias para inducir expansion celular se presume que los altos valores
endogenos de acido jasménico encontrados en estolones al inicio de la tuberizacién
causarian in situ expansioén celular, y consecuentemente la formacién de tubérculos.
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INTRODUCCION GENERAL

La iniciacién de la tuberizaciéon estd acompanada de importantes cambios
morfolégicos y bioquimicos (Ewing, 1995). El tubérculo es la estructura
reproductiva que se origina a partir de los meristemas caulinares, y culmina con el
engrosamiento caracteristico que constituye dicho é6rgano (Trippi, 1982). Un
tubérculo de papa es un tallo modificado, con nudos (ojos), entrenudos y sus hojas
son diminutas como escamas. El eje del tubérculo es corto y ensanchado, y sus
tejidos llenos de almidén; la anatomia del tubérculo se asemeja a la de un tallo
(Ewing, 1995).

Las raices se forman en los nudos inferiores, los que dan origen a los tallios
estoloniferos de crecimiento plagiotrépico, que forman los tubérculos (Trippi, 1982).
La tuberizacibn comienza en la zona subapical del estolén, y el engrosamiento
comienza acrépetamente en los entrenudos que estaban presentes en la etapa de
iniciaciéon. Al mismo tiempo que ocurre el engrosamiento, la actividad del meristema
en el apice del estolén cesa. La acumulacién de almidén comienza en una etapa
muy temprana de la ontogenia del tubérculo (Ewing, 1995). El tubérculo se forma
gracias al crecimiento de la peridermis, corteza, cilindro vascular, zona perimedular
y médula (Gregory, 1956).

En Solanum tuberosum L. los tubérculos se forman sobre los estolones
subterraneos, aunque experimentalmente pueden formarse sobre tallos aéreos. En
condiciones inusuales pueden formarse tubérculos sobre el suelo, especialmente
en las yemas axilares, cualquier yema o apice de tallo ademas de los estolones
pueden tuberizar bajo las condiciones apropiadas. Por ejemplo, las yemas axilares

de estacas desarrollan tubérculos si ellas son colocadas bajo tierra (Ewing, 1995).

Control de la tuberizacion

Ambiente

El factor ambiental mas estudiado es el fotoperiodo. Es sabido que noches
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largas favorecen la induccidn de la tuberizacién; con lo que respecta a la formacién
de tubérculos, las papas son plantas de requerimientos de dia corto.
Presumiblemente la respuesta a la tuberizacion este mediada por el fitocromo, ya
que 5 minutos de luz roja interrumpiendo el periodo de oscuridad se redujo la
tuberizacion, y el rojo lejano tiende a revertir el efecto de la luz roja (Ewing, 1995).

La temperatura tiene un pronunciado efecto en los niveles de induccion de la
tuberizacién. Temperaturas frias (noches de menos 20°C) favorecen la tuberizacién
(Ewing, 1995). Los brotes cultivados in vifro a una temperatura de 17°C tuberizan
antes que a 26°C (Claver, 1967). El efecto de la temperatura y el fotoperiodo
depende de la irradiancia bajo la cual la planta esta creciendo. Efectos de dias
largos o altas temperaturas son exagerados a bajos niveles de irradiancia (Ewing,
1995). Existen pocos antecedentes sobre la intensidad de la luz en la regulacién de
la tuberizacion; Claver y Montaldi (1976) sefialaron que intensidades de 80 uW cm?
determinan la formacion de tubérculos, y que altas intensidades (8000 yW cm?)
determinan una reversion del fenomeno y reorientacion de la morfogénesis del
crecimiento vegetativo.

Un cuarto factor ambiental que afecta la tuberizacién es la disponibilidad de
nitrbgeno por la planta. Altas concentraciones de fertilizantes nitrogenados
aplicadas al suelo reducen la tuberizaciéon. En condiciones de hidroponia nitrégeno
se produce inmediatamente tuberizacion en los estolones; adicion de nitrégeno

nuevamente puede causar la reversion del tubérculo a estolén (Ewing, 1995).
Edad del tubérculo madre

A pesar de que las plantas de papa pueden propagarse mediante semillas,
comunmente suelen crecer de tubérculos. La condicién fisioldgica de los tubérculos
plantados influyen sobre la respuesta de la planta al medio ambiente. Tubérculos
plantados inmediatamente superado el periodo de dormicién producen plantas
cuya tuberizacién es mas temprana que aquellas que se desarrollaron de
tubérculos viejos. Tubérculos que son extremadamente viejos, debido a un
almacenamiento prolongado a bajas o célidas temperaturas no desarrollan brotes

normales. Por lo que los tubérculos se forman en los ojos (Ewing, 1995).
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La edad de la planta madre tiene una importante accion reguladora, por
cuanto la capacidad de las estacas para tuberizar aumenta con la edad de las
plantas, con disminucion de las exigencias fotoperiddicas y desarrollando la

capacidad de tuberizar en oscuridad (Esashi, 1963).

Genética

Hay una gran diferencia genética entre las plantas de papa en respuesta a al
ambiente. Variedades adaptadas a condiciones fotoperiodicas de 12 hs vy
temperaturas frias son clasificadas como Solanum tuberosum L. ssp. andigena.
Cuando crecen a altas temperaturas o en tierras bajas de los trépicos, o dias largos
de verano en zonas templadas, las papas Andigenas tuberizan débilmente. Las
papas adaptadas al verano en las zonas templadas (las papas de Chile, Europa y
Ameérica del Norte) son clasificadas como Solanum tuberosum ssp. tuberosum. Las
papas tuberosum tienen baja produccién en las tierras tropicales debido a que la
tuberizaciéon es gatillada muy temprano e intensamente por temperaturas bajas y
dias cortos, en consecuencia hay un desarrollo del tallo muy pequefio como para
soportar la buena produccién de tubérculos. Ademas existen diferencias genéticas

sustanciales en respuesta al fotoperiodo dentro de cada grupo (Ewing, 1995).
Area de la Hoja

Otro factor en la tuberizacion es el tamano de la planta. Cuando las
condiciones genéticas y ambientales son favorables para la tuberizacién, los
tubérculos se pueden formar en plantas muy pequenas (Ewing, 1995). Por ejemplo,
plantas de (tuberosum crecidas de semillas tuberizan sélo cuando se ha
desarrollado una hoja por encima de los cotiledones, especialmente si el
fotoperiodo es corto. En el otro extremo, plantas andigenas pueden crecer por mas
de seis meses sin tuberizar si se las expone a fotoperiodos iargos. Estos no son
particularmente estados del desarrollo que coincidan con la tuberizacién. De todos
modos experimentos con estacas con diferentes areas de hojas demostraron que

cuando las condiciones son iguales, estacas con hojas grandes tuberizan mas que
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aquellas con areas chicas. Si las condiciones ambientales son favorables para la
tuberizacién puede entonces depender del area de la hoja de la planta (Ewing,
1995).

Carbohidratos

Existen algunas razones para pensar que la acumulacién durante el dia de
fotoasimilados en las hojas juegan un papel en la induccién de la tuberizacion. La
tuberizacién in vitro es muy sensible a la concentracién de sacarosa, y esto no es
simplemente un efecto osmético (Gregory, 1956). Ni glucosa, ni fructuosa son tan
efectivos como sacarosa en el requerimiento de azucar. Del mismo modo
cualquiera de las dos es superior a la sacarosa en promover crecimiento de tallo in
vitro (Ewing, 1985). La transferencia a fotoperiodos cortos incrementa la
acumulacién diurna de almidén en las hojas de papa (Chatterton y Silvius, 1980) y
la acumulacion de almidén continGa igual luego de que se establece un fuerte
descenso hacia el tuberculo que demanda fotoasimilados (Lorenzen y Ewing,
1990). Plantas transgénicas que contienen un gen invertasa de levadura expresado
en el apoplasto de hoja mostraron solo una pequefia reduccién en el contenido de
almidén de las hojas durante la noche, presumiblemente debido a que muy poca
sacarosa , la Gnica forma en el que el carbohidrato es transportado al tubérculo
(Heineke et al., 1992; Oparka, 1986), estaba disponible para ser exportada via tubo
criboso (Heineke et al,1992). Todo esto presenta la posibilidad de que cuando las
plantas normales son inducidas, aumentan los niveles de sacarosa transportados
desde hojas durante la noche a los apices del estolén y contribuye a la iniciacién de
la tuberizacion (Ewing, 1995).

Aunque analisis de sacarosa y azucares reductores de apices de estolones
de Solanum demissum no sustentan esta hipdtesis de que la acumulaciéon de
sacarosa en el apice del estoléon contribuye al inicio de la tuberizacién (Vreugdenhil
y Helder, 1991), hay problemas en identificar en plantas intactas cuales son los
apices de estolones que estan justo en el limite de tuberizaciéon. Bajo fuerte
induccidn, no todos los apices estan destinados a convertirse en tubérculos, y es

imposible predecir cuales se ensancharan y cuando ocurrird. Obviamente, para el
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tiempo en el que el ensanchamiento es visible es demasiado tarde para analizar los
cambios ocurridos en el primer estadio de la tuberizacién. Para resolver este
problema Vreugdenhil y Helder (1991) midieron contenido de azucar versus
contenido de almidén, tomando el Ultimo valor como un indicador del estado de
tuberizacién. El nivel de sacarosa no cambié a medida que el contenido de
almidén se fue incrementando en el estolén, y los niveles de glucosa y fructuosa
decrecieron. Aparentemente hay una mayor disminucion de fructuosa que de
glucosa al mismo tiempo que el almidén en el apice del estolon aumenta un 9 % del
peso seco (Vreugdenhil y Helder, 1991).

Genes de la sintesis de patatina e inhibidor de proteinasa I, dos proteinas
que parecen estar intimamente asociadas a la tuberizacién, son activadas por la
exposicion del tejido de hoja de papa a altas concentraciones de sacarosa (Park,
1990; Sanches-Serrano et al., 1990). De todos modos, la hipotesis de que la
expresion de estas dos proteinas de almacenamiento son inducidas por el aumento
de la concentracion de sacarosa no esta sustentada por la evidencia de plantas
transgénicas en donde |a sintesis de almidén es inhibida (Ewing, 1995).

En conclusién, la evidencia de la funcién que juega la acumulacion de
carbohidratos en inicio de tuberizacién es aun confusa. Un incremento diurno de
almidén en hoja puede ser medido dentro de los dos dias después de haber
colocado la planta a condiciones inductivas. El almidén es degradado a la noche y
exportado como sacarosa, sin embargo el andlisis de plantas salvajes no han
demostrado una acumulacién de sacarosa en el extremo del estolén asociado con

la acumulacién de almidén en tubérculo (Ewing, 1995).

Reguladores del crecimiento

El proceso de tuberizacion parece estar regulado por la accién combinada
de diferentes fitohormonas (Koda, 1997). Una disminucién en los niveles de
giberelinas es un prerrequisisto para la tuberizacién (Okasawa, 1960; Koda vy
Okasawa, 1983). Los jasmonatos pueden causar el cese de la elongacion del
estolon e induce el ensanchamiento de la regién subapical del mismo. Las

citocininas, que se acumulan en la region ensanchada (Koda, 1982, Koda vy
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Okasawa, 1983), parecen inducir el crecimiento vigoroso debido a la division
celular. Por otro lado ABA, el cual se incrementa continuamente durante la
tuberizaciéon (Koda y Okasawa, 1983) parece inducir la dormicién de los

meristemas apicales.

Giberelinas

Las GAs son una familia de compuestos acidos diterpenos tetraciclicos con
un sistema anular ent-giberelano (Fig. 1). Existen dos tipos de GAs, las Cyo-GAs
que tienen 20 atomos de carbono y las C1g-GAs en las cuales se pierde el carbono
veinte (Sponcel, 1995). Hasta el momento se conocen 116 giberelinas. Por

convencion las giberelinas endégenas fueron numeradas de GAj ;3. siguiendo el

orden de su descubrimiento (MacMillan y Takahashi, 1968).

Presencia de giberelinas en plantas

Las giberelinas en un principio fueron aisladas del hongo Gibberella fujikuroi,
en el que desempefan un papel de metabolitos secundarios. Actualmente se
conoce que se encuentran en diversas especies de hongos, en algunos helechos,
en Gimnospermas y Angiospermas (Sponcel, 1995). De las 116 giberelinas
conocidas 85 han sido identificadas solo en plantas superiores, 12 sélo estan
presentes en Gibberella y muchas de ellas se encuentran presente en ambos.
Como ocurre con Gibberella una especie de Angiosperma sola puede poseer

muchas giberelinas diferentes (Sponcel, 1995).

Relacion estructura/actividad

Existen numerosas variaciones en la estructura de las giberelinas: diferentes
estados de oxidacién del C-20, presencia de grupos metil (CH3), hidroximetil
(CH20H), aldehido (CHO) o acido carboxilico (COOH). Grupos funcionales pueden
adicionarse al esqueleto giberelano, especiaimente a C1-GAs. Es frecuente la
insercién de grupos hidroxi (OH) dentro del anillo y menos comunes son los

sustituyentes epoxi (>O) y cetona (=0O). La posicion y la esteroquimica de los

7
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grupos funcionales es muy importante. Takahashi et al. (1986) resumen la relacion

estructura/actividad de las giberelinas como sigue:

1. Las GAs que tienen una estructura Cg tales como GA3, GA7, GA3gy GA3z o la
pérdida de la doble ligadura entre C-1,2 tal como GA¢ y GA4 muestran muy alta
actividad biolégica.

2. Las GAs con un grupo hidroxilo en el C-2, tales como GAg, GAzg, GA3z4 Y GA4o
muestran muy poca actividad.

3. Las GAs-Cyg muestran baja actividad respecto a las Cg; esto se debe a que las
primeras son precursores biosintéticos de las C4g y muestran actividad luego de
su conversién a GAs-Cqg.

4. Las giberelinas que poseen grupos carboxilicos en el C-4, C-6 y C-10, tales
como GA13, GA17, GA25  GAzg y GA3zg muestran una actividad extremadamente
baja. Estas giberelinas tricarboxilicas son consideradas productos finales y no

son convertidas a GAs-Cg las cuales son muy activas.

Biosintesis

La biosintesis de GAs estd estructurada en tres etapas individuales
(Coolbaug, 1983; Hedden, 1983; Graebe, 1987).
1. desde acido mevalénico a acido geranil pirofosfato (GGPP) y ciclizacién de

GGPP a ent-kaureno

2. ent-kaureno a GAq,-aldehido
3. via de GA,—aldehido

En esta Ultima etapa se sintetizan las GAs activas a través de diferentes
rutas: la 13 a-hidroxilacion temprana, la 13 B-hidroxilaciéon y la no hidroxilativa. La
ruta 13 a-hidroxilacion temprana es la predominante en la mayoria de las especies

vegetales (Taldn, 1993) y comienza con la conversion de GA12 a GAs3 catalizada

por una GA 13 o-hidroxilasa (monooxigenasa P450).
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Metabolismo

La ruta metabdlica de GAs en papa es la misma que en otras especies
investigadas. Siguiendo los productos metabdlicos de [14C]GA12 y [14C]GA12-
aldehido, ocho giberelinas de la via temprana de la 13-B-hidroxilacion (GAss-
aldehido) (Oparka, 1986; Hussey y Stacey, 1984; Ewing y Struik, 1992) fueron
detectadas en los apices de tallos de Andigena indicando que esta via opera en
tallos de papa y es probablemente la via predominante (Van der Berg et al.,1994b).
De todas maneras hay evidencias que la via no hidroxilativa también funciona.
GAs¢ fue detectada (Van der Berg et al.,1994b) y GA5 ha sido informada en frutos
de papa (Jones et al., 1988).

No se encontraron diferencias en [14C]GA12 y [14C]GA12-aldehido entre
plantas crecidas a 16 hs o 10 hs de luz, lo que sugiere que el fotoperiodo no tiene
acciéon sobre la via metabdlica de GAs. Es posible que el control fotoperiodico

exista antes de la formacion de GA1,-aldehido (Zeevaart y Gage, 1993).

Efecto en la tuberizacion

Existen en la bibliografia varios intentos para medir cambios en las
hormonas enddgenas y correlacionarlas con la induccién o no de la tuberizacién de
las plantas de papa. Uno de los primeros cambios informados fue una disminuciéon
en la actividad tipo GAs (Okasawa, 1960; Railton y Wareing, 1973). Los ciclos de
dias cortos produjeron una declinacién en la actividad tipo giberelinica en extractos
de hojas de Andigena crecidas previamente bajo dia largo (Railton y Wareing,
1973).

Una baja irradiacién, que tiende a inhibir la tuberizacién, aumenta
sustancialmente las sustancias tipo GAs en hojas expuestas a DC, mientras que en
DL los niveles de estas sustancias fueron altos a pesar de los niveles de irradiacién
(Woolley y Wareing, 1972). Similarmente altas temperaturas aumentan la actividad
tipo GA de tallos, no obstante, las yemas son mas afectadas por las altas

temperaturas que las hojas. Si las plantas de papa crecen a altas temperaturas y
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las yemas son extraidas o quimicamente inhibidas, el efecto retardante de la
temperatura en la tuberizacién disminuye (Menzel, 1981).

No sélo el fotoperiodo largo, alta temperatura y baja irradiacion tienen
efectos similares en la tuberizacién, todos producen efectos en la morfologia del
tallo que son consistentes con los efectos conocidos de las GAs (Ewing y Struik,
1992).

