Potenciales Osméticos y Tuberizacioén in Vitro
de Secciones de Brotes y Esquejes de Papa'

ABSTRACT

The work aimed at establishing whether sugars play a role
through osmoetic effect in the mechanism of potato tuberisa-
tion. The action of mannite! and its interaction with sucrose
was studied. Decapitated sprout sections of potato (Sefanum
tuberosum 1..) were cultured in vitro in White-Nitsch-Morel
medium supplemented with different levels of sucrose andfor
mannitol. The cultures were placed in a dark location at a
temperature of 20°C - 22°C untif the end of the experiment.
Mannitol did not promete tuberisation. Combinations with
sucrose having identical osmotic potentials caused delayed
toberisation and abnormal tuber prowth. The effects of man-
nitol were also evident when the explants pretreated during
different periods were transferred to media with sucrose,
The same was true when the explants werc cultured during
four days in increasing fevels of mannitol and then trans.
ferred to media with sugar. Steam cuttings frcated with
mannitol showed severe water stress followed by death, Cut-
tings treated with sucrose showed nermal arowth and
tuberisation. Considering that identical osmotic polentials
provoked varying delays in tuhcrisation, it is difficult to
ascertain whether sugars act or not through an osmotic effect
or whether they are in some way involved in the hormonal
mechanism of potato tuberisation.

INTRODUCCION

Y1 manitol ha sido utilizado para estudiar el efecto
¥ de los potenciales del agua sobre cf crecimicnio
o dc tejidos y Grganos, v sobre el desarrollo del
estrés hidrico en células y iejidos. Ello se ha basado en
la presuncidn de que este compucsto penctra m uy len-
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COMPENDIO

El objetivo de este frabajo fue determinar si los aziicares
desempenan algiin papel, a través de un cfecto osmébtico, en
¢l mecanismo de tuberizacién defa papa {Solanum tuberosum
1..). Seccionces de brotes se culfivaron in vitre en el medio de
White-Nitsch-Muorel, suplementado con diferentes niveles de
sacarosa y, ademas o en su defecto, de manitol. Los cultives
secolocaron en la oscoridad 2 26°C - 227C hasta la finalizacion
delos ensayos. Manitol ne promovié tuberizacion, Diferen-
tes combinaciones con sacarosa de iguales potenciales
osmbticos provocaron retardes variables sobre la
tuberizacidn y aiteraren el crecimiente normal de Tos
tubércules. Los efectos del manitol también se observaron
cuando los explantos, pretratades en diferentes perfodos, se
repicaron en medios con sacarosa. Igual ocurrié cuande
aquélios fueron cultivados durante cuatro dias en con-
centraciones crecientes de manitol y transferidos, luego, a
medios con ¢l azicar. Esquejes foliosos tratados con manitol
manifestaron severo estrés hidrico seguido de muerte. En
medios con sacarosa crecieron y tuberizaron normalmente.
Teniendo en cuenfa que idénticos potencisles osmoticos
provocaron retardos diferentes sobre {a tuberizacion, es atn
incierto establecer si los azicares también actiian por efecto
osmotico, o st estin involuerados en el mecanismo hormonal
de taberizacion de la papa.

tarmente dentro de Ias células sin interflerir en ¢ meta-
bolismo celular (12, 13). Usando manitol, Lo et al (7)
estudiaron la posibilidad de que la twberizacién de
secciones de brotes de papa (Selanum tuberosum 1..)
cultivados in vitro podria deberse a bajos polenciales
osmoéticos (‘F osm) cn medios con altos niveles de
sacarosa. Los aulores determinaron gue ¢f manito! no
promovia tubcrizacion, y concluyeron que la sacarosa
era efectiva como fuente hidrocarbonada v no a través
de sus pofenciales osmdticos.

Sin embargo, ¢l manitol no séio penetra dentro de
ciertos tejidos modificando aquel pardmetro, sino que
lambién altera cl metabolismo de las plantas tratadas
(11, 16). En otras palabras, dicho compuesto es
transportado desde las rafces hacia los ¢jes caulinares
induciendo necrosis faliar (2, 4).

El objeto de este trabajo fue determinar si cierlos
azticares como la sacarosa pueden desempefar algin
papel, a través de un clocto osmdtico, en el mecanismo
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de tuberizacién de ia papa. Con csc fin, se estudi6 ia
interaccion del manitol con diferentes niveles de
sacarosa sobre la tuberizacidn de secciones de broles
de papa cultivadas in vitro. También se analizaron los
efectos del manitol y la sacarosa usando esquejes
foliosos de la misma especie,

MATERIALES ¥ METODOS

Tubérculos brotados de papa (5. tuberosum 1) de
los cultivares Spunta y Bintje se colocaron en oscuridad
continuza a 20°C - 22°C durante 15 dias, a f{in de es-
timular el alargamiento de los browes. A continuacidn
fueron expuestos a luz natural difusa y a temperatura
de laboratorio para estimular la diferenciacion de los
tejidos. Luego de la cxtraccion de fos brotes de primera
brotacidn, los restanies [ueron ¢liminados a fin de ob-
tener secciones de segunda y aun de una tercera
brotacidn en las condiciones descritas precedente-
mente.

Secciones de brotes de primera, segunda y tercera
brotacidn, de 3 cm a 4 cm de longitud, con dos o tres
yemas axilares, sc csterilizaron con 73% de etanol
durante 3 min y, lucgo, con una solucidn al 12% de
hipoclerito de socio comercial (80 g de cloro activo por
decimetro ciibico) adicionada con 0.04% de Tween 20,
durante 20 minutos.

Luego de tres enjuagues con agua bidestilada estérif,
los explantos sc cullivaron en tbos de ensayo con 235
mi de una mezela de macronutrimentos de White (17)
y micronulrimentos scgun Nitsch (9), adicionada con
0.75% de agar bacterioldgico Difco, 10 mg/l de EDTA
de Fe y diferentes concentraciones de sacarosa {(0.23,
0.33, 0.42 y 0.5 M), acompanadas o no con maniiol
(008, 0.17 y 025 M). Luego del cultivo todes los
tratamientos se expusieron a oscuridad continua a 20°C
- 22°C hasta el final de los experimentos.

Los polenciales osmdticos de los testigos (sin
sacarosa o manitol) se midicron con un conductimetro
Arade! Mod 3 P en 36 tubos con el medio nutriente de
White-Nitsch adicionado con 0.75% del agar y 10 mif
de EDTA de hierro. Se midié un valor promedio de
1068.5 mhs a 2 cm de profundidad, que correspondid
3 un polencial osmético de ~0.38 atmdsleras normales,
Este valor (~0.4 atm) se adiciond a los potenciales
osmdticos, calculados para las diferentes molaridades
de sacarosa acompafiada 0 no con manitod.

En el andlisis cstadistico se utilizo el test Tuckey de
comparacién miiltiple. Los primeros dos cnsayos
{Cuadros 1 y 2) s¢ Hevaron a cabo usando vn disciio
completamente aleatorizado con diez repeticiones.
Los restantes sc realizaron en la misma forma, con sicte
repeticiones, Cada repeticidn consistid on seis tubos de
cultivo quc no presentaron signos de infeccion,

Cuadro 1. Efecto de diferentes concentraciones de
sacarosn, manitol y combinaciones de ambos
compuestos sebre la tuberizacion de seeclones
de brotes de papa del cv, Bingje, cultivadas in
vitro (brotes de tubércules de primera
brotacidn).

Sacarosa Manitol 1y osm  IMas para  Tubcrizacidn

D (V) {-atm) alcanzor 50% luego de 76
X de explantos dias de cultivo
tuberizadas (%)

; o 04 >76 0
0.25 0 60 50be 87
0.33 4 78 4iab 81
0.42 0 98 38a 89
0.50 0 11.6 39a 55
Q.25 (.25 116 61 50
33 .17 11.6 5ic a7
¢.d2 308 11.6 41ab 70

HSD = & 0.05 = 6.17 CV = 1781%

Er el Cuadro 1 y cn los sipuientes, los valores medios
acompafiados por la misma lewra no muestran diferencias sig-
nificativas a nive! de ¥ 0035 (Test Tuckey)

x = Eniodas ks concentraciones utilizadas, ¢} manito! solo no
promueve tuberizacion.