Koda y Okasawa, (1983b); Smith y Rappaport, (1969) sefalaron una
sustancial disminucién de la actividad giberelinica durante la conversion del estolén

a tubérculo.

Jasmonatos

El acido jasménico (JA) y su metil éster (Me-JA) han sido intensamente
estudiados desde su descubrimiento hace aproximadamente treinta afios atras. Las
primeras investigaciones se centraron en la funciéon potencial en el crecimiento y
desarrollo en plantas. Experimentos realizados por Gregory (1956) y Chapman
(1958) proporcionaron evidencias de una sustancia transmisible que inducia
tuberizacién, que era producida en hojas y luego transportada a estolones donde
iniciaba tuberizacion.

Koda et al. (1988) aislaron de las hojas de plantas de papa una sustancia
especifica que inducia tuberizacién y Yoshihara et al. (1989) la identificaron como
3-ox0-2-(5’-B-D-glucopiranosiloxy-2-cis-pentyl)ciclopentano-1-acido  acético. La
sustancia es un glucésido (Fig. 2 A) y su aglicén fue denominada acido tuberénico
(Fig. 2 B). La estructura quimica del del aido tuberénico (TA) estd muy relacionada
con la del JA (Fig. 2 C).

Metil jasmoénico (Me-JA) (Fig. 2 D) fue encontrado como componente
aromatico de los aceites esenciales de Jasminium grandiflorum L. y Rosemarious
officinalis L. (Demole et al.,1962; Crabalona, 1967) y es actualmente reconocido
como uno de los ingredientes mas importantes en la industria del perfume. JA fue
aislado como un inhibidor del crecimiento del medio donde se cultivaba Lasidiplodia
theobromae Griff y Maulb. (sinénimo de Botryodiplodia theobromae Pat.) un hongo
comun tropical (Aldridge et al., 1971). Este fue el primer informe indicando que JA

tenia un efecto regulador en plantas. El acido cucurbico (CA) (Fig.2 E), el cual
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difiere de JA por poseer un grupo hidroxi en vez de oxigeno en el C3, fue aislado de
semillas de Cucurbita pepo (Fukui et al., 1977a, b).

El acido jasménico y compuestos relacionados han sido designados como
Jasmonatos, estan distribuidos en todo el reino vegetal y juegan importantes roles
en la regulacién del desarrollo de plantas. Recientemente los jasmonatos han
demostrado ser potentes inductores de la expresién génica, como por ejemplo de
los genes del inhibidor de proteinasa en plantas de tomate (Farmer and Ryan,
1990), genes de proteinas de almacenamiento en plantas de soja (Anderson, 1988)

y genes involucrados en la defensa (Gundlach et al.,1992).

Presencia de jasmonatos en plantas

Los jasmonatos han sido encontrados en una gran variedad de especies
vegetales y aparentemente en casi todos los érganos de la planta (Staswick, 1992).

Meyer et al. (1984) investigaron la presencia de JA y Me-JA en diferentes
partes de plantas utilizando distintos métodos tales como cromatografia gaseosa
(GC), espectrometria de masa (MS), cromatografia liquida de alta presion (HPLC),
radioinmunoensayos y bioensayos. El JA ha sido determinado en tejidos y érganos
de especies de Angiospermas tanto monocotiledéneas como dicotiledoneas
(Miersch et al., 1986), en Gimnospermas (Sembdner et al.,1989; 1990), asi como
también en hongos (Miersch et al., 1987; 1989; 1992; 1993).

Biosintesis

La secuencia de reacciones que convierte el acido linolénico (LA) a JA se
esquematizan en la Fig. 3. Al comienzo, la enzima lipoxigenasa cataliza la
incorporacion de O, al C43 del acido linolénico. Luego el acido 13-
hidroperoxilinolénico es transformado a un derivado del 6xido de aleno (12,13-EOT)
por la accion de la hidroperdoxido dehidrasa, asi el 6xido aleno es convertido a 12-
oxo-PDA por la aleno 6xido ciclasa. El doble anillo de 12-oxo-PDA es saturado por
una reductasa (Vick and Zimmmerman, 1987) y la reaccién produce OPC-8:).
Luego, seis carbonos son removidos del carboxil cambiado por B-oxidacion
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ocurriendo tres veces sucesivamente, y finalmente se forma el JA.
El acido tuberénico (TA) puede ser faciimente formado a partir de JA por
hidroxilacion del C-5 y por reduccién del grupo ceto al C-3 del ciclopentano a grupo

hidroxi respectivamente (Vick and Zimmmerman, 1987).

Metabolismo

La transformacion de JA aplicado exégenamente a plantulas de cebada,
tomate y papa (Meyer et al.,, 1989; Meyer et al., 1991a; Meyer et al., 1991b), asi
como también en cultivos de suspensién de células de tomate, papa (Kehlen, 1991)
y Eschscholtzia (Xia and Zenk, 1992) demostraron que la conjugacién es ademas
de otras vias metabélicas, comun en tejidos vegetales. De acuerdo a la Fig. 4 los
pasos metabdlicos mas comunes aparte de la conjugacién son la hidroxilacién del
C-11 (usualmente) o C-12 formando los derivados 11-OH o 12-OH (relacionados
con TA) y reduccion del C-6 del grupo ceto resultando en metabolitos relacionados
al acido cucurbico. Conjugacién por O-glucosilacion de los metabolitos hidroxilados
da 11-O- o 12-O-glucoésidos, o 6-O-glucésidos de estructuras relacionadas al acido
curcubico.

La conjugacion con aminoacidos de otros jasmonatos es frecuente en
plantas. En tallos de cebada se identificaron conjugados con valina, isoleucina y
leucina (Meyer et al.,, 1989; Meyer et al., 1991a; Meyer et al., 1991b). En
suspenciones celulares de tomate y papa (Kehlen, 1991) ademas de la
conjugacion con aminoacidos ocurre la conjugacion con azucares, determinandose
glucosil JA y éster gentiobisil como los mayores metabolitos. En cultivo de células
en suspensiéon de Echscholtzia, JA fue metabolizado a 11-O-3-D-glucésido de 11-
(R)-OH-JA (Xia and Zenk, 1992).

El 6-O-glucésido de acido cucurbico fue encontrado en semillas de
calabazas (Koshimizu et al., 1973) y el 12-O-B-D-glucopiranédsido del 12-O-JA, el
aglucén del acido tuberbnico ocurren como compuestos nativos en papa y
Helianthus tuberosus L. (Matsuura et al., 1993). Muchos otros aminoacidos
conjugados de JA han sido encontrados: conjugados con tirosina (Tyr), triptéfano
(Trp) y fenilalanina (Phe) en flores de haba (Brickner et al., 1988; Schmidt et al.,
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1990), con isoleucina (lle) en frutos, y conjugados de lle, leucina (Leu) y valina (Val)
en hojas jévenes de haba.

Entre los jasmonatos conjugados, los amino-conjugados son los
predominantes; estan ampliamente distribuidos y sus niveles endégenos aumentan
rapidamente en respuesta al estrés. Los conjugados O-glucésidos son un
importante grupo que tienen relevancia en la tuberizacién y por Ultimo los metil
éster conjugados son compuestos volatiles que exiben un alto potencial fisiolégico
y como moléculas sefiales entre plantas en respuesta a estrés (Sembdner et al.,
1994).

Efecto en la tuberizacion

Un compuesto relacionado al acido jasménico (JA) es la propuesta mas
reciente para un compuesto natural que contraresta el efecto de las GAs y
promueve tuberizacion (Yoshihara et al., 1992). El compuesto activo ha sido
identificado como 3-oxo-2 (5-B-D-glucopiranosiloxi-2’-z-pentenil)-ciclopentano-1-
acido acético (Koda et al., 1988). Su aglucén fue denominado TA. Primeramente se
puso énfasis en el glucésido como sustancia inductora; concentraciones por debajo
de 3x 10°M agregadas al medio de cultivo estimularon tuberizacién in vitro (Koda
et al., 1988). Los mismos autores informaron que JA y su metil éster, TA y TAG
todos mostraban similar promociéon de la tuberizacién en los bioensayos utilizados
(Koda et al., 1991a). El acido cucurbico (CA), y el metil éster de CA son también
activos pero requieren de mayor concentraciéon para obtener el mismo porcentaje
de tuberizacion (Koda et al., 1991a).

El fotoperiodo controla las enzimas hidroxilativas, las cuales convierte el JA
a compuestos glicosidados, y los hacen transportables de las hojas al estolén
donde pueden iniciar tuberizacién (Helder et al., 1993).

La tuberizacién es iniciada por la expansién celular de la regién subapical del
estolén. Takahashi et al. (1994) demostraron que JA y Me-JA inducian expansion
celular en células de tubérculos de papa pero TA y TAG no indujeron expansion

(datos informados por Koda et. al., 1997 como no publicados).
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Fig. 4. Rutas metabélicas del acido jasménico.

HIPOTESIS GENERAL DEL TRABAJO DE TESIS

La tuberizacién es regulada por un balance endégeno entre giberelinas y
jasmonatos. El aumento de los niveles endégenos de jasmonatos en estolones
durante la ontogenia induce per se la expansion de las células meristematicas y

consecuentemente la formacion del tubérculo.

OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO DE TESIS
Estudiar las relaciones enddégenas entre giberelinas y jasmonatos durante

la ontogenia de la planta de papa (Solanum tuberosum L.), y su efecto sobre la

regulacién de la tuberizacién.

17



CAPITULO |
RELACIONES HORMONALES ENDOGENAS



Capitulo |. Relaciones hormonales endégenas

INTRODUCCION

La tuberizacion es regulada en parte por factores ambientales como el
fotoperiodo y la temperatura; dias cortos y noches frias son condiciones
promotoras de la tuberizacién, mientras que dias largos retrasan el fenémeno
(Koda et al., 1988). Al respecto, estos autores afirman que la respuesta al
fotoperiodo interactua con otros factores incluyendo genotipo, niveles de nitrégeno
y edad del tubérculo madre. Los factores son recibidos por las plantas como
“estimulos”, los que luego son transformados en sefales bioquimicas las cuales
son transmitidas del sitio de percepcién a las células blanco. Las sefales son las
inductoras de diferentes cascadas metabdlicas resultando en una respuesta
fisiolégica determinada. Una de las sefales bioquimicas mas representativas son
las fitohormonas (Koda, 1992).

Numerosos estudios han demostrado que los jasmonatos y giberelinas
estan involucrados en la tuberizacion de plantas de papa pero poco se sabe de los
niveles enddégenos basales de estas hormonas en los diferentes 6rganos y de las
variaciones que puedan sufrir durante la ontogenia.

Las GAs juegan un papel importante en la iniciacién de la estolonizacion,
ademas de mantener el crecimiento diageotropico de este érgano (Tizio, 1979;
Harris, 1992). El crecimiento del estolén continia mientras las condiciones sean
desfavorables para la tuberizacién (Chapman, 1958). Pont Lezica (1970) y Railton
y Wareing (1973) obtuvieron evidencia que los niveles de giberelinas en plantas de
papa disminuian luego de ser transferidas de condiciones de DL a DC. Por otro
lado, las GAs retardan la tuberizacion; esta aseveracion es apoyada por algunos
trabajos realizados en los que se ha aplicado GAs y observado una inhibiciéon de la
tuberizacién (Tizio, 1964a,b; 1966; 1979; Vreugdenhil y Helder, 1991); o bien se ha
evaluado estimulacion de la tuberizacién mediante la aplicacion de retardantes del
crecimiento que inhiben sintesis de GAs (Guifazu et al., 1988; Abdala et al., 1995);
también por la disminucién del nivel endégeno de sustancias tipo giberelinas bajo
condiciones favorables de tuberizacion (Racca y Tizio, 1968; Railton y Wareing,

1973). El acido giberélico (GA3) y otras GAs tales como Aq, A4, As, A7 ¥y Ag han

mostrado un efecto retardante de la tuberizacién tanto en planta entera como en
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estacas foliosas (Tizio, 1964a,b; 1966; 1971), estolones cultivados in vitro y
secciones de tallos y brotes (Tizio, 1964a,b; 1966; 1971).

Tal como mencioné Guifiazu et al. (1988) el contenido de sustancias tipo
GAs en raices de estacas foliosas de papa disminuye luego de ser regadas con
CCC, provocando tuberizacion temprana. En raices de estacas controles, el
contenido de GAs fue relativamente alto y la tuberizacion se retrasé. Estos autores
sugirieron la existencia de un "factor radical", sintetizado durante el crecimiento de

las raices, que retarda tuberizacién y seria una giberelina.

Abdala et al. (1995) identificaron y cuantificaron por GC-MS GA;, iso- GA;3,
GAg, GAy y trazas de GA; como endégenas de raices de papa. Asimismo estos
autores sefalaron una dramatica disminucion de GA; enddgeno en raices tratadas

con CCC respecto a raices controles. Por lo tanto, GAz podria constituir el

hipotético "factor radical', y en consecuencia la alta concentracion (345 ng)

determinada en raices controles podria ser responsable del retraso de la
tuberizacion. Raices tratadas con CCC contenian sélo 5 ng de GA3; endégeno.

En contraste con el efecto retardante que tienen las giberelinas en la
tuberizacion, ha sido reportado la aislacion de una sustancia activa promotora de
la misma (Koda y Okasawa, 1988; Koda et al., 1988). Esta sustancia aislada de
hojas de la planta de papa fue identificada por Yoshihara et al. (1989) como 3-oxo-
2-(5'3-D-glucopiranésido-2-cis-pentenil)  cyclopentano-1-acido  acético. La
sustancia es un glucésido y su aglucén (12-OH-JA) fue denominado acido
tuberdnico (TA) el cual esta estrechamente relacionado al acido jasménico (JA). JA
posee una fuerte actividad inductora de tuberizacion en ausencia del sistema
radical (Koda et al., 1991). Se ha encontrado también que la tuberizaciéon en
plantas de batata (Dioscorea batatas Decne.) es controlada por JA (Koda y Kikuta,
1991) asi también como en Helianthus tuberosus L. (Yoshihara et al., 1992), lo
que indicaria que JA estaria involucrado en la tuberizacién de variadas especies.

El acido jasmoénico ha sido encontrado en todas las plantas superiores
examinadas y en general se estima que se encuentra presente en
concentraciones menores a 10 uM (Mason et al., 1992). Los niveles de JA en los

tejidos vegetales varia en funcion al tipo de tejido, desarrollo y estimulos externos
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(Sembdner y Parthier, 1993; Koda, 1992).

Los niveles mas altos han sido informados en flores y en tejidos
reproductivos, mientras que niveles mas bajos se encuentran en raices y hojas
maduras (Creelman y Mullet, 1995). En semillas y plantulas de soja, los niveles de
JA son mayores en los tejidos jévenes (Creelman y Mullet, 1995).

Koda (1997) informé que el nivel de JA en hojas de papa puede ser menor
a 4 ng x g PF al tiempo de comenzar la tuberizacion en plantas crecidas a campo.

Nuestro grupo de trabajo identificé y cuantificé acido jasménico por RIA y
GC-MS en diferentes 6rganos (hojas, raices, estolones y peridermis de tubérculos)
de la planta de papa. Las concentraciones mas altas de JA endégeno fue
determinada en estolones antes del inicio de la tuberizacién. En follaje de papa en
etapa de crecimiento se determin6 un contenido endégeno de 14 ng x g™ PF de JA
y cabe sefalar que en este trabajo el estandar interno se adicioné posterior a la
extraccion y purificacion, por lo que es de suponer que los niveles enddégenos son
aun mayores (Abdala et al., 1996).

Ademas de la forma libre muchos amino-(S) conjugados endégenos de JA
han sido encontrados: tirosina (Tyr), triptéfano (Trp), y fenilalanina (Phe) en flores
de haba (Briickner et al., 1988), isoleucina (lle) en frutos asi también como leucina
(Leu) y valina (Val) en hojas jovenes de esta misma planta (Schmidt et al., 1990).
Krumm y Boland (1996) proponen que la coronatina, una fitotoxina producida por
Pseudomonas spp, esta estructuraimente relacionada con el conjugado de

isoleucina de JA y tiene actividad inductora en la tuberizacion.

HIPOTESIS

La tuberizacién es un evento morfogénico regulado tanto por factores
externos como internos. Si las condiciones ambientales son inductivas y las
concentraciones de JA se mantienen en niveles activos durante la ontogenia debe
existir un equilibrio interno con GAs para no desencadenar la tuberizacion

temprana.
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OBJETIVOS

Analizar la relacion endégena entre GAs y JA durante la brotacion,
crecimiento, estolonizaciéon y tuberizacion de la planta de papa, en condiciones

fotoperiédicas de 15 hs de luz. Para ello se procedi6 a:

1. ldentificar y cuantificar JA por GC-MS en las fases mencionadas con el objeto
de establecer correlaciones entre estos compuestos y la promocién de la

tuberizacion.

2. ldentificar y cuantificar GAs por GC-MS en las fases mencionadas con el objeto
de establecer correlaciones entre estos compuestos y el retardo de la

tuberizacion.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Tubérculos de papa (Solanum tuberosum L.) cv. Spunta, calibrados a 150 -
250 g de peso, se plantaron en bolsas de polietileno de 40 cm de alto por 25 de
diametro y se mantuvieron en invernaculo. El ensayo se condujo bajos las
siguientes condiciones: termoperiocidad a la fecha de plantacion (agosto) 12°C a
30°C y a la fecha de entrega o senescencia de las plantas (diciembre) 18 - 38°C;
fotoperiodo a la fecha de plantacién 14 - 15 hs de luz.

Previo al momento de la plantacién de los tubérculos se realizo la
extirpaciéon de yemas en estado de dormicién, y posteriormente yemas en ruptura
de dormicién. Luego, al comienzo de brotacion se recolectaron brotes de 1 - 5 mm
como primera muestra, y al cabo de unos dias brotes que habian alcanzado 1 cm
de longitud. Cuando las plantas se encontraban en crecimiento se recolecté follaje
(incluyendo talluelos, hojas y peciolos) y raices. A la aparicién de estolones (fase
de estolonizacion) se recolect6 follaje, raices y estolones.

Se obtuvieron muestras de los distintos 6rganos en cada etapa ontogénica
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en dos experimentos realizados en dos afios consecutivos y se aplicaron distintas

técnicas de extraccién y purificacidon de hormonas.
Extraccion, purificacion y determinacion de jasmonatos

Experimento 1

La extraccion de JA se realizé homogeneizando 1 g de PF de tejido en 50
ml de MeOH 100%, luego se mantuvo en heladera durante una noche a 4°C.
Posteriormente se filtré6 y se descarté el residuo, evaporando el solvente a
sequedad.

El extracto seco fue disuelto con 200 pl de MeOH 100% y colocado

lentamente sobre una mini-columna de C,, (Merck Lichrolut RP-18) eluida con una
mezcla A (MeOH en 2% de AcOH) y B (H,0) siguiendo un gradiente de 20 a 100%

para Ay de 80 a 0% para B.
Las primeras tres fracciones fueron descartadas. En las fracciones 4 - 5 se
recolecté JA libre, y en la 6 - 7 JA conjugado; los precursores del JA eluyeron en

las fracciones 8 - 9.

HPLC

Las fracciones se analizaron por HPLC en columna C,, (Eurospher 100,5

m) con una mezcla isocratica de MeOH acuoso 60% en 0.1% de H,PO,,
recolectandose fracciones de 1mi min™'. Los eluidos correspondientes al Rt de D-

JA (9.2 min) fueron derivatizados mediante el agregado de 1 ml de agua, 1 ml de
cloroformo y pequefia cantidad de acido citrico. Esta mezcla se mantuvo una
noche a 4°C ; posteriormente se separé el cloroformo y una alicuota se inyecté en
el cromatografo gaseoso - espectrometro de masa a fin de identificar y cuantificar
JA.

Experimento 2
La extraccion de JA se realiz6 homogeneizando 1 g de PS de cada tejido

con 5 ml de MeOH. Este homogeneizado se transfirié a un vaso de precipitado
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lavando con 5 ml adicionales de MeOH, y se agreg6 200 ng de Dg-JA; luego se
procedié a homogeneizar en ultra-turrax.

Posteriormente se filtr6 sobre columna con fitro de celulosa y el
sobrenadante se vertié lentamente en una columna de DEAE-Sephadex A-25
previamente lavada con 5 mi de MeOH en 1 N AcOH y 10 ml de MeOH.

En este momento se colocé la muestra y se procedié a eluir la columna con
3 ml de MeOH, 3 ml de MeOH en 0.1 N de AcOH, 5 ml de MeOH en 1 N de AcOH.
En esta ultima fraccion eluye el JA libre por lo tanto se recolecté y se evaporé a

sequedad. Posteriormente se continué la purificacién del compuesto mediante

microcolumnas de C,g tal lo descripto anteriormente.

HPLC

El extracto seco se diluyé con 70 ul de MeOH con el objeto de disolver la
muestra, luego se agregdé 40 ul de agua a fin de alcanzar la proporcién del
solvente inicial de corrida, adecuado para la inyeccion.

Luego se procedi6 a inyectar la muestra en el inyector del HPLC el cual se
encuentra acoplado a un detector UV a 210 nm. Para la corrida cromatografica se
uso una columna Eurospher 100, 5 um, y una mezcla isocratica de 60% MeOH +
40% de agua en 0.2% de AcOH a una tasa de flujo de 1 ml. min .

Posteriormente se procedié a recolectar las fracciones que eluyen a los
minutos 7-10, la cual se evapor6.

En la Fig. 6 se muestra un ejemplo del analisis realizado por HPLC para la
purificacion y separacion de JA en muestra de raices.

Para el analisis por GC-MS la derivatizacién se realizé6 con diazometano
durante 20 min. Previamente al agregado de diazometano se adicion6 50 ng de
DHJA estandar a fin de verificar si la metilacién fue correcta. Luego se evaporé y

se procedié al analisis por GC-MS.

GC-MS
Los analisis fueron realizados con un espectrometro de masa Hewlett
Packard, modelo 5§970B combinado con un cromatografo de gases HP 5890. La

cromatografia gaseosa se realizé6 sobre columna de 25 m x 0.2 mm de diametro,
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usandose gas helio como "carrier". La temperatura de inyecciéon fue de 275°C. El
programa de temperatura fue el siguiente: de 60°C (1 min) a 180°C (30°C . min 7);
de 180°C (1min) a 200°C (10°C min™"); de 200°C (1min) a 270°C (5°C min ). La
energia del impacto de electrones fue de 70 eV.

En la Fig. 7 se muestra un ejemplo del analisis realizado por GC-MS para la

identificaciéon y cuantificacion de JA en follaje y raices.
Extraccion, purificacion, identificacion y cuantificacion de giberelinas

Experimento 1
Los tejidos analizados se congelaron inmediatamente después de

cosechados. La extraccion de GAs endégenas se realizé a partir de 1 g de PS de

tejido molido en MeOH acuoso al 80%. En esta etapa (*H-GAs), ((H-GA;) vy (CH-

GA,) giberelinas fueron adicionadas como estandares internos.

La purificacién de los extractos se realizdé por cromatografias secuenciales
en Cygy SiO,; esta ultima con el objeto de separar las GAs libres de las formas
conjugadas.

La fraccion conteniendo las GAs libres fue sometida a Cromatografia
Liquida de Alta Presién (HPLC) sobre una columna de Cig (15 cm x 8 mm)
utilizando un equipo KONIK MODEL KNK-500 . El programa de solvente fue: 0 a
30 min gradiente linear de 37% MeOH a 100% MeOH en 0.1% de AcOH, con un

flujo de 2 ml. min™.

Experimento 2

La extraccion de GAs endogenas se realizé a partir de 1 g de PS de tejido
molido en MeOH acuoso al 80%. En esta etapa (3H-GA3), (2H-GA3) y (2H- GA,)

giberelinas fueron adicionadas como estandares internos.
El homogeneizado se dej6é toda una noche a 4°C. Posteriormente se filtré y

se reextrajo con MeOH 100%. El extracto se evaporé a sequedad.
La purificacion se realizé6 en una columna de SiO, previamente lavada con

3 volumenes de hexano (5 ml).
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La columna se eluyé con tres volimenes de hexano y las fracciones
recolectadas se descartaron. Posteriormente se eluyé con tres volumenes de
EtoAc 2.5% / hexano 97.5% (99); AcOH (1), dos volimenes de EtoAc 5% / hexano
95% (99); AcOH (1) y dos volumenes de EtoAc 15% / hexano 85% (99); AcOH
(1), los cuales fueron recolectados en un balén conteniendo los precursores de
GAs. Luego la elucién continué con un volumen de EtoAc 15% / hexano 85% (99);
AcOH (1), cuatro volimenes de EtoAc 50% / hexano 50% (99); AcOH (1) y dos
volumenes de EtoAc 99% hexano 1% (99); AcOH (1), donde se recolectaron las
GAs libres. Las formas conjugadas fueron recolectadas con la elucién de tres
volumenes de MeOH 99% / AcOH 1%.

La fraccién libre fue evaporada a sequedad y retomada con MeOH (250 ml)
y H,O hasta completar un volumen de columna de DEAE Sephadex A-25. El
extracto fue ajustado a pH 8 con el objeto de ionizar las GAs. La columna se eluyd
con tres volimenes de H,O a pH 8 y siete volumenes de AcOH 1M.

La fraccién neutra obtenida con agua fue descartada y el eluido acido se
purificé en columna de C;g previamente acondicionada con MeOH y AcOH (6%).
La columna de C4g se eluyé con 5 ml de MeOH 80%. La fraccion obtenida fue
evaporada.

La fraccion conteniendo las GAs libres fue sometida a Cromatografia

Liquida de Alta Presion (HPLC) sobre una columna de C4g (15 cm x 8 mm)

utilizando un equipo KONIK MODEL KNK-500. El programa de solvente fue: 0 a 30
min gradiente lineal de 37% MeOH a 100% MeOH en 0.1 % de AcOH, con un flujo

de 2 mi x min", recolectandose fracciones cada 2 min entre los tiempos de

retencion de 0 a 30 min.

Bioensayo

Una vez separadas las GAs se evalud su actividad biolégica mediante el
ensayo de arroz (Oryza sativa) enano cv. Tan-gibonzu (Murakami, 1968).

Las semillas se incubaron en un bafio a 32°C durante 48 hs. Luego de
pregerminadas se sembraron en vasos plasticos (70 ml) en un soporte de agar 0.7
% a razdén de 8 semillas por vaso. Después de 48 hs de crecimiento en camara de

cultivo con una intensidad luminica de 2500 lux, a 32°C y 100% de HR, se
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seleccionaron 6 plantulas de tamafio uniforme.

Las fracciones obtenidas del HPLC se retomaron con etanol 96% (dilucién

1/50) y una microgota de 0.5 pl de dicha solucién se aplicé sobre la lamina de la

primera hoja de la plantula de arroz. El mismo procedimiento se realizé

posteriormente para cada fraccién con una dilucién 1/200. A las 72 hs de aplicada

la microgota se midi6 el crecimiento en mm del primer entrenudo.

Las fracciones obtenidas del HPLC que mostraron actividad giberelinica en

los bioensayos, se analizaron por Cromatografia Gaseosa-Espectrémetro de Masa

a fin de proceder a su identificacién y cuantificacion.

Etapas de muestreo
Tubérculo madre
Yemas no brotadas

Brotacion muiltiple

Planta

Inicio brotacion

Plena brotacion

Inicio crecimiento

Pleno crecimiento

Inicio estolonizacion

Ensanchamiento estolon

Experimento 1

(Yemal) (Fig 1, A)

(Yemas Il)

brotes de 1 a 5 mm de longitud
(Brote 1)

brotes de 1 cm de longitud
{Brote ll) (Fig. 1 B)

tallos y primeras hojas verdaderas
(Follaje ) (Fig. 1 C)

tallos y hojas (Follaje H)

raices (Raices Il)

tallos y hojas (Follaje Ill)

raices (Raices lll)

estolones (Estolones lll)

tallos y hojas (Follaje V)
raices (Raices IV)

estolones (Estolones IV)

Fecha

21/08
04/09

07/09

01/09

25/09
02/10
02/10
18/10
18/10
18/10
25/10
25/10
25/10
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Inicio de tuberizacion

Etapas de muestreo
Tubérculo madre
Yemas no brotadas
Brotacién multiple
Planta

Brotacion

Inicio crecimiento

Pleno crecimiento

Inicio estolonizacion

Inicio tuberizacion

Tuberizacion avanzada

G. Castro. Jasmonatos y giberelinas

tallos y hojas (Follaje V)
raices (Raices V)
estolones (Estolones V)

tubérculos (Tubérculos V)

Experimento 2

(Yemal) (Fig. 1 A)

(Yemas II)

(Brote) (Fig. 1 B)

tallos y primeras hojas verdaderas
(Follaje 1)

tallos y hojas (Follaje ll)
raices (Raices Il)

tallos y hojas (Follaje Ill)
raices (Raices lll)
estolones (Estolones lll)
tallos y hojas (Follaje lil)
raices (Raices Ill)
estolones (Estolones lil)
tubérculos

tallos y hojas (Follaje Ill)
raices (Raices lll)
estolones (Estolones lil)

tubérculos

02/11
02/11
02/11
02/11

Fecha

27/08
02/09

11/09

25/09
02/10
02/10
22/10
22/10
22/10
05/11
05/11
05/11
05/11
15/12
15/12
15/12
15/12
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Fig. 1. Solanum tuberosum L. cv. Spunta. a: yemas, b: brotes, c: detalle del follaje.
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Fig. 2. Planta de Solanum tuberosum L. en etapa de pleno crecimiento.
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RESULTADOS

En la Tabla 1 (Experimento 1) y en la Tabla 2 (Experimento 2) se resumen

las cuantificaciones de JA enddgeno.

Tabla 1. Acido jasménico endégeno (ng . g’ PF) de érganos individuales de la planta de papa
durante las etapas ontogénicas.

Organos

Ontogenia Yema Brote Follaje Raiz Estolén  Tubérc.
Yemas no brotadas 382
Yemas brotadas 15.9
Brotes | 30.7
Brotes |I 14.6
Inicio del Crecimiento 15.3
Pleno Crecimiento 58.6 41.0
Inicio de Estolonizacién 27.4 50.7 25.7
Estolén Ensanchado 67.6 81.7 14.2
Inicio de Tuberizacion 204 336 21.9 14.7

Las yemas no brotadas extirpadas del tubérculo madre contienen una
concentracién relativamente alta de JA, el que posteriormente disminuye con la
brotacién. En los brotes de 1 a 5 mm de longitud (Brote 1) se encontré un pico de
JA de igual magnitud que el determinado en las muestras correspondientes a
yemas no brotadas, el que también disminuye cuando los brotes crecen y alcanzan
1 cm de longitud.

En el Experimento 2, Tabla 2, los valores en yemas no difirieron entre el
estado de no brotadas y brotadas. En este experimento también se observé
disminucién de la concentracién de JA en brotes comparada con la concentracion
en yema.

Durante el transcurso de la ontogenia de la planta los niveles mas altos de
JA en hoja se encontraron en pleno crecimiento para luego disminuir hacia la
estolonizacion, observandose luego un incremento durante el ensanchamiento del

estolén (Tablas 1y 3) o el inicio de la tuberizacién (Tablas 2 y 4).
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Tabla 2. Acido jasmoénico enddgeno (ng .

durante las etapas ontogénicas.

g' PS) de organos individuales de la planta de papa

Organos

Ontogenia Yema Brote Follaje Raiz Estoldbn  Tubérc.
Yemas no brotadas 325.0
Yemas brotadas 454.0
Brotes | 164.0
Inicio del Crecimiento 281.2 952
Pleno Crecimiento 162.8 125.6
Estolén Ensanchado 111.6 118.0 6.8
Inicio de Tuberizacion 130.8 322.0 180.4 14.0
Tuberizaciébn Avanzada 82.0 2156 420 11.2

Tabla 3. Indice de concentracién de acido jasmonico (cociente entre concentracién de JA en el
érgano y concentracion total de JA en la planta).

Organos
Ontogenia Follaje Raiz Estolon Tubérculo
Pleno Crecimiento 0.58 0.41
Inicio de Estolonizacion 0.26 0.49 0.25
Estolén Ensanchado 0.41 0.50 0.09
Inicio de Tuberizacién 0.20 0.33 0.32 0.145

Tabla 4. Indice de concentracion de acido jasmonico (cociente entre concentracion de JA en el
érgano y concentracion total de JA en la planta).

Organos
Ontogenia Follaje Raiz Estoion Tubérculo

Inicio del Crecimiento 0.74 0.25

Pleno Crecimiento 0.54 0.45

Estolon Ensanchado 047 0.49 0.03

Inicio de Tuberizacidn 0.20 0.49 0.29 0.02
Tuberizacion Avanzada 0.23 0.61 0.12 0.03
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El nivel endégeno de JA al inicio del crecimiento (Follaje |) en el
Experimento 1 se mantuvo constante, y cuando la planta se encontraba en pleno
crecimiento hubo un marcado aumento de JA en follaje (Follaje il), que después
disminuyo en la etapa de estolonizacion.

Las raices en cambio aumentan los niveles de JA progresivamente durante
la ontogenia y al igual que en hojas se observa un pico durante el ensanchamiento
del estolon o al inicio de la tuberizacion (Tablas 1y 2).

En los estolones se determinaron dos picos de JA uno al inicio de la
estolonizacién y otro al inicio de la tuberizaciéon (Tabla 1). Los niveles de JA en
estolones durante su ensanchamiento son extremadamente bajos y aumentan
significativamente durante el inicio de la tuberizacién (Tabla 2), pero cuando el

estolon se transforma en tubérculo la concentracion de JA en este tejido alcanza

valores tan bajos como 14 ng x g 1

Con respecto a Me-JA (Tabla 5) el comportamiento es similar al de la forma
libre, disminuye durante la ontogenia en hojas y aumenta en raices, obteniéndose
el mayor pico durante el ensanchamiento del estoléon. En cambio Me-JA en los

estolones aumenta progresivamente durante el desarrollo del tubérculo.

Tabla 5. Metil jasménico endégeno (ng . g' PF) de érganos individuales de la planta de papa
durante las etapas ontogénicas.