Cundre 2. Efecto de diferentes concentraciones de
sacarosa, manitol y combinaciones de ambos
compuestos sobre la tuberizacion de secciones
de brotes de papa del ev. Spunta, cultivadas in
vitro  (brotes de tubérculos de segunda
braiacién).

Sacarosa Manitol Y osm  Dias para  Tuberizacién

(M) My (-atm) alcanzar 50% lucgo de £5
X de explantos dias de

tuberizados cultive {%)

0 0 0.4 >60b 0
0.25 0 60 30ac 100
0.33 0 18 27a 85
042 0 9.8 28a 83
0.50 0 116 44d 80
025 025 116 >80b 35
0.33 217 i16 54 57
0.42 0.08 il6 38cd 67
HSD =0 005 = 836 CV = 14 48%
x = En todas las concentraciones usadas, el manitol solo no

promueve tuberizacion
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Esquejes {oliosos de 13 em a 15 ¢m de longitud se
extrajeron de plantas jévenes, no tuberizadas,
colocadas desde 1a brotacién bajo luz continua. Quince
esquejes con 2 6 3 hojas apicales se sumergicron por
sus bases, cortadas a bisel, dentro de diferentes con-
centraciones de manitol o sacarosa (0.17; 0.25; 0.33;
042y 0.5 M) durantc 16 horas. Lucgo de los tralamicn-
tos, s¢ plantaron ¢n macetas con vermiculita imeda,
pericdicamentc regada con solucidn de Knop diluida a
ta mitad. Aquellas se colocaron en un inverndculo, a
22°C - 44°C con un [lotoperiodo de 14 horas.

RESULTADOS

Ensayos preliminares mostraron gue ¢l manitol, en
cualguiera de las concentraciones atilizadas, fuc com-
pletamenie inc{ectivo en promover twberkzacion, como
fucra anteriormente demostrado por Lo e al. (7).
Asimismo, y on ausencia de¢ sacarosa, la tuberizacion
no tuvo lugar (Cuadros 1 al 6). Sin cmbargo, en ambos
casos, se observd un moderado crecimicno de los
tallitos cstoloniferos formados a partir de las yemas de
los explantos, que sicmpre terminaron por envejecer y
SeCarse.

Cuadro 3. Efecto de periodoes crecientes de cultivo en
0.25 M de manifol sobre la tuberizacidn de
secciones de brotes del cv. Bintje, cultivadas in
vitro, Juego de la transferencia a medios con
0.25 M de sacarcsa (secciones de brofes de
fubérculos de segunda brotacion).

Dins en 0.25 M Nimero de dias para  Tuberizacién
de manitol alcapzar 50% lucgo de 60
de explantos ding de
tuberizndos cultive (%)
0 30 100
4 38a n
8 40a 77
16 54 62
24 > 60 0
HSD = a 0.05 CV = 592%

En secciones del cv. Bintje sc observd una
correlacion directa entre la concentracion de sacarosa
cn el medio del cultivo y tuberizacion precoz (Cuadro
1), Enelcv. Spunta 1 correlacidn no s observe, ya
que altos niveles de sacarosa (0.5 M) retardaron con-
siderablemente la formacion de tubéreulos (Cuadro 2).

En ambos cultivares, las combinaciones de sacarosa
y manito] con idénticos potenciales osméticos (-11.6

Cuadro 4. Efecto de periodos crecientes de cultivo en
.25 M de manitol sebre la tuberizacidn de
secciones de brotes del cv, Bintje, cultivadas in
vitro, lzego de Ia transfercncia a medios con
0.25 M de sscarosa {secciones de brotes de
tercera brotacidn).