Organos
Ontogenia Foliaje Raiz Estolén Tubérculo
Inicio de Estolonizacion 415 251 8.5
Estolon Ensanchado 13.6 72.2 206

Inicio de Tuberizacion 9.7 38.8 219 147

Mediante la técnica de extraccién, purificacion y cuantificacion utilizada no
pudieron ser detectados conjugados de aminoacidos con JA en los diferentes
organos (follaje, raices, estolones y tubérculos) en los tres estadios analizados

(inicio de estolonizacién, ensanchamiento del estolon e inicio de tuberizacion).
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En cuanto a las GAs, la concentracién de GA; en brotes fue de 31.6 ng x g'1

PS disminuyendo a 10.5 ng x g'1 PS en follaje en pleno crecimiento, mientras que
en raices se determiné elevado nivel de GA,. El nivel de GA; fue en general muy
bajo en relaciéon a GA;, con una maxima concentracion en follaje en la etapa de
pleno crecimiento (Tabla 6).

En consecuencia baja concentracion de JA en brotes (14.6 ng) coinciden
con alta concentracion de GA; (31.6 ng), concentraciones mas bajas de GA; (10.5
ng) y mas elevadas de GA; (6.4 ng) en follaje en pleno crecimiento se
correlacionan con altos niveles de JA (58.6 ng), y por ultimo altas concentraciones
de GA; en raices (55.2 ng) coinciden con concentraciones mas bajas de JA (41
ng).

La evaluacion de la actividad bioclégica mediante el ensayo de arroz enano
indico picos de actividad giberelinica en brotes 1l (Fig. 3), follaje 1l (Fig. 4) y raices I
(Fig. 5) del Experimento 1. Los analisis por GC-MS arrojaron altas concentraciones

de GAj en raices en la etapa de pleno crecimiento y trazas de GA,. En brotes la
concentracién de GA; fue también alta y la de GA, fue similar a la de raices. Los

niveles de GA; fueron menores en hojas pero aumenté la concentracién de GA,

(Tabla 6).

Tabla 6. Identificacion y cuantificacion de giberelinas durante la ontogenia de la planta de papa. Valores

expresados enng . g PS de tejido.

Estadios Ontogénicos

Brotacion Crecimiento Estolonizacién Tuberizacién T. Avanzada
Brote Follaje  Raiz Follaje Follaje Raiz Est Tub Follaje
GA3 316 10.5 55.2 203 676 3612 308 157 253
GA1 33 6.4 35 17 45 290 19 10 19
GA1/3 0.10 0.60 0.06 0.08 0.07 0.08 0.06 0.06 0.07

El extracto de follaje contuvo por lo menos tres compuestos tipo GAs, con

un espectro consistente con las GAs di-hidro-tri-hidroxi C49. Ninguno de estos
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compuestos son GAs conocidas. También se hallaron GAs tipo tri-hidroxi

(posiblemente GAg) y otra GA (posiblemente de M+ 506). Esta ultima corrié en el

tiempo de retencién esperado para GAyg.

En brote se encontraron por lo menos dos de las GAs desconocidas
presentes en follaje, y tres compuestos tipo GAs tri-hidroxi C49 posiblemente GAg.

En el Experimento 2 se encontraron picos de actividad giberelinica en
follaje al inicio del crecimiento (Fig. 8), al inicio de estolonizacién (Fig. 10), inicio de
tuberizacion (Fig. 11) y tuberizacién avanzada (Fig. 13). En raices se encontré
actividad en la etapa de pleno crecimiento (Fig. 9) y en la iniciacién de la
tuberizacién (Fig. 11). En estolones y tubérculos hubo actividad al inicio de la
tuberizacion (Fig. 12). No encontramos bioactividad en follaje en pleno crecimiento

(Fig. 9) ni en raices al inicio de estolonizacién (Fig. 10).

Tabla 7. Indice de la concentracion de hormonas durante la etapa de pleno crecimiento (cociente
entre concentracion de fitohormona en el érgano y concentracion total de fitohormona en la planta).

Fitohormonas

Organos JA GA3 GA,
Follaje 0.59 0.16 0.65
Raices 0.41 0.84 0.35

Con respecto a la distribucién de las fitohormonas en los diferentes érganos
los indices tomados como porcentaje de la concentracién de hormona en un
organo respecto a la concentracion total de hormona en la planta, indican que JA'y
GA, en pleno crecimiento poseen el mismo patrén de distribucion, observandose
el mayor indice de concentracion en follaje (Tabla 7) a diferencia de lo que ocurre
con GA; donde el mayor indice se encuentra en raices.

Al inicio de la tuberizacion (Tabla 8) el patrén de distribucién de hormonas
en los distintos 6rganos se modifica observandose para ambas giberelinas un
mayor indice de concentracién en raices y un muy bajo indice en estolones. A
diferencia de lo que ocurre en pleno crecimiento el indice de concentraciéon de JA

en follaje disminuye para aumentar en estolones, mientras que el indice de
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concentracién en raices permanece constante.

Tabla 8. Indice de la concentracién de hormonas durante la etapa de inicio de la tuberizacion
(cociente entre concentracion de fitohormona en el érgano y concentracion total de fitohormona en la

planta).
Fitohormonas
Organos JA GA; GA,
Follaje 0.20 0.14 0.12
Raices 0.49 0.75 0.79
Estolones 0.29 0.06 0.05
Tubérculos 0.02 0.03 0.02
Brote, plena brotacién
30 -
diluc. 1:50
o [ diluc. 1200
Control

20 +

15 4

Crecimiento en mm

Fig. 3. Niveles de giberelinas libres de brotes de 1 cm de longitud,
evaluadas por el bioensayo del arroz enano cv. Tangibonzu. Ordenada:
longitud del primer entrenudo en mm. Abscisa: tiempo de retencion en

HPLC.

5 10

20 25 30

Tiempo de retencion - HPLC
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Follaje, planta en pleno crecimiento

diluc. 1:50
...... diluc. 1:200
£ Control
£ -
c
)
L
c
2
E 13 | -
]
5 11 +
=
g -
7
5 + - } }
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo de retencién - HPLC

Fig. 4. Niveles de giberelinas libres de follaje en etapa de pleno
crecimiento, evaluadas por el bioensayo del arroz enano cv. Tangibonzu.
Ordenada: longitud del primer entrenudo en mm. Abscisa: tiempo de
retenciéon en HPLC.

Raiz, planta en pleno crecimiento

19 —-

diluc. 1.50
------ diluc. 1:200
Control

Crecimiento en mm

5 1 i ! i |
5 T T T T T T

o} 5 10 15 20 25 30

Tiempo de retencién - HPLC

Fig. 5. Niveles de giberelinas libres de raices en etapa de pleno
crecimiento, evaluadas por el bioensayo del arroz enano cv. Tangibonzu.
Ordenada: longitud del primer entrenudo en mm. Abscisa: tiempo de
retencion en HPLC.
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Fig. 6. Ejemplo de una corrida cromatogréafica en HPLC para la purificacién y separacion
de JA. La linea inferior corresponde a los estandares 11-12-di-hidro-JA y éster de Me-JA.
Muestra de raices.
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Fig. 7. Ejemplo de un analisis en GC-MS para la identificacion y cuantificacion de JA. A.

Muestra de follaje. B. Muestra de raices.
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Follaje, planta en inicio del crecimiento vegetativo
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Fig. 8. Niveles de giberelinas libres de follaje de plantas en inicio de crecimiento
vegetativo, evaluadas por el bioensayo de arroz enano cv. Tangibonzu.
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Follaje, planta en pleno crecimiento vegetativo
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Raiz, planta en pleno crecimiento vegetativo
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Fig. 9. Niveles de giberelinas libres de follaje y raices de plantas en pleno crecimiento
vegetativo, evaluadas por el bioensayo de arroz enano cv. Tangibonzu.
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Follaje, planta en inicio de estolonizacion
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Fig. 10. Niveles de giberelinas libres de follaje y raices de plantas en inicio de
estolonizacién, evaluadas por el bioensayo de arroz enano cv. Tangibonzu.
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Follaje, planta en inicio de tuberizacién
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Fig. 11. Niveles de giberelinas libres de follaje y raices de plantas en inicio de
tuberizacion, evaluadas por el bioensayo de arroz enano cv. Tangibonzu.
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Estolén, inicio tuberizacién
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Fig. 12. Niveles de giberelinas libres de estolones y peridermis de tubérculos de plantas
en inicio de tuberizacién, evaluadas por el bioensayo de arroz enano cv. Tangibonzu.
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Follaje, tuberizacion avanzada
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Fig. 13. Niveles de giberelinas libres de follaje de plantas en tuberizacién avanzada,
evaluadas por el bioensayo de arroz enano cv. Tangibonzu.

DISCUSION

El crecimiento y la iniciacién de la tuberizacion en plantas de papa es un
fenébmeno muy estudiado aunque no totalmente comprendido (Machackova et al.,
1997).

Anos atras fue aislado un factor inductor de tuberizacion especifico y
caracterizado como 3-oxo0-2-(A-5- B- D-glucopiranosoloxy-2-cis-pentenil)-ciclopentano-
1-acido acético, una sustancia estructuralmente relacionada al JA (Yoshihara et al.,
1989).

JA y Me-JA son reguladores naturales del desarrollo de plantas superiores, de
respuestas a estimulos externos y de la expresiéon génica (Sembdner y Parthier, 1993;
Koda, 1992). Los mayores niveles de estos reguladores fueron informados en flores y
tejidos reproductivos mientras que niveles mas bajos fueron encontrados en raices y
hojas maduras (Farmer y Ryan, 1990).

Nuestros resultados indican que en follaje las concentraciones mas altas se
determinaron cuando la planta se encuentra en crecimiento. Esto concuerda con los
resultados obtenidos por Creelman y Mullet (1995) quienes sefialan que los niveles de

JA son mas elevados en hojas que importan carbono y nitrégeno por lo tanto jévenes,
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que en aquellas totalmente expandidas. Durante las etapas posteriores de la ontogenia
se comprobd una disminucion de JA en follaje; por el contrario, raices y estolones
aumentan su contenido al inicio de la tuberizaciéon lo que sugiere que estos 6rganos
aportan JA para desencadenar la tuberizacion.

La primera sefial de tuberizacion en plantas de papa es la cesacion del
crecimiento del estoldon. Subsecuentemente ocurre un ensanchamiento de la regién
subapical del mismo (Koda, 1997). Este ensanchamiento, en un estadio temprano de
la tuberizacién, es debido a la expansion radial de las células en el tejido medular
(Booth, 1963; Koda y Okasawa, 1983). Posteriormente el crecimiento vigoroso es
causado por la expansion celular, por division celular y acumulacién de almidén (Koda,
1997).

Takahashi et al. (1994) demostraron que JA y Me-JA inducen expansion de
células de tubérculo de papa, ademas de tener una actividad disruptora de
microtibulos (Abe et al., 1990).

El primer incremento de JA que observamos en estolones podria constituir la
sefial que provoca desorganizacion de microtibulos corticales (MTs) en la regién
subapical del estolén desencadenando el ensanchamiento del mismo.

La expansion de las células en la regiéon subapical del estolén los cuales
terminan tuberizando in vitro, es acompafnada por una reorientacion de los MTs (Fujino
et al., 1995).

Todas las células en la region subapical de los tallos laterales elongados tienen
los MTs orientados transversalmente. Cuando el crecimiento de los estolones cesa y
comienza el ensanchamiento, la orientacion de los MTs se vuelve longitudinal con
respecto al eje del estolon (Koda, 1997). En la organizacién de los MTs estaria
involucrada la fosforilacién y desfosforilacion de proteinas y Ca®/Calmodulin (Cyr y
Palevitz, 1995). Macintosh et al. (1996) demostraron la presencia en tallos y hojas de
papa de una quinasa dependiente de calcio, CDPK, con mayor actividad especifica al
inicio de la estolonizacién y al ensanchamiento del estoion.

Posteriormente, un segundo aumento de JA observado al inicio de tuberizacién
podria estar relacionado con la participacién de este compuesto en el agrandamiento
celular.

Koda et al. (1996) encontraron que la coronatina una fitotoxina producida por
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Pseudomonas ssp, tiene actividad inductora de tuberizacion y de expansion celular. La
coronatina esta relacionada estructuralmente al conjugado de JA con isoleucina y se
sugiere que JA tendria actividad después de su conversién a aminoacidos conjugados
con JA (Krumm y Boland, 1996). Koda (1997) sintetiz6 varios conjugados de JA con
aminoacidos y observé que la actividad de estos compuestos en la expansion celular
era menor que JA por si solo, sugiriendo que los conjugados de aminoacidos no estan
involucrados en la tuberizacién de la planta de papa.

Nuestros resultados proveen un aporte mas que descarta la participacion de
estos compuestos en la tuberizacion, debido a que no se encontraron conjugados de
aminoacidos endégenos en ninguno de los 6rganos analizados durante las etapas de
estolonizacion y tuberizacion.

A diferencia de lo que ocurre con los conjugados de JA con aminoacidos, Me-JA
endoégeno incrementa sostenidamente durante la conversion de estolon a tubérculo,
por lo que no se descarta su participacién en la expansion celular.

Si bien Koda (1997) afirma que la habilidad de expansién en respuesta a JA es
especifica de las células de la regiéon subapical del estolon o tallos laterales y las
células de los tubérculos fisiolégicamente jovenes, el descenso de los niveles de JA
en yemas y brotes podria deberse a que JA estaria contribuyendo al crecimiento del
tejido a través de la estimulanciéon del agrandamiento celular. JA y Me-JA son capaces
de inducir expansién celular en tejido parenquimatico de papa a concentraciones por
arriba de 10°M (Takahashi et al., 1994), por lo tanto no se descarta una acciéon similar
a nivel de yemas, mas aun, si se tienen en cuenta trabajos previos de Ravnikar y
Gogola (1990) quienes informaron estimulacion del desarrollo de tallos en meristemas
aislados de papa. En tallos de vid y papa cultivados in vitro JA aumentd
considerablemente la longitud del tallo (Ravnikar et al., 1990; 1992).

Koda (1997) sostiene que si JA presente en hojas no se metaboliza y se
acumula se desencadenan reacciones de defensa en las que este compuesto esta
involucrado (Xu et al., 1994; Nojiri et al., 1992; Titarenko et al., 1997; Wasternack vy
Parthier, 1997). Por lo que JA sintetizado en hojas es metabolizado a TA o TAG y
mediante estas formas solubles es transportado al resto de la planta (Koda, 1997). TA
y TAG tienen un efecto inductor de la tuberizacion pero a diferencia de JA estos

compuestos no inducen agrandamiento celular (Koda, 1997).
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Koda, en su revisiéon de 1997, informa haber encontrado una concentraciéon de
4 ng . g"' en hojas de papa al inicio de tuberizacién y niveles bajos de JA en estolones
y tubérculos desarroliados (resultados no publicados), de alli que el autor sostiene que
este compuesto no actiia directamente in situ y que un precursor de JA, el 12-oxo-
PDA, seria el compuesto responsable del inicio de la tuberizacién. ElI 12-oxo-PDA
parece poseer ambas propiedades: inducir tuberizacién y agrandamiento celular. En
nuestro trabajo hemos medido concentraciones mucho mas elevadas, que se
aproximan a los 130.8 ng x g™ de PS en follaje y 180.4 ng x g en estolones al inicio
de la tuberizacién, por lo que JA tendria un papel especifico en el inicio de la
tuberizacién debido a que se encuentra en concentraciones inductoras.

Yoshihara et al. (1996a) examinaron el metabolismo de 'C-JA y observaron
que se metabolizaba a TAG independientemente del fotoperiodo al que fueran
expuestas las plantas, pero la acumulacion de material radioactivo en estolon fue
mayor bajo condiciones de dia corto (Yoshihara et al., 1996b) lo que sugiere que el
fotoperiodo afecta el transporte de TAG.

La sefial para tuberizacién es TA y TAG formados en hojas y otros 6rganos
como raices, que se trasladan a estolones causando un incremento de JA . Por lo que
concluimos que el JA per se es la mélecula sefial que induce tuberizacion in situ y que
no es una sola sefal sino dos, la primera de ellas estimula la reorientacion de los
microtibulos corticales y la segunda expansién celular.

Pero como se mencioné en un principio un evento morfogénico tan complejo
como la tuberizaciéon no esta regulado por una sola fitohormona.

Hasta el momento la bibliografia existente sefiala s6lo una disminucién de GAs
durante la fase de tuberizacion sin establecer la identidad quimica de ellas ni precisar
cuantificaciones por métodos fisico-quimicos exactos (Vreugdenhil y Struik, 1989). En
este trabajo identificamos las giberelinas presentes GA3;, GA; y en menor proporcion
GAg. Ademas, pudimos aislar nuevas giberelinas tipo di-hidro-tri-hidroxi C4g (por lo
menos tres) las cuales no han sido atin clasificadas.

La identificacidon de GA;, GA; y GAg en follaje sefiala que en esta especie
operaria la via de sintesis 13-hidroxilativa.

Los resultados indican que GA; esta presente en alta concentracién en los

brotes y que su nivel disminuye en follaje en pleno crecimiento, para luego
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incrementarse en las raices. Mientras que las concentraciones de GA; siguen una
cinética inversa, aunque sus niveles son muy inferiores a los de GA3,

En brotes la presencia de GA; y GA; indicaria su accién en el crecimiento de
estos érganos. Posteriormente en la etapa de pleno crecimiento del follaje la mayor
concentracion de GA; podria confirmar su funcion en este proceso, hecho comprobado
para otras especies (Phinney, 1985; MacMillan, 1988).

Por otro lado las giberelinas disminuyen en estolones durante esta etapa
estableciéndose un balance enddgeno entre ellas y JA.

Este balance endégeno observado en estolones ocurre también en el resto de
los 6rganos y en las distintas etapas de la ontogenia. Es asi como durante el
crecimiento los altos niveles endégenos de GA; en raices podrian estar inhibiendo el
proceso de tuberizacién temprana que de otra manera seria iniciado por la alta
concentracion de JA en estos érganos.

Estos estudios proveen informaciéon acerca de los niveles endégenos de JA y
GAs en diferentes érganos de la planta de papa durante su ciclo ontogénico, brindando

un aporte mas a la comprension del complejo proceso de la tuberizacion.
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MICROGOTA FOLIAR: NUEVA TECNICA IN VITRO PARA LA APLICACION DE
REGULADORES DEL CRECIMIENTO

INTRODUCCION

La identificacién y caracterizacién de la funcién de las hormonas en la
regulaciéon del crecimiento vegetal ha estado ligada a estudios del desarrollo in
vitro. Los métodos utilizados para la formacion de tubérculos in vitro se diferencian
en las caracteristicas y el tiempo necesario para la induccién de los mismos (Tovar
et al., 1985).

Para la produccion en masa de microtubérculos de papa es necesario
conocer como manipular las plantulas para obtener numerosos tubérculos en un
corto periodo (Marinus, 1990).

El cultivo in vitro de tubérculos de papa es una importante técnica tanto para
la investigacion aplicada como para la basica (Vreugdenhil et al., 1994). Este
puede ser usado para la conservacién de germoplasma (Wang y Hu, 1985) y la
producciéon de papas semillas (Hussey y Stacey, 1981), pero también en el estudio
de los eventos morfogénicos tempranos durante la formacién de tubérculos
(Peterson y Barker, 1979) o la regulacién de la expresion génica asociada con la
induccién de la tuberizacion (Hannapel, 1991; Hendricks et al., 1991).

Barker (1953) demostré que la aislacion de nudos de tallos etiolados de
papa podian crecer en cultivo aséptico. Este autor obtuvo tumores de raices y
estolones, algunos de los cuales dieron tubérculos. Otros han utilizado esta
técnica para el cultivo de piezas nodales aisladas (Gregory, 1956; Chapman, 1958,
Peterson y Barker, 1979), y .cultivos de estolones o segmentos aislados de tallo se
han empleado en estudios del efecto de las hormonas sobre la tuberizacién
(Palmer y Smith, 1969; 1970; Smith y Palmer, 1970; Garcia-Torres y Gomez-
Campo, 1973; Palmer y Barker, 1973).

Peterson y Barker (1979) demostraron que los mini-tubérculos obtenidos in

vitro eran basicamente iguales a los obtenidos en cultivo a campo.
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El término “micropropagacion” fue originalmente definido como un
procedimiento de cultivo aséptico que involucra la manipulacién de érganos,
tejidos o células que producen una poblacién de plantulas evitando el proceso
sexual normal o la propagacién vegetativa no aséptica (Zimmerman y Debergh,
1990). En la practica apices de tallos y yemas laterales son los puntos mas
comunes de partida en |la obtencién de plantas (Zimmerman y Debergh, 1990).

Tres estadios se han designado para ordenar la secuencia de eventos
asociados a la micropropagacion: | - estadio de estabilizacion, 1l - multiplicacién de
tallo, Ill - enraizamiento, y un cuarto estadio debe ser tenido en cuenta: la
transferencia final al medio ambiente (Zimmerman y Debergh, 1990).

Familiarizarse con la morfologia de cualquier planta es el primer requisito
para la manipulacién de los propagulos in vitro. El medio especifico y las
condiciones de cultivo debe ser adecuado a estos estadios para una especie
determinada (Zimmerman y Debergh, 1990).

Este sistema de microplantas provee un modelo de experimentacioén para el
estudio de la tuberizaciéon uniforme y conveniente (Lopez-Delgado y Scott, 1997).
El control hormonal de la tuberizacibn de papa es un proceso complejo de
desarrollo y existen diferentes métodos para alterar el balance hormonal e inducir
tuberizacion (Tovar et al., 1985). Uno de los métodos mas utilizados para la
induccion de microtubérculos es el cultivo de microplantas en un medio
conteniendo citocininas y un retardante del crecimiento que inhibe la biosintesis de
giberelinas (Estrada et al., 1986; Harvey et al., 1991; Levy et al., 1993: Simko,
1993; Jackson y Wiltimitzer, 1994; Pelacho et al., 1994). En algunos casos se
utiliza auxinas (Mangat et al., 1984).

Es conocido que JA a bajas concentraciones (10'6 HM) promueve el
crecimiento de plantulas in vitro (Koda, 1997). El disefio de nuevas técnicas que
permitan un mejor estudio y la aplicacion de JA en cultivo in vitro donde la
morfogénesis puede ser reproducida nos permitira conocer la accién de esta

fitohormona sobre la tuberizaciéon de Solanum tuberosum.
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OBJETIVOS

1. Desarrollar un método de produccion in vitro de tubérculos con un corto
periodo de induccién (obtencidn de numerosos tubérculos en el menor

tiempo posible).

2. Estudiar la accién del JA incorporado al medio de cultivo o aplicado por via
foliar sobre la tuberizacion de estacas uninodales de papa cultivadas in

vitro.

3. Determinar las concentraciones éptimas de JA que promueven tuberizacion.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Para los bioensayos que a continuacién se describen se utilizaron estacas
uninodales de papa (Solanum tuberosum L. cv. Spunta) cultivadas en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) con la adicion de sacarosa al 3%, crecidas a luz

continua y a 25°C durante 28 dias.

Bioensayo A: JA incorporado al medio de cultivo

El JA incorporado en diferentes concentraciones al medio de tuberizacion
agarificado con macronutrientes White (White, 1943) + micronutrientes Nitsch
(Nitsch, 1951) + complejo vitaminico Morel (Morel,1948) + sacarosa al 8% fue
ajustado a pH 5.8 y esterilizado en autoclave a 0.5 atm durante 30 min.

Estacas uninodales de papa fueron plantadas, bajo camara de flujo laminar,
en tubos de cultivo conteniendo el medio estéril. Cada experimento se llevé a

cabo con una muestra de 10 explantos por tratamiento. Las concentraciones
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usadas fueron las siguientes:

JA  05x102 pg/ml
JA 1x 10 pg / ml
JA 5x 107 ug / ml
JA 10 x 107 ug / ml
JA 15 x 10 pg / ml

Las estacas se mantuvieron en camara de cultivo en condiciones de
oscuridad continua y a 18 - 20°C. EIl porcentaje de tuberizacion, desarrollo de
raices y estolones se registr6 cada 7 dias durante los 50 dias que durd el
experimento. Al final de la experiencia se midi6 PS y PF de raices, estolones y

tubérculos.
Bioensayo B: JA aplicado por via foliar

El medio de tuberizacidon White-Nitsch-Morel + sacarosa al 8% fue ajustado
a pH 5.8 y esterilizado en autoclave a 0.5 atm durante 30 min.

Las estacas uninodales de papa se plantaron en tubos de cultivo (una
estaca por tubo) bajo camara de flujo laminar. Posteriormente, sobre la yema axilar
y lamina foliar de la estaca fue aplicada una microgota (50 ul) correspondiente a
las concentraciones de JA previamente mencionadas para el bioensayo A.

Las estacas se mantuvieron a oscuridad continua y 18 - 20°C durante 50
dias. Semanalmante se evalu6é porcentaje de tuberizacién, desarrollo del sistema
radical y de estolones; asi como también PF y PS de raices, estolones vy

tubérculos.

RESULTADOS

Los resultados muestran claramente que JA aplicado por via foliar mediante
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microgota  produce un mayor porcentaje de tuberizacion que cuando es
incorporado al medio de cultivo.

Con la incorporacion de JA al medio de cultivo se obtuvo 40% de
tuberizacién con una concentracion de 5 x 107 pug/mi de JA, luego de 50 dias de
iniciado el tratamiento (Fig. 1). Mientras que la aplicacién de JA mediante
microgota resulté ser mas efectiva en cuanto a porcentaje de tuberizacién, ya que

al cabo de 50 dias el 70% de las estacas tuberizaron al ser tratadas con una

concentracion de JA de 107 Ma/ml (Fig. 1).

76 W Medio

60 B Microgota
30 OControl
404

30+

20+

% Tuberizacion

104

0 0.5 1 5 10 15

JA pg/ml (10%)

Fig. 1. Porcentaje de tuberizaciéon obtenido con JA incorporado al medio de cultivo o
aplicado mediante microgota via foliar. Control: sin JA. Ordenada: % de tuberizacién
luego de 50 dias de iniciado el cultivo in vitro de las estacas de papa. Abscisa:

concentraciones de JA en pg x ml->.

A los siete dias de aplicada la microgota el 10 % de las plantulas tuberizan

cualquiera sea la concentracion de JA utilizada mientras que cuando JA se
incorpora al medio sélo el 10 % de las plantulas tratadas con § x 1073 pg/ml de JA

tuberizan, y lo hacen recién a los 35 dias de cultivo.

Las concentraciones mas efectivas de este compuesto (JA) para inducir
tuberizacion fueron 0.5 x 107> Mg/ml y 1 x 1073 pug/ml, aunque el mayor PF de

tubérculos se obtuvo cuando una concentracién de 15 x 10 pg/mi fue aplicada
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por microgota via foliar (Fig. 2).
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Fig. 2. Peso fresco de tubérculos producidos por las estacas cultivadas in vitro con
JA incorporado al medio o aplicado mediante microgota por via foliar. Ordenada: PF
de tubérculos a los 50 dias de iniciado el cultivo. Abscisa: concentraciones de JA en

pg x mi>.
DISCUSION

En este trabajo se propone un bioensayo diferente, basado en la aplicaciéon
de una microgota en la yema axilar y lamina foliar de estacas uninodales. Con este
método la respuesta obtenida, medida como porcentaje de tuberizacién, fue mas
inmediata en el tiempo que cuando el regulador se aplica via radical. La aplicaciéon
de la microgota tiene la ventaja de una rapida respuesta de la planta a JA, ademas
de una mayor efectividad traducida en porcentaje de tuberizacion.

Muchos programas de produccién y mejoramiento de papa estan utilizando
tubérculos in vitro para sus trabajos de multiplicacion de semilla (Tovar et al.,
1985). Los tubérculos in vitro pueden ser utilizados como material inicial una vez
superadas las pruebas de patégenos en un programa de multiplicacién de semilla

y pueden ofrecer algunas ventajas sobre la plantula in vitro. Estos tubérculos
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pueden ser sembrados en macetas en invernadero, para producir plantas madres
libres de patégenos a partir de las cuales se obtienen esquejes como parte de un
programa de multiplicacién rapida (Tovar et al., 1985).

La aplicacion de JA mediante la técnica de microgota foliar es una técnica
sencilla y econémica, ya que se requiere menor concentracién de hormona para
inducir tuberizacion que la requerida si se incorpora en el medio de cultivo.
Ademas de la produccion de numerosos tubérculos en un corto tiempo se obtienen
tubérculos de mayor tamano.

El rendimiento de los tubérculos semillas obtenidos de los tubérculos in vitro
es mayor cuanto mayor sea el peso de estos ultimos.

Por todas estas ventajas seria recomendable el uso de jasmonatos
aplicados por microgota foliar en |os programas de papa semilla, asi también como
para la investigacién basica a fin de evaluar la accién de JA en la morfogénesis de

plantas.
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EFECTO DEL FOTOPERIODO Y FITOHORMONAS SOBRE LA
MORFOGENESIS DE MICROPLANTAS DE PAPA IN VITRO

INTRODUCCION

El crecimiento y desarrollo en piantas superiores, son gobernados por una
compleja interaccion entre sefiales ambientales y programas endégenos de
desarrollo. Estos programas de desarrollo incluyen la accién de diferentes
fitohormonas pero la interaccion de la sefial luminica con la sefial hormonal no es
aun clara (Chory y Li, 1997).

La formacién de tubérculos de papa es dependientemente del cultivar y
responde a dias cortos; ademas existe una interaccion entre luz y temperatura
(Ewing, 1995; Vreugdenhil y Struik, 1989). Makronosov y Lundina (1959)
demostraron que una interrupcion de 20 minutos en la mitad del periodo de
oscuridad de 14 hs inhibe |la formacién de tubérculos en Solanum tuberosum L. cv
Larch y Demisun.

La participacién del fitocromo en esta respuesta fue confirmada mostrando
reversibilidad del efecto inhibidor de la interrupcién del periodo oscuro con luz roja
por subsecuentes irradiaciones de rojo lejano (Batutis y Ewing, 1982).

El fotoperiodo afecta ciertos pasos en la biosintesis de GAs en varias
especies, €. g. espinaca, arveja y sauce (Davies et al., 1986; Gilmour et al., 1986;
Oisen et al., 1993) y el fitocromo B afecta los niveles de GAs o la sensibilidad de
los tejidos a la hormona (Devlin et al., 1992, Foster et al., 1994, Weller et al., 1994;
Lopez-Juez et al., 1995). Dias cortos resultan en una disminucién de GAs y en una
reduccién de la elongacion del estolon (Railton y Wareing, 1973); aplicacién de

GAs detienen la formacién del tubérculo (Vreugdenhil y Helder, 1991). GA3 y otras

giberelinas como A4, A4, As, A7 y Ag retardan o inhiben tuberizacién en planta
entera (Okasawa, 1967; Tizio, 1964a; 1979), en estacas (Tizio, 1969; 1971),

estolones cultivados in vitro (Koda y Okasawa, 1983a), y secciones de tallos
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(Guifaza et al., 1988; Tizio, 1979). Pero este fenémeno es revertido por
inhibidores de la sintesis de GAs como CCC (Guifazu et al., 1988; Abdala et al.,
1995). Recientemente, estudios in vitro se demostré6 un efecto positivo de
paclobutrazol en el crecimiento de tubérculos (Simko, 1993). Esta antigiberelina es
efectiva en la tuberizacién in vitro de papa a muy bajas concentraciones (Harvey et
al., 1991; Simko, 1991). Diferentes inhibidores de GA han sido usados para inducir
otros eventos morfogénicos como la floracién, tal es el caso de la aplicacion de
uniconazol un inhibidor triazol de la biosintesis de GA en R. sativus (Nishijima et
al., 1997).

La formacién de tubérculos puede ser explicitada por la aplicaciéon exdgena
de JA, Me-JA y acido cucurbico (Yoshihara et al., 1989; Koda et al., 1991; Nojiri et
al., 1992). Concentraciones de 0.1-1 pM de JA agregadas al medio de cuitivo
incrementan significativamente la longitud de las plantas desarrolladas y da como
resultado un sistema radical bien diferenciado y con muchas raices adventicias
(Ravnikar et al., 1992).

Pelacho y Mingo-Castel (1991) probaron la accién de JA sobre el desarrollo
de estolones de Solanum tuberosum L. cultivados in vitro y demostraron que este
compuesto se comporta como un fuerte acelerador de la tuberizacién, asociando
este efecto a la ausencia de sistema radical. Ademas demostraron que la
tuberizacion disminuye cuando se incrementa la longitud del fotoperiodo. Koda
(1997) observé que no sélo JA o sus derivados como TA, TAG y Me-JA inducen
tuberizacién sino que también 12-oxo-PDA un precursor de la biosintesis tiene
actividad inductora en la formacién de tubérculos.

El nivel de JA estaria regulado por el fotoperiodo; puesto que la actividad de
la lipoxigenasa esta controlada por el fitocromo en plantulas de algunas especies
(Surrey, 1967), el fotoperiodo podria afectar los niveles de JA o compuestos
relacionados via cambios de la actividad de lipoxigenasa o enzimas relacionadas
(Koda y Kikuta, 1991).

Las lipoxigenasas se caracterizan por ser inhibidas por &acido salicil-
hidroxamico (Park y Polacco, 1989); también la expresién génica de proteinas de

almacenamiento inducidas por "wounding”, puede ser efectivamente inhibida por
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50 uM de SHAM (Helder et al., 1993).

El sistema de microplantas in vitro provee un modelo experimental para
estudiar la interaccion de las fitohormonas involucradas en la tuberizacidon
(jasmonatos y giberelinas) y el fotoperiodo ( DC, OC y DL).

Mediante la técnica de la microgota se estudio el efecto de las fitohormonas,
utilizando inhibidores y precursores de las mismas bajo diferentes condiciones

fotoperiddicas.
OBJETIVO

Analizar el efecto del fotoperiodo y las fitohormonas sobre la
morfogénesis, especialmente la formaciéon de tubérculos en plantas de papa in

vitro.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Estacas uninodales de papa de 28 dias cultivadas in vitro en medio
Murashige-Skoog fueron subcuitivadas en medio de tuberizacién agarificado con
macronutrientes White (White, 1943), micronutrientes Nitsch (Nitsch,1951) y

complejo vitaminico Morel (Morel, 1948) con la adicion de 8 % de sacarosa.