Dias en 0.25 M Niimerc de dias para  Tuberizacion
de manitol alcanzar 50% Tuego de 56
de explantos dias de
tuberizados cultive (%)
0 12 100
4 22 100
8 35 100
i6 46 52
24 > 56 0
HSD = 005 =970 CV = 16.02%

Cuadro 5. Efecto  del cultivo, durante cusiro ding, en
diferentes molaridades de manitol, sobre Ia
tuberizacidn de secciones de brotes, cultivadas
in vitro, del cv. Bintje, luego de In transferencia
a medios con 0.25 M de sacaresa (brotes de
tubérculos de segunda brotacién).

Manitol (M) Niamere de dias para  Tuberizacién
aleanzar 50% liego de 65
de explantos dins de cultivo
tuberizados (%)
0 29 95
025 3%a 85
033 451 82
0.42 > 65b 31
0.50 > 65b 10
HSD = o 0.05 = 9.17 CV = 11.61%

atm} (Cuadros 1 y 2) retrasaron considerablemente la
tuberizacidn y alieraron el crecimienlo normal de los
tubéreulos que resultaron muy pequenos y deformados.

En otros ensayos (Cuadros 3 y 4) se observd una
correlacion directa entre el lapso, durante el cual los
explantos permanccicron en (0.23 M de manitol, y los
retardos observados en Ia tuberizacion, lucgo del repi-
gue de los mismos a medios que contenfan 0.25 M de
sacarosa. Enestos casos se reiterd ¢l efecto detrimental
del manitol sobre el crectmiento de fos tubcéreulos,

Cuando las secciones sc cultivaron cn con-
cenfraciones crecientes de manitol durantc un mismo
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Cuadro 6. Efecto del cultivo, durante cuatro dias, en
diferentes concentraciones de manitol sobre Ia
tuberizaciin de secciones, cultivadas in vitro,
del cv, Bintje, luego de la transferencia a
medies con 0.25 M de sacarosa (secciones de
brotes de tubéroulos de tercera brotacidn).

Manito} (M) Nimero de dfas para  Tuberizacidn
alcanzar 50% fuego de 40
de explantos dias de cultive
tuberizados {%)
0 10 160
0.25 19a 160
0.33 18a 160
(.42 22a 100
450 33 57
HSD = ¢t 0.05 = 7.69 CV = 993%

lapso (4 d), y luego fueron transferidas a medios con
0.25 M de sacarosa, la tuberizacién fue progresiva-
mente retardada y aun completamente inhibida
{Cuadros 5y 6).

En los esquejes {oliosos, previamente tratados con
diferentes concentraciones de manitol, se manifesté
una rapida y severa marchitez seguida de mucrte del
material. Esquejes tratados con igunales con-
ceniraciones de sacarosa, enraizaron, crecicron y
tuberizaron normalmente, luego de 20d a 25 d desde 1a
plantacidn,

DISCUSION

De los resuliados expuestos cn los Cuadros 1 y 2,
claramente, se demuestra que el maniwl, ¢n com-
binaciones con sacarosa de iguales valores de poten-
ciales osmdticos (-11.6 atm), no sélo es ¢l causante de
los retardos observados en [a tuberizacidn sino también
del crecimiento anormal de los tubércufos. Esto im-
plica que dicho compuesto penetrd dentro de las sec-
ciones, e incluso probablemente modificd los poten-
ciales osméticos de sus tejidos. También es evidente
que, en ambos cultivares, el efecto retardador que
puede atribuirsele al manitol aparcce como una funcidn
de su molaridad. Ello significaria que en todas las
experiencias realizadas, el potencial osmético de los
medios de cultivo, igual que para todas las com-
binaciones de manitol con sacarosa, no ha sido el factor
que controld la formacion de los tubérculos.