Tuberizacion in vitro

Se realizaron experiencias por duplicado bajo condiciones fotoperiédicas de
oscuridad continua (OC), dia largo (DL) y bajo condiciones fotoperiddicas de dia
corto (DC). La intensidad luminica fue de 80 pE.cm?s™ y la temperatura (18-20
°C).

Una microgota de 50 ul (Abdala et al., 1996) de diferentes concentraciones
de PGRs se aplicaron sobre la lamina foliar y yema axilar de la estaca de papa
cultivada in vitro.

Las concentraciones de reguladores utilizadas fueron las siguientes:
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Control Agua

Acido jasmonico 1 uM

SHAM 25 uM

GA, 100 uM y 1000 uM
Uniconazol 0.02 uM

Acido linolénico 0.01uMy 1 uM

Se tomaron mediciones semanales del crecimiento de raices, estolones y
tubérculos. Cuando el tratamiento control alcanzé el 40% de las estacas
tuberizadas se midi6 el porcentaje de tuberizacién en los restantes tratamientos y
se evalud peso seco. También se registr6 el peso fresco de los diferentes tejidos, y

la longitud de raices y estolones.

Diseno experimental

Los experimentos se llevaron a cabo con 24 replicaciones por tratamiento y
dos repeticiones por experimento. Los datos obtenidos fueron sujetos a analisis de
ANOVA y test de LSD-Fisher.

RESULTADOS

A- Ensayo a oscuridad continua

En condiciones fotoperiédicas de oscuridad continua la aplicacion de SHAM
25 pM afecté la formacion de tubérculos en estacas cultivadas in vitro,
observandose una disminucion del porcentaje de tuberizacion respecto al control y
al tratamiento con JA (Fig. 1). De la misma manera el PF de los tubérculos
disminuyd con la aplicacion de este regulador (Figs. 2y 7A).

Uniconazol inhibié la formacion de estolones y de tubérculos. La aplicacion
de este regulador condujo a la formacion de tallos aéreos con hojas etioladas, esta

Ultima caracteristica debido a que la experiencia se desarrollé en ausencia de luz o
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a una inhibicion completa del crecimiento con una concentracién de 0.02 uM (Figs.
1y 7A).

La aplicacion de acido linolénico (LA), a una concentracion de 1 uM,
estimulé el desarrollo de tubérculos. Mientras que concentraciones inferiores
inhibieron tuberizaciéon (Fig. 1). Si bien LA promovié tuberizacién el peso fresco de
los tubérculos fue menor a los obtenidos con JA (Figs. 2y 7A).

La eficacia de JA fue puesta de manifiesto por la obtencién de mas de un
tubérculo por estaca; alcanzandose a los 55 dias el porcentaje maximo de
tuberizacion con una concentracion de JA de 1uM. Ademas de obtenerse un mayor
numero de tubérculos con la aplicacién de este regulador, los mismos tuvieron un
peso fresco promedio considerablemente mayor que los obtenidos con el resto de
los tratamientos (Figs. 1y 2).

Si bien con una concentracién de GA3 (100 uM) se obtuvieron porcentajes
medios de tuberizacién, los tubérculos desarrollados por las estacas tratadas

fueron muy pequenos (Figs. 1y 2).

B- Ensayo bajo condiciones de dia corto

En condiciones fotoperidédicas de DC el mayor porcentaje de tuberizacion se
obtuvo con JA y LA (Fig. 3), aunque la respuesta a LA fue mas inmediata
alcanzando un 50% de estacas tuberizadas a los 40 dias de iniciado el ensayo. El
PF de los tubérculos obtenidos por la aplicacion de JA fue menor que los
obtenidos en oscuridad (Tabla 1 y Fig. 4).

De la misma manera, el Uniconazol (0.02 pyM) explicité tuberizacion en un

50% de las estacas uninodales; al igual que GA3 y control (Fig. 3).

C- Ensayo bajo condiciones de dia largo
En condiciones fotoperidédicas de DL la formacién de tubérculos tuvo lugar a
los 43 dias de iniciado el ensayo.

Las estacas tratadas con JA 1 yM alcanzaron un 100% de tuberizacién a los
90 dias de iniciado el cultivo. La aplicacién de GA3 100 uM condujo a un 70% de

estacas tuberizadas, concentraciones superiores disminuyeron el porcentaje de
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tuberizacién (Fig. 5).

E! porcentaje de estacas tuberizadas en condiciones de DL disminuy6 con
respecto a las estacas tratadas con LA en condiciones de DC, concentraciones de
0.01 uM alcanzaron un 60% de tuberizacién (Fig. 5).

A diferencia de lo ocurrido en DC, en condiciones de DL el SHAM en
concentraciones 25 yM no inhibié la formacién de tubérculos, en cambio si fue
inhibido con la aplicacion de uniconazol (Fig. 5).

Al igual que en DC y oscuridad continua el mayor peso fresco de tubérculos

se obtuvo con la aplicacién de JA 1 uM (Figs. 6 y Tabla 1).

Tabla 1. Influencia de |os diferentes reguladores sobre el porcentaje de tuberizacién y peso fresco
de tubérculos de estacas uninodales de papa bajo condiciones de oscuridad continua (OC), dia
largo (DL) y dia corto (DC).

oC DL DC
% PF de % PF de % PF de
tuberizacion  tubérculo  tuberizacién  tubérculo  tuberizacién  tubérculo
Control -~e--e- 28 0.026 28 0.023 50 0.008
JA 1 M 112 0.102 94 0.141 90 0.023
LA 0.01 uM 44 0.057 65 0.037 90 0.014
SHAM 25 uM 35 0.005 53 0.033 40 0.008
GA; 100 uM 61 0.039 83 0.064 50 0.007
UNZ 0.02 uM 48 0.029 29 0.059 50 0.010
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Fig. 1. Porcentaje de tuberizacién en respuesta a la aplicacion por microgota foliar de
diferentes reguladores del crecimiento bajo condiciones fotoperiédicas de oscuridad
continua. Ordenada: % de tuberizacion a los 50 dias de iniciado el cultivo in vitro de
las estacas de papa. Abscisa: concentracion de reguladores del crecimiento en yM.
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Fig. 2. Peso seco de tubérculos producidos por las estacas de papa cultivadas in vitro
a oscuridad continua a los 50 dias de iniciado el experimento, tratadas con los
distintos reguladores del crecimiento aplicados por microgota foliar. Ordenada: peso
fresco de tubérculos expresados en mg. Abscisa: concentracion de reguladores del
crecimiento en uM.
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Fig. 3. Porcentaje de tuberizaciéon en respuesta a la aplicaciéon por microgota foliar de
diferentes reguladores del crecimiento bajo condiciones fotoperiddicas de DC.
Ordenada: % de tuberizacion a los 60 dias de iniciado el cultivo in vitro de las estacas
de papa. Abscisa: concentracidén de reguladores del crecimiento en M.
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Fig. 4. Peso seco de tubérculos producidos por las estacas de papa cultivadas in vitro
bajo condiciones fotoperidédicas de DC a los 60 dias de iniciado el experimento,
tratadas con diferentes reguladores del crecimiento aplicados por medio de microgota
foliar. Ordenada: peso fresco de tubérculos expresados en mg. Abscisa:
concentracion de reguladores del crecimiento en uM.

65




G. Castro. Jasmonatos y giberelinas

100

80

% Tuberizacion

0.01 uM 0. 02 pM 25 um 100 pM 1000 uM

604

401

20 |
0 :

Fig. 5. Porcentaje de tuberizacién en respuesta a la aplicacién por microgota foliar de

diferentes reguladores del crecimiento bajo condiciones fotoperiddicas de
Ordenada: % de tuberizacién a los 90 dias de iniciado el cultivo in vitro de las esta
de papa. Abscisa: concentracion de reguladores del crecimiento aplicados en uM.
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Fig. 6. Peso seco de tubérculos producidos por las estacas de papa cultivadas in

vitro bajo condiciones fotoperiddicas de DL a los 90 dias de iniciado el experime

nto,

tratadas con JA y LA aplicados por medio de microgota foliar. Ordenada: peso fresco
de tubérculos expresados en gramos. Abscisa: concentraciones de JA y LA en pM.
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Las caracteristicas exo-morfolégicas de las microplantas se vieron
afectadas por la aplicacién de los diferentes reguladores del crecimiento. Con el
tratamiento de JA se obtuvieron plantas mas vigorosas (Fig. 7). Se observé que el
sistema radical de estacas tratadas con JA mostraron un mayor grosor que en el
resto de los tratamientos independientemente de las condiciones fotoperiddicas en
que se realizaron las experiencias (Fig. 7); aunque la longitud de las raices
tratadas con JA fue mayor en condiciones fotoperiédicas de DC (Tabla 2 y 3).

Las raices producidas por las estacas tratadas con GAj fueron escasas y
finas. La aplicacion de SHAM condujo a la formacién de un sistema radical escaso
y de poca longitud; esto mismo fue observado con LA. Las estacas tratadas con

UNZ desarrollaron raices muy finas y (Tabla 2 y 3).

Tabla 2. Longitud y peso fresco de raices y estolones de estacas uninodales controles y tratadas
con JA, GA3, LA, UNZ, SHAM en condiciones fotoperiédicas de DC.

RAICES ESTOLONES
Longitud en cm PSeng Longitud en cm PSeng

Control 0 1.5 0.015 10.0 0.15
LA 0.01 yM 1.5 0.084 12.6 0.21
UNZ 0.02 uM 3.0 0.048 12.5 0.36
GA3 100 uM 1.8 0.063 14.2 0.21
SHAM 25 uM 1.5 0.024 5.5 0.15
JA 1 uM 3.0 0.574 13.4 0.98

Tabla 3. Longitud y peso fresco de raices y estolones de estacas uninodales controles y tratadas
con JA, GA3, LA, UNZ, SHAM en condiciones fotoperiodicas de DL.

RAICES ESTOLONES
Longitud en cm PSeng Longitud en cm PSeng
Control 0 2.20 0.156 3.85 0.28
LA 0.01 uM 1.92 0.041 4.82 0.32
UNZ 0.02 yM 2.63 0.070 5.76 0.60
GA3 100 uM 1.69 0.084 5.07 0.46
SHAM 25 uM 1.02 0.034 4.70 0.36
JA 1uM 2.16 0.662 4.03 0.55
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Fig. 7. Efecto de los reguladores del crecimiento y condiciones fotoperiddicas en la
morfologia de las plantas. A, bajo oscuridad continua; B, bajo dia largo.
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ANALISIS ESTADISTICO

Ensayo bajo condiciones de dia corto
La variable objeto de analisis en este caso es el peso de los tubérculos.

Para todos los fines, la Tabla 4 muestra la codificacion que se ha realizado de los

distintos tratamientos.

Tabla 4. Tratamientos y sus cédigos

Tratamiento Cédigo
JA 1uM JA
LA 0.01uM LA1
LA1 uM LA2
SHAM 25 uM SHAM
UNZ 0.02uM UNZ
GA3100 uM GA;
CONTROL Control

En la Fig. 8 se presenta un diagrama de arbol que muestra las similitudes de

las respuestas a los distintos tratamientos.

Cluster Tree

JA

LA1
LA2
UNZ

SHAM
Control .:]_
GA3
L T T T T T T T T
o A ¢ o ® f ® 2
T ¢
Distances

1

Fig. 8. Diagrama de arbol para la varaible peso seco de tubérculos de estacas cultivadas
in vitro bajo condiciones de dia corto.

Se observan dos grandes grupos de respuestas, el tratamiento JA por una

parte y el resto de los tratamientos por la otra, siendo la diferencia entre ambas
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significativa (p<0.00021).

Ensayo bajo condiciones de dia largo y oscuridad continua

Las siguientes Tablas resumen la estadistica descriptiva para el parametro
de PS de tubérculos bajo dos condiciones experimentales: oscuridad continua
(Tabla 5) y dia largo (Tabla 6).

Tabla 5. Estadistica descriptiva para el peso seco de tubérculos bajo distintos tratamientos en
oscuridad continua.

Variable n Media E.S. D.S. Minimo Maximo Mediana

JA 22 6.67 0.39 1.85 3.53 11.00 6.86
LA 5 0.41 0.08 0.18 0.25 0.70 0.38
SHAM 5 0.67 0.10 0.22 0.44 0.98 0.58
UNZ 8 3.11 0.98 2.77 0.51 8.85 2.23
GA3 11 3.42 0.89 2.95 0.51 10.60 2.58
Control 5 0.80 0.35 0.77 0.30 2.16 0.50

Tabla 6. Estadistica descriptiva para el peso seco de tubérculos bajo distintos tratamientos en
dia largo.

Variable n Media E.S. D.S. Minimo Maximo Mediana

JA 18 10.65 0.56 2.39 4.65 156.80 10.52
LA 15 4.41 0.65 2.51 1.66 10.92 3.54
SHAM 8 2.69 0.57 1.60 0.82 6.30 2.40
UNZ 5 5.28 0.83 1.85 2.04 6.57 6.00
GA3 15 6.36 0.82 3.19 0.79 11.49 6.65
Control 4 2.55 0.64 1.28 1.23 4.16 2.40

El analisis de la varianza aplicado a la comparacioén de los valores medios
de un experimento factorial con un factor: tratamiento hormonal y el otro
condiciones fotoperiodicas, produjo el siguiente cuadro de analisis de la varianza.
Estos resultados indican la existencia de efectos principales: para tratamientos
hormonales (p<0.0001) y condiciones fotoperiodicas (p<0.0001), pero para la
interaccion entre ambos (p=0.557).

La Fig. 9 presenta los diagramas de barra por tratamiento hormonal. Letras
diferentes indican diferencias significativas (segun test LSD-Fisher). Existen 3
grupos de tratamientos, JA por un lado con los mayores pesos secos, UNZ y GA3

con peso secos intermedios y el control junto a LA y SHAM con los menores
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niveles de peso seco.
La Fig. 10 presenta los diagramas de barra para las condiciones
fotoperiodicas. Es perfectamente claro que las plantas expuestas a condiciones de

dia largo, generan tubérculos de mayor peso seco.
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Fig. 9. Diagrama de barras para peso
secc segun diferemtes tratamientos
hormonales.

o]

£
Fig. 10. Diagrama de barras para PS

DISCUSION

Los efectos morfogénicos de la luz (calidad, intensidad y duracion) y de las
fitohormonas han sido bien documentados (Voskresenkaya, 1979; Vince-Prue,
1985; Pharis y Reid, 1985) pero el modo de accién y la interaccion mutua no ha

sido aclarado.

71



G. Castro. Jasmonatos y giberelinas

Los resultados de este estudio confirman que JA tiene un efecto promotor
tanto sobre la tuberizacion como sobre el PS de Solanum tuberosum L cv. Spunta
en cualquiera de las condiciones ensayadas. El efecto inductor de JA y Me-JA fue
demostrado en estudios previos usando segmentos uninodales del cv. Irish
Cobbler (Koda et al., 1991) y estolones del cv. Kennebec (Pelacho y Mingo-Castel,
1991) cultivados en oscuridad continua. Helder et al. (1993) reportaron que el
fotoperiodo afecta la hidroxilacion de JA. Bajo DC tanto 11-OH-JA y 12-OH-JA (TA)
fueron encontrados en hojas de S. demissum y se formaron tubérculos; bajo DL no
hubo tuberizacién y estos compuestos no se detectaron.

A menudo existe una considerable variabilidad genotipica en la tuberizacion
en respuesta a PGRs (Levy et al., 1993; Simko, 1993).

Jackson y Willmitzer (1994) sostienen que JA no esta directamente
involucrado en la tuberizacion debido a que su aplicacién no indujo tuberizacion en
Solanum andigena y Solanum demissum bajo condiciones de DL.

Los autores confirmaron la incorporacién de JA aplicado midiendo los
niveles de transcriptos de un inhibidor de proteasa 2 (Pin 2), el cual se induce por

JA. Pero de acuerdo con Farmer y Ryan (1990) la concentracién para inducir el Pin

es 1x 10° M, la cual es mucho menor que la necesaria para inducir tuberizacién (1

x 107 M). En consecuencia es posible que Jackson y Willmitzer no hayan tenido
éxito en inducir la tuberizacién debido a una insuficiente incorporacién de JA por la
planta.

El inicio de la tuberizacion esta regulado por un balance entre los niveles
endégenos de GAs y JA (Okasawa, 1960). Las plantas utilizadas por Jackson y
Willmitzer son del tipo de maduracién temprana, lo que sugiere la presencia de
altos niveles de GAs enddgenas. Para inducir tuberizacién en este tipo de plantas
es necesario una disminucion de los niveles de GAs y un incremento de los niveles
de JA (Koda, 1997).

Las GAs inhiben la tuberizacion y el tratamiento con un inhibidor de GAs en
Solanum tuberosum subsp. andigena es capaz de inducir tuberizacién en
condiciones de DL (Jackson y Pratt, 1996).

El grupo Tuberosum esta adaptado a madurar y producir tubérculos bajo DL
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(Rieman, 1962). Esta adaptacion puede deberse en parte a la superacién del
efecto inhibidor de la tuberizaciéon por los alelos Ga1 productores de GAs u otras
fuentes de GAs. La respuesta a la tuberizacién en DL parece estar controlada por
la interaccion de inhibidores (posiblemente GA3) y promotores (Ewing y Wareing,
1978; Stoddart, 1976). El grupo Tuberosum aparentemente tiene la habilidad de
deprimir la actividad giberelina en DL mientras que Andigena no (Bamberg y
Hannemman, 1991).

Nuestros resultados indican que el tratamiento foliar con JA promueve
tuberizacién independientemente del fotoperiodo; las estacas tratadas bajo
condiciones de DL generan tubérculos significativamente mas grandes que en OC,
pero el inicio de tuberizacién fue el mas prolongado (45 dias) comparado con el
resto de los tratamientos fotoperiodicos utilizados. Asi como el fitocromo controla
la actividad de la lipoxigenasa en plantulas es posible que la longitud del
fotoperiodo afecte los niveles de jasmonatos via cambio de la actividad
lipoxigenasa y/o enzimas relacionadas (Koda y Kikuta,1991).

De todos los PGRs utilizados sélo JA tiene un efecto significativo sobre el
incremento de PS de los tubérculos. El incremento de PS provocado por JA podria
estar relacionado con la actividad inductora de expansion celular de esta
fitohormona (Takahashi et al., 1994). Es conocido que previamente a la expansiéon
celular, JA causa considerable incremento en sacarosa en la célula y también en
los niveles de polisacaridos de la pared celular como ceiulosa, hemicelulosa y
pectina (Takahashi et al., 1995).

LA promovié tuberizacién bajo DC, pero el PS de los tubérculos fue menor
que el obtenido con JA; posiblemente LA promueve tuberizacién, pero no
expansion celular. Se ha reportado que otro precursor de JA, 12-oxo-PDA, posee
tanto actividad inductora de tuberizacién como de expansién celular en papa
(Koda, 1997). Como se esperaba, SHAM, inhibidor de la biosintesis de JA, retardo
tuberizacién y redujo el PS de los tubérculos.

La tuberizacién es retardada por giberelinas; niveles decrecientes de GA3
bajo condiciones de DC tienen un efecto dual: disminucién de la elongacién del

estolon y estimulacion de la tuberizacién (Tizio, 1979; Vreugdenhil y Struik, 1989).
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UNZ (inhibidor de la biosintesis de GA3) reduce el crecimiento longitudinal y
promueve levemente tuberizaciéon tanto en OC como en DC. El comportamiento de
este regulador fue similar a paclobutrazol en explantos cultivados en luz (16 h) y
en oscuridad (Pelacho et al., 1994). Paclobutrazol estimula iniciaciéon de la
tuberizacién temprana e inhibe el crecimiento del tallo (Simko, 1993). El modo de
accion de este compuesto (a concentraciones apropiadas) en relacién al desarrollo
temprano de los tubérculos involucra tanto un efecto inhibidor de los niveles de
GAs, lo cual es un prerequisito para tuberizar (Hammes y Nel, 1975) y la habilidad
de conducir asimilados a los érganos tuberosos (Deng y Prange, 1988; Steinitz et
al., 1991). Simko (1993) sostiene la idea que para la tuberizacién inducida por
paclobutrazol es necesario una concentracién umbral de giberelinas.

Si bien se esperaba haber encontrado un mayor porcentaje de tuberizacion
con la aplicacién de UNZ, los resultados obtenidos podrian deberse a niveles
endoégenos altos de GAs en las estacas uninodales.

Por lo tanto cada regulador puede desencadenar una cascada metabdlica
diferente que dispararia la induccion o inhibicion de la tuberizacién en Solanum
tuberosum L. Ademas, JA y su precursor LA mostraron diferentes comportamientos
en estos procesos; s6lo JA tiene un efecto directo sobre el incremento de PS de
los tubérculos en cualquier condicién fotoperiddica.

La aplicacion de JA por microgota a estacas uninodales afectd la morfologia
de las raices como fuera descripto por Ravnikar et al. (1990). A bajas
concentraciones de JA el sistema radical crece normalmente y a altas
concentraciones las raices se acortan y engrosan (Ravnikar et al., 1992).

Aplicaciones de 1 uM de JA resulta en una mayor diferenciacién del sistema
radical con presencia de muchas raices adventicias. El alargamiento del sistema
radical facilita la captacion de agua y nutrientes del medio (Dermastia et al., 1994).

La induccién de la tuberizacion de plantas de papa por PGRs exdgenos es
comercialmente significativa y la micropropagacién de plantulas in vitro
(microplantas) es un importante método de propagacién (Dodds, 1988). Con
apropiadas condiciones de cultivo, las yemas axilares de las microplantas pueden

ser inducidas para formar microtubérculos aéreos, los cuales son convenientes
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para obtencién de germoplasma (Estrada et al., 1986) y eventualmente para ser
usados en programas de papa semilla (Ranalli et al., 1994).

El uso comercial de citocininas para estimular la formacién de tubérculos de
papa bajo OC esta bien establecido y estos tratamientos son utilizados para la
propagacion in vitro (Tovar et al., 1985; Estrada et al., 1986). La formacién de
microtubérculos con alto PF es considerablemente aumentada en luz (Slimmon et
al., 1989) pero en luz la inactivacion de citocininas resulta en un menor porcentaje
de tuberizacion (Pelacho y Mingo-Castel, 1991).

Finalmente, la aplicacién de JA por microgota a microplantas de papa
cultivadas in vitro produce en un periodo menor de tiempo, mayor nimero de
tubércuios y de mayor peso seco, asi como también plantas mas vigorosas

independientemente de las condiciones fotoperiddicas a las que fueron expuestas.
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EFECTO DEL FACTOR RADICAL SOBRE LA EXPRESION DE LA
TUBERIZACION

INTRODUCCION

El sistema de microplantas brinda un modelo experimental muy conveniente
para estudiar la tuberizacion (Lopez-Delgado y Scott, 1997) permitiendo la
regulacion de muchos de los factores internos y externos que la afectan, por lo
tanto se constituye en una herramienta muy util para investigar la manera en que el
factor radical influye sobre este proceso en Solanum tuberosum L. cv. Spunta.

Numerosas evidencias demuestran que las raices son sitios de sintesis de
GAs (Butcher, 1963; Phillips y Jones, 1964; Jones y Philips, 1966; Abdala et al.,
1995). GA3 y otras GAs, dependiendo de la dosis, retardan o inhiben la tuberizacién
en planta entera (Okasawa, 1960; 1967), en estacas (Tizio, 1964b; 1966; 1971), en
estolones subcultivados in vitro (Koda y Okasawa, 1983) y secciones de tallo (Tizio,
1964b; 1966; 1971). Sin embargo, promueven el crecimiento caulinar de estolones
(Guifazu et al., 1988; Tizio, 1979; Harris, 1992).

La actividad tipo giberelina en raices y estolones disminuye con la
estimulacion de la tuberizacion en DC (Racca y Tizio, 1968; Railton y Wareing,
1973). Tratamientos con CCC, el cual bloquea la biosintesis de GAs promueve
tuberizacion bajo fotoperiodos desfavorables. Tratamientos con CCC (Guifiazu et
al., 1988) y otros inhibidores de la biosintesis de GAs (Simko, 1993) pueden
estimular la formacién de tubérculos en estacas cultivadas in vitro.

La tuberizacion también es promovida por extirpacion periodica de las raices
o por inhibicidn del crecimiento radical con altas dosis de auxinas (Tizio, 1964 a,b,c;
1969; Tizio et al., 1985). En contraste, cuando |la formacion de raices es estimulada
con bajas dosis de auxinas (acido indol-butirico o acido naftalen acético) la
tuberizacién se retrasa (Tizio, 1964b; Tizio, 1966)

Estos descubrimientos condujeron a formular la hipétesis de que las raices
sintetizan un “factor radical” con propiedades tipo giberelinas, el cual es

responsable de la prolongacion del crecimiento del estolon y el retardo de la
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tuberizacién (Tizio, 1964; 1966; 1979; Tizio y Golenioswki, 1985).
Las sustancias tipo GAs en raices de estacas fueron identificadas como GA3

(Abdala et al., 1995) y se sugiere que esta giberelina podria ser el factor radical

responsable de retardar la tuberizacién en plantas de papa.

OBJETIVO

Evaluar los efectos de la aplicacién exégena de JA y GA3 como posible

factor radical que regula la tuberizacién.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal
Para los bioensayos que a continuacién se describen se utilizaron plantulas
de papa (Solanum tuberosum L. cv. Spunta) cultivadas en medio MS con la adicién

de sacarosa al 3%, crecidas a luz continua y a 25°C durante 28 dias.

Bioensayo

Estacas uninodales de papa se cultivaron en medio WNM en condiciones
fotoperiddicas de DC y a una temperatura de 18-20°C.

Se realizaron dos experiencias paralelas: 1) con estacas que al momento de
la aplicacion de los reguladores presentaban un sistema radical bien desarrollado, y
2) con estacas que al momento de la aplicacién de los reguladores aiin no habian
desarrollado el sistema radical. Los diferentes reguladores se aplicaron mediante
una microgota (50 pl) sobre la yema axilar y la lamina foliar de las estacas,; para

ello se utilizaron los siguientes PGRs:

Control Agua

GA3 8 uM

JA 8 uM

GA3 + JA 8 M + 8 uM
GA; + SHAM 0.1 uM + 50 M
JA + UNZ 0.1 uM + 0.2 uM
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Se realizaron mediciones semanales del crecimiento de raices, estolones y
tubérculos y al cabo de 50 dias se midié PF y PS de los diferentes tejidos, como asi

también longitud de raices y estolones.

Diseno experimental y analisis estadistico
Los experimentos se llevaron a cabo con un disefio aleatorio, con 20
replicaciones por tratamiento y dos repeticiones por experimento. Los datos

obtenidos fueron sujetos a analisis de la varianza y test LSD de Fisher.

RESULTADOS

La presencia de raices retardd 14 dias la formaciéon de tubérculos. En
ausencia de sistema radical el porcentaje de tuberizacién alcanzé un 95% a los 66
dias de iniciado el tratamiento con JA en condiciones de DC (Figs. 1y 2).

La aplicacién de JA, solo o conjuntamente con GAg3, a estacas con un

sistema radical desarrollado condujo a la formacion de estolones de intensa
pigmentacion roja debido a la presencia de antocianinas (Fig. 8). La inhibicién de la
sintesis de GA3 por UNZ y la aplicacién conjunta de JA, produjo un mayor
porcentaje de estacas tuberizadas (70%) que las tratadas con JA solamente (30%)
a los 42 dias de iniciadas las experiencias (Figs. 1y 4).

En ambas experiencias se observaron modificaciones exo-morfolégicas en
las raices debido a la aplicacion de JA. Las estacas sin raices, tratadas con JA,
desarrollaron a posteriori un sistema radical de mayor grosor y menor longitud que
las tratadas con GA;. Cuando se aplicaron los dos reguladores conjuntamente las
raices se acortaron y engrosaron, y los estolones se ramificaron al igual que con el
tratamiento de GA3 sola (Fig. 7).

Las estacas con un sistema radical desarrollado que fueron tratadas con JA
o con la mezcla JA+GA; sufrieron también los mismos cambios morfolégicos en su
sistema radical que las estacas sin raices al momento de la aplicacién de los PGRs
(Fig. 8). En consecuencia GAj no revierte el efecto de JA sobre la exomorfologia de
las raices. Las estacas tratadas con JA+UNZ desarrollaron un sistema radical con

las mismas caracteristicas exomorfoldgicas que las tratadas con JA y se observo
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una compactacion del tallo debido a la aplicaciéon de UNZ.
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Fig. 1. Efecto del JA, GA; y JA+GA;. A) aplicado por microgota a estacas
uninodales sin sistema radical; B) aplicado por microgota a estacas
uninodales con sistema radical desarrollado. Ordenada: porcentaje de

tuberizacion. Abscisa: dias de iniciado el tratamiento.
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Fig. 2. Efecto del JA, GAs y JA+GAs (8 uM). A) aplicado por microgota a estacas uninodales sin
sistema radical; B) aplicado por microgota a estacas uninodales con sistema radical
desarrollado. Ordenada: porcentaje de tuberizacion a 66 dias de iniciado el cultivo in vitro de

estacas uninodales de papa.
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Fig. 3. Peso fresco de tubérculos producidos por las estacas de papa cultivadas in vitro a 66
dias de iniciado el tratamiento. Ordenada: peso fresco de tubérculos expresado en gramos.
Abscisa: tratamientos con JA aplicado a estacas con sistema radical desarrollado (JAc/r)y a

estacas sin sistema radical (JA s/r).
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Fig. 4. Efecto del JA+UNZ y GA;+SHAM. A) aplicado por microgota a estacas
uninodales sin sistema radical; B) aplicado por microgota a estacas uninodales con
sistema radical desarrollado. Ordenada: porcentaje de tuberizacidén. Abscisa: dias de
iniciado el tratamiento.
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Fig. §. Efecto del JA+UNZ y GA;+SHAM. A) aplicado por microgota a estacas
uninodales sin sistema radical; B) aplicado por microgota a estacas uninodales con
sistema radical desarrollado. Ordenada: porcentaje de tuberizacion a los 52 dias de
iniciado el cultivo in vitro de estacas uninodales de papa. Abscisa: concentraciones de
JA+UNZ (0.1pM + 0.2 uM) y GA;+SHAM (0.1uM + 50 uM).

82



Capitulo Il. Aplicaciones exégenas

0,054

0
JA+UNZ GA+SHAM Control

& 2 p

JA+UNZ GA+SHAM Control

Fig. 6. Peso fresco de tubérculos producidos por estacas de papa cultivadas in vitro a
oscuridad continua a 75 dias de iniciado el tratamiento. A) estacas uninodales sin
sistema radical; B) estacas uninodales con sistema radical desarrollado.
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Fig. 7. Efecto del JA, GA3 y JA+GA, aplicado por microgota a estacas uninodales sin

sistema radical a los 66 dias de iniciado el cultivo in vitro de las estacas. A y B: estaca
uninodal tratada con GA,: C: control; D, E y F: estacas uninodales tratadas con JA; G:

estacas uninodales tratadas con JA+GA,
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Fig. 8. Efecto del JA, GA3 y JA+GA, aplicado por microgota a estacas uninodales sin

sistema radical a los 66 dias de iniciado el cultivo in vitro de las estacas. A, estaca
uninodal tratada con GA,: B, control; C y D, estacas uninodales tratadas con JA; E y F,

estacas uninodales tratadas con JA+GA,
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Analisis Estadistico

En el ensayo bajo condiciones de dia corto de la aplicacion de JA a
estacas con o sin sistema radical, la variable objeto de andlisis fue peso seco
de tubérculos. Los tratamientos fueron: JA aplicado a estacas sin sistema
radical (JA s/r), JA aplicado a estacas con sistema radical (JA c/r) y estacas

controles.
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Fig. 9. Diferencias de medias (Test LSD de fisher) para la variable peso
seco de tubérculos de estacas con o sin sistema radical, tratadas con JA.

El analisis de las diferencia de medias (Test LSD de fisher) mostré que
solo el tratamiento JA-s/r difiere de los otros dos, siendo estos ultimos indistin-
guibles estadisticamente.

En el ensayo bajo condiciones de dia corto de la aplicacion de JA'y
uniconazol, y GA; y SHAM, a estacas con o sin sistema radical, la variable
objeto de analisis fue peso seco de tubérculos. Los tratamientos fueron:
JA+UNZ s/r, JA+UNZ c/r, GA3;+SHAM s/r, GA;+SHAM c/r y control.
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Fig. 10. Diferencias de medias (Test LSD de fisher) para la variable peso
seco de tubérculos de estacas con o sin sistema radical tratadas con
JA+UNZ y GA;+SHAM.

El andlisis de diferencias de medias mostré que no existen diferencias

estadisticas significativas entre los tratamientos.

DISCUSION

Tizio (1964a,b,c; 1966; 1979) y Tizio y Golenioswki (1985) plantearon la
hipotesis de que la presencia de raices retarda la tuberizacién por el aporte de una
sustancia que ellos denominan "factor radical". En un trabajo posterior se propone
que esta sustancia podria ser GAz (Abdala et al.,1995). En los experimentos
descriptos pudimos comprobar que el sistema radical retarda la tuberizacién in vitro
de estacas uninodales de papa; dicho efecto retardante de las raices se debe al
aporte de GAs. Trabajos anteriores demostraron una dramatica disminucién de las
sustancias tipo GAs en raices de papa cultivadas in vitro con la aplicacion de CCC
(Tizio y Golenioswki, 1985). Los tratamientos con CCC no sélo reducen el
contenido de GA3 de raices sino que también inhiben la rizogénesis (Abdala, 1995).
Cuando se inhibié la biésintesis de GAs con UNZ las raices presentes en las
estacas no retardaron la tuberizacion. A diferencia de lo que ocurre con CCC, el

uso de UNZ no afectd la rizogénesis y la aplicacidon conjunta con JA promovié
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tuberizacién.

La hipotesis de una hormona putativa en la tuberizacién (Gregory, 1956)
esta siendo reemplazada por la idea de una regulacién conjunta entre los niveles
de promotores e inhibidores. Los resultados de este trabajo sugieren que las raices
juegan una funcién importante en la tuberizacién de plantas de papa aportando una

sustancia o factor radical (posiblemente GA3) y creando un balance interno que

evitaria el desencadenamiento de la tuberizacién temprana.