Tedricamente, $e cree que si el manitol hubicra
actuado sélo como agente osmdtico, seria correcto

deducir que en todos los casos la tuberizacion hubiera
tenido lugar aproximadamenie al mismo tiempo, sin
presentar diferencias significativas entre las diferenies
variables. Elo teniendo también en cucnia que ka
menor concentracién utilizada de sacarosa (.25 M)
corresponde a un 8.56% en el medio de cultivo, que
resulta mas que suficiente para provocar la formacidn
de wbérculos in vitro (15).

Sin embargo, podria argiiirse que ¢f efccto retar-
dante del manitol se relacionaria con la conversion dec
sacarosa a almiddn. En csc sentido, Oparka y Wright
(10) demostraron que la conversidn, en discos de
tubérculos de papa, incubados en un determinado rango
de manitol, fue Sptima a 300 mM, pero declinaba
considerablemente por encima o por debajo de esa
concentracion.

En opinidn de los autores de este articulo, el
fendmeno descrito no puede asimilarse a lo ocurrido en
este ¢aso, va que ¢l manitol, asociado con sacarosa,
gjerce su accidn retardanie sobre a tuberizacion andes
de que ésta lenga lugar, es decir, antes de que comience
a sintetizarse ¢l almiddn en los meristemas subapicales
o yemas axilares de los tatlos estoloniferos.

Los resultados confirman que el manitol no actia
como fuenie hidrocarbonada para la cxpresion de fa
{uberizacion (7). Sinembargo, y tenicndo en cuenta los
resultados expuestos, no resulta correcto concluir que,
por la ausencia de tuberizacion en medios con manilol,
los aziicarcs como Ia sacarosa no actien sobre cf
fendmeno por accion de sus potencialcs osmdticos tal
como lo afirman Lo et al. (7).

Los resultados del presente trabajo también ponen
dec manifiesto un hecho que invalida, en nuestra
opinidn, las conclusiones de Lo et af. (7): no tuvieron
en cucnta que ¢l manitol podria haber penetrado dentro
de los explantos de papa, alterando a su vez sus poten-
ciales osméticos iniciales. Los resultados de los
Cuadros 3 y 4 demuestran que efectivamente es asi, no
sélo retardando la tuberizacidn provocada por la dis-
ponibilidad de sacarosa, sino también alterando el nor-
mal crecimiento de los tubéreulos.

Los resultados de los Cuadros 5 y 6 demuestran que
el cfecto retardante del manitol sobre fa tuberizacion
conslituye una funcion de su concentracion en presen-
cia de niveles suficientes del aziicar como para desen-
cadenarla.

La accion anormal del manitol sobre el crecimiento
de los tubérculos es también cjercida en tejidos v
grganos de olras especies (6, 8, 11). En papa, dicha
accion se ha corroborado al utilizarse estacas foliasas
tratadas con aquel compuesto. Ese comporiamiento
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fue similar al observado cn otras especics como cen-
teno, girasol, maiz y haba, las que muestran un ripido
y severo esirés hidrico seguido de muerte cuando son
regadas con soluciones de manitol (4)

La falia de una estrecha correlacidn entre niveles
crecientes de sacarosa y precocidad de wuberizacidn en
elcv. Spunta (Cuadro 2), plantea lambién dudas acerca
de la accidn de los azdcares a través del desarrollo de
sus poienciales osmaticos.

Por dltimo, Ia precoz tuberizacion manifestada por
las secciones de broics de tercera brotacicn (Cuadros 4,
3y &) podria atribuirse al grado de incubacidn, o edad
fisiolégica mayor, alcanzado por los wbérculos de los
que los explantos fucron extraidos (14).  Algunos
autores postulan, sin aponar prucbas concluyenies, que
los azicares no participan cn el mecanismo de
tuberizacién de Ia papa, aunque consideran quc son
esenciales para la sintesis de almidén, ligada al
crecimiento de los wbércnlos (1, 53

Los resultados expuestos por este trabajo
demuestran que ain es incierto establecer si los
aziicares también actdan por efecto osmético, o si estan
involucrados, juntamente con otros reguladores
enddgenos del crecimiento (3, 15), en el mecanismo de
tuberizacidn de la papa.
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