La aplicacion de JA solo o conjuntamente con GAz produjo en los estolones
de las estacas enraizadas una llamativa acumulacién de compuestos antocianicos.
La induccién por JA y Me-JA de un gran espectro de metabolitos secundarios ha
sido bien documentado no sélo en cultivo de células en suspensién (Beerhues y
Berger, 1995; Dittrich et al., 1992; Gundlach et al., 1992; Mizukami et al., 1993) sino
también en plantas diferenciadas (Aerts et al., 1994; Baldwin et al., 1994,
Bodnaryck, 1994; Doughty et al., 1995). Al respecto Gross y Parthier (1994) han
informado que JA promueve la sintesis de flavonoides tales como las fitoalexinas.
Ademas Me-JA estimula la acumulacién de antocianinas en hipocétilos de plantulas
de soja crecidos en luz (Franceschi y Grimes, 1991), en hojas de plantulas de
Arabidopsis (Feys et al., 1994) y en corolas aisladas de Petunia (Tamari et al.,
1995). Por otro lado plantas de tomate bajo estrés de nitrégeno también acumulan
antocianinas debido al exceso de esqueletos carbonados que son producidos
cuando la fenilalanina es degradada para suplir el amonio requerido para el
crecimiento de las raices (Bongue y Phillips, 1995).

Puesto que las estacas de papa tratadas se cultivaron en un medio pobre en
nitrégeno, es probable que esta condicién sumada a la aplicacion exégena de JA
estimule la sintesis de antocianinas a partir del sustrato que estaria brindandole las
raices de la estaca. Un estudio de mayor profundidad se requerira para verificar si
JA estimula la sintesis de antocianinas de forma independiente al estrés por
nitrégeno, o bien si es el estrés el factor que desencadena, a través de la sintesis
de jasmonatos, la biosintesis del pigmento.

La acumulacion de antocianinas que es estimulada por JA en plantas
iluminadas podria proveer alguna proteccion a los excesos de radiacién

(Franceschi y Grimes, 1991).
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EFECTO DEL ACIDO JASMONICO EN LA EXPANSION CELULAR

INTRODUCCION

La morfogénesis en plantas estd controlada tanto por la frecuencia y la
direccién celular como por la expansion celular. La primera sefial de la tuberizacion
en plantas de papa es la cesacion del crecimiento del estolén; subsecuentemente
ocurre un ensanchamiento de la regién subapical. Este ensanchamiento es debido
en un principio a la expansién celular en el tejido medular (Booth, 1963; Koda y
Okasawa, 1983).

JA y Me-JA poseen diversos efectos sobre el crecimiento de las células, por
ejemplo, inhiben la divisién celular (Ueda y Kato, 1982) y la elongacién celular
(Ueda et al., 1995), y promueven la expansién celular (Takahashi et al., 1994).

La actividad de inducir expansion celular en parénquima amilaceo de papa
es especifica de JA ya que varias fitohormonas (IAA, GA, ABA, BA) asi como el
precursor de etileno (ACC) no tuvieron efecto apreciable en el tamafo de las
células (Takahashi et al., 1994).

El crecimiento de las células es determinado principalmente por dos
factores: la presién de turgencia dentro de la célula y la extensibilidad de la pared
celular (Cleland, 1971). La presion de turgencia provee la fuerza conductora para el
crecimiento celular y también juega una funcién importante en el metabolismo de la
pared celular (Labavicth, 1981). Las microfibrilas de celulosa altamente
organizadas confinan la expansién celular debida a la turgencia al eje axial mayor
del crecimiento (Green y Poethig, 1982; Delmer y Armor, 1995). Por ello, el correcto
orden de las microfibrillas de celulosa es esencial para la diferenciacion celular
(Green y Selker, 1991). El ordenamiento de las microfibrillas de celulosa es
controlado por los microtubulos corticales (Williamson, 1991; Cyr y Palevitz, 1995).
La participacion de los microtubulos corticales en el control de la direccién de la
expansién celular ha sido bien documentada por Shibaoka (1994). Abe et al.,
(1990) y Matsuki et al., (1992) demostraron la actividad de Me-JA en la disrupcion
de los microtubulos corticales en células de tabaco y papa respectivamente.

Aunque, la expansién de las células de la regién subapical de los tallos laterales de
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papa, que conduce a la tuberizacién in vitro, es acompanada por reorientaciéon y no
por disrupcién de los microtubulos (Fujino et al., 1995).

La extensibilidad de la pared celular ha sido correlacionada con la
composicion de polisacaridos (Taiz, 1984). Ademas, el ablandamiento de la pared
celular (aumento en extensibilidad) parece estar estrechamente ligadada a la
sintesis de polisacaridos (Montague, 1995). Previamente a la inducciéon de la
expansion celular, JA causa un considerable incremento en los niveles de sacarosa
en la célula, sin embargo no afecta los niveles de glucosa y fructuosa (Takahashi,
1995). La acumulacion de sacarosa parece derivar exclusivamente del almidén, el
cual decrece durante la expansion (Takahashi, 1995). JA también incrementa los
niveles de polisacaridos de la pared celular: celulosa, hemicelulosa y pectina
(Koda, 1997).

Si bien Koda (1997) afirma que la expansion de las células en respuesta a
JA es especifica de aquellas situadas en la regiéon subapical del estolon y células
de tubérculos jévenes, en las experiencias in vitro se pudo observar la formacion de
tubérculos en yemas laterales de estacas cultivadas in vitro sin previa formacion de
estolon. Por otra parte hemos determinado niveles endégenos de JA muy altos en
yemas que disminuyen notablemente con la brotacién. Esta observacién condujo a
pensar que las células de las yemas podrian expandirse por el efecto de JA

conduciendo al crecimiento del brote.

OBJETIVO

Estudiar la accién de JA sobre el agrandamiento celular en yemas de

tubérculos de Solanum tuberosum L. cv. Spunta cultivadas in vitro.
MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Yemas de tubérculos de papa fueron extraidas de tubércuios maduros y
esterilizadas con hipoclorito de sodio 0.5% por 30 min, alcohol 70% y agua estéril.
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Bioensayo

Las yemas fueron cultivadas en medio White basal a pH 5.6 suplementado
con manitol 58 mM para mantener la presion osmética del medio y solidificado con
agar (Merck) al 0.7%. Una microgota de JA (50 pl) en distintas concentracciones
fue aplicada sobre cada yema y las mismas se mantuvieron a oscuridad continua a

25°C durante 5 dias. Los tratamientos fueron los siguientes:

Control Agua
-8
JA 3x10 M
-7
JA 1x10 M
-5
JA 3x10 M

Preparacion de yemas para microscopia optica

Las yemas fueron colocadas en FAA (alcohol etilico 96°, agua, formol, acido
acético glacial, 50/35/10/5), deshidratadas con alcohol-xilol e incluidas en parafina.
Luego se seccionaron longitudinalmente y transversalmente con micrétomo
(secciones de 10 um) y se tifleron con una combinacion de safranina y verde rapido
para su posterior observacion en microscopio optico Carl Zeiss Standart K con

cémara fotografica incorporada.

Medicién del area celular

Los preparados histolégicos fueron procesados mediante un analizador de
imagenes, Programa VIDAS 25 de Kontron, para la medicion del area celular. Los
valores obtenidos como numero de pixes fueron multiplicados por el factor de area
(F=0,043).

Se delimitaron dos zonas de andlisis, la zona 1 corresponde a las células del
corpus inmediatamente por debajo de la tunica y la zona 2 correspondiente a las

celulas del meristema medular, a la altura del origen de los primordios foliares (Fig.

1).
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Fig. 1. Yema de tubérculo de papa. Zona 1: células del corpus. Zona 2: meristema
medular.

Diseio experimental

Para el analisis estadistico se seleccionaron las secciones transversales
debido a que las zonas 1 y 2 podian ser mejor determinadas en estos cortes.

El experimento se realiz6 con cinco repeticiones y segun un disefio
completamente aleatorio. Cada repeticion corresponde al promedio de cinco
submuestras de la unidad experimental. Las variables registradas correspondieron
al area celular en cada una de las zonas de cada yema.

Para ambas zonas, las areas celulares se analizaron mediante analisis de la
varianza previa transformacién logaritmica para estabilizar las varianzas. La
comparacién de las medias se realizé6 mediante prueba LSD de Fisher.

RESULTADOS

Luego de 5 dias de cultivo las yemas respondieron incrementando la
expansion celular en todos tratamientos con JA. En la zona 1 el efecto de los
tratamientos con JA fue altamente significativo (p=0.0006), mientras que los
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tratamientos con JA 3 x 10° M y JA 1 x 107 M no se diferenciaron
significativamente entre si (Fig. 2)

180 -
160
140 -
120 -
1

o

Area celular (um)

o 8 88 8 8

Control 3x10°M  3x10"M  3x10°M

Fig. 2. Valores medios y desvios estandares para el area celular de la zona 1
diferentes tratamientos con JA. Letras diferentes indican la diferencia estadisticaa un r
de significancia del 5%.

El tratamiento con JA 3 x 10 M tuvo la media mas elevada (178.09 micras)
la que difirié significativamente del control y del resto de los tratamientos (Tabla 1y
Fig. 3). A diferencia de lo observado en la zona 1, las células mas basales (zona 2)
no se mostraron afectadas por los distintos tratamientos con JA (p=06650) (Tabla

1).

Tabla 1. Valores medios y desvios estandares para el area celular en la zona 1 y zona 2

con diferentes tratamientos de JA.

Zona_'l_—f_ =_2ona 2 s
Tratamiento n media * ee media * ee
Control 5 10238 t 747 a 42136 * 37.04
JA 3x108M 5 178.09 + 1153 b 381.49 + 29.14
JA 1X10'M 5 13948 + 996 ¢ 434.74 + 20.11
JA 3x10°M 5 12656 + 11.35 ¢ 429.86 + 44.99

Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel del 5 %
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Fig. 3. Efecto de la aplicacion exégena de JA sobre la expansion de células del
corpus de yemas de tubérculo de papa. A, JA 3 x 107 M; B, control.
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DISCUSION

La expansion celular por acciéon de JA es atribuida a un incremento en la
presién osmotica, a cambios en la acumulacién de sacarosa, y ademas a cambios
en la estructura de la pared celular. Mas aun, la sintesis de celulosa es
indispensable para la expansiéon celular inducida por JA. Inhibidores de la
organizacion de microtibulos (colchicina e isopropil N-fenilcarbamato) y de
microfilamentos (citochalasin B) también inhiben fuertemente la expansion celular,
sugiriendo que el citoesqueleto es también indispensable para la expansioén celular
inducida por JA (Takahashi et al., 1995).

Los resultados indican que JA es capaz de inducir expansion celular no sélo
en células de parénquima amilaceo de papa como fuera demostrado por Takahashi
(1994) sino también en yemas de tubérculos de papa fisiol6gicamente maduros.

Takahashi (1994) demostré que discos de parénquima amilaceo de papa se
expandieron por accion de JA y lo hicieron en el lado basal en contacto con el
medio que contiene JA, las células superiores no se expandieron. Pero cuando se
expuso a los discos a Me-JA gaseoso obtuvieron la misma respuesta por lo que
adjudicaron este efecto a una mayor disponibilidad de agua por el tejido.

Por el contrario en las yemas donde se aplica JA por microgota soélo las
células del corpus (zona 1) en mayor contacto con la hormona se expandieron. Es
posible también que las células del meristema medular (zona 2) no respondieran
debido a que no tuvieron contacto directo con la hormona y que fuera necesario
mas de 5 dias para que JA difundiera a estas células mas alejadas de la superficie.

Las células cercanas a la tunica tiene menor diferenciacion que las de la
zona 2. En las células meristematicas las microfibrillas de celulosa estan orientadas
al azar. La forma de una célula vegetal depende de la direcciéon de la expansion
celular, particularmente de la orientacion de las microfibrillas de celulosa en la
pared (Green, 1980). La orientacién es controlada por los microtibulos corticales
(Gunning y Hardham, 1982).

Un gradual detrimento en la respuesta a JA fue observado por Takahashi
(1994) con el avance de la edad de los tubérculos. De ser asi estas células

requeririan concentraciones mayores de JA ya que son células mas viejas, sin
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embargo, nuestros resultados indican que las células basales no respondieron aun
a concentraciones 1000 veces mayores.

La transformaciéon de una yema a brote implica divisiébn y expansioén celular;
los altos niveles de JA endogenos en yemas de tubérculos de papa (Capitulo 1) y
la capacidad de expansion de las células meristematicas en respuesta a JA
exoégeno sefialan al JA como la fitohormona que actla directamente en las células
del corpus induciendo su crecimiento.

La actividad inductora de la expansion celular de JA y Me-JA esta

asociada con la actividad inductora de tubeizacién (Koda, 1997).

A diferencia de los resultados obtenidos por el grupo de Takahashi (1994) la
concentraciéon que produjo mayor agrandamiento celular en yemas (3 x 10'8) es
menor que la requerida para el agrandamiento de las células del parénquima (3 x

10'5). Por lo que diferimos con la idea de Koda (1997) quien sugiere que JA “per

se” no seria la sustancia que induce tuberizacion “in sifu” debido a que las
concentraciones de JA requeridas para la expansién celular son mayores que las
necesarias para explicitar tuberizacién. Este autor supone que un precursor de la
sintesis de JA, 12-oxo- PDA, que posee ambos tipos de actividades seria el
responsable de disparar la tuberizacién “in situ”.

La aplicacién exdgena de JA a estacas uninodales de papa suele producir la
formacién de tubérculos en cadena, formados en las yemas meristematicas del
tubérculo anterior. Pero la razén para que no se forme un tubérculo sobre el
tubérculo madre esta dada por la regulaciéon de otras hormonas endégenas como
las giberelinas y no debida a un detrimento en la capacidad para responder a JA
con el avance de la edad del tubérculo como afirma Koda (1997).

JA como tantos otros fitorreguladores que participan en complejos procesos
morfogénicos como la tuberizacion no actuan independientemente sino que existe

una regulacién endégena que conduce a la explicitacién de estos procesos.
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CONCLUSIONES GENERALES

Para profundizar sobre los procesos de estolonizacién y de tuberizaciéon en
papa se analizé la regulacion hormonal entre giberelinas y jasmonatos.

El proceso morfogénico de la transformacion de yema a brote implica
division celular y expansion; en dicho evento estaria involucrado el acido
jasmoénico que actia directamente en las células del corpus lo que favorece su
crecimiento mediante expansion celular radial (Castro et al, 1999; resultados
aceptados para su publicacién en J. of Plant Physiol.). Durante el crecimiento de la
planta los niveles de acido jasmoénico en follaje son altos, al igual que GA4. Al
respecto se puede postular que esta giberelina contribuye al crecimiento de los
tejidos como lo hace en otras especies. Posteriormente los niveles de acido
jasménico en follaje disminuyen con la ontogenia a diferencia de lo que ocurre en
raices. Esta disminucion se puede explicar en términos de un transporte basipeto,
ya que si el acido jasménico no es metabolizado a las formas solubles, acido
tuberénico y su aglucén, y transportado hacia los érganos subterraneos podria
desencadenar respuestas de defensa.

Las raices juegan un papel muy importante como ente regulador de la
tuberizacion. Al respecto las evidencias experimentales demostraron que las
aplicaciones exégenas de Aacido jasménico a estacas enraizadas retardaron
tuberizaciéon debido al aporte de giberelinas, y el uso de inhibidores de la
biosintesis de giberelinas como uniconazol revirtio el efecto. Por lo tanto, las raices
son importantes sitios de sintesis de estas fitohormonas que impiden la
tuberizacion temprana (Castro et al., 1999; resultados aceptados para su
publicacion en Potato Res.). Esto puede corroborarse ademas por los altos niveles
enddégenos de GA3 determinados en raices.

En el curso de la ontogenia los niveles de acido jasménico en raices
aumentan, modificando el balance interno de jasmonatos y giberelinas
favoreciendo de este modo |a tuberizacion.

La primera sefal de la tuberizacion es el cese del crecimiento del estolon

que esta acompafado por una disminucién de los niveles de giberelinas tanto de
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GA, como de GA;. Subsecuentemente se produce un ensanchamiento de la regién
subapical debido a un cambio de orientacién de los microtubulos corticales que se
disponen transversalmente al eje del estolén. Este cambio puede explicarse por la
accién del acido jasmoénico, el cual se encuentra en concentraciones elevadas en
esta etapa ontogénica. Al inicio de la tuberizacién el ensanchamiento es debido a
la expansion radial de las células en el tejido medular, y como fuera demostrado el
acido jasmoénico induce expansion celular a la misma concentracién que induce
tuberizacion in vitro. Los altos niveles de JA enddgeno en esta etapa sugiere que
esta fitohormona actia “in situ” induciendo “per se” expansion celular vy
consecuentemente la formacién del tubérculo.

A traves del desarrollo experimental in vitro pudo comprobarse que el acido
jasmoénico es un fuerte inductor de la tuberizacién bajo cualquier condicién
fotoperidédica ensayada; los tubérculos obtenidos son significativamente mayores
en peso debido a la accion de este regulador sobre el agrandamiento celular. La
técnica de la microgota empleada para arribar a estos conocimientos resulté ser
efectiva debido a que se induce tuberizacidbn en corto tiempo y con menor

concentracién de hormona (Abdala et al., 1996).
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