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RESUMEN

El tubérculo de papa es el organo mads utilizado para el cul-
tivo de esta especie. La microtuberizacion proporciona ventajas
en el almacenamiento y transporte de germoplasma libre de pa-
togenos. Los microtubérculos pueden plantarse directamente en
el suelo y presentan las mismas caracteristicas bioquimicas y
morfoldgicas que los producidos en el campo. Para probar el
efecto inductor de tuberizacion del H,O, se incubaron explantes
nodales en 1, 5 y 50mM, posteriormente se cultivaron en me-

dio MS modificado en oscuridad a dos temperaturas (8 y 20°C),
por 60 dias. El H,0, en 1 y 5SmM promovié la supervivencia,
inhibio el crecimiento, indujo la microtuberizacion e incremen-
16 el peso y tamaiio de microtubérculos. Este trabajo demuestra
un efecto fisiologico del H,0, a largo plazo en la induccion de
tuberizacion in vitro, tolerancia a baja temperatura, y propone
una técnica para incrementar la produccion de microtubérculos
en menor tiempo 'y a bajo costo.

HYDROGEN PEROXIDE AS AN in vitro TUBERIZATION INDUCER IN POTATO PLANTS

Silvia Sanchez Rojo and Humberto Antonio Lépez Delgado

SUMMARY

The potato tuber is the organ commonly used for the cultiva-
tion of this species. Micro-tuberization provides advantages for
the storage and transport of pathogen free germplasm. Microtu-
bers can be planted directly in soil and have the same biochem-
ical and morphological characteristics as those produced in the
field. To investigate the effect of H,O, as a tuberization inducer,
nodal explants from micro-plants were incubated in 1, 5 and
50mM solutions and cultured in a modified MS medium, under

darkness at two temperatures (8 and 20°C) for 60 days. H,O, at
1 and 5mM enhanced survival, inhibited growth, induced micro-
tuberization and augmented the weight and size of micro-tubers.
This paper reports a long term physiological effect of H,0, in
the induction of in vitro tuberization, tolerance to low tempera-
ture, and proposes a new technique for increasing micro-tuber
production in less time and at low cost.

Introduccion

La papa (Solanum tuberos-
um L.) es uno de los cultivos
mds importantes. Ocupa el
cuarto lugar en la produc-
cién anual, después del arroz
(Oryza sativa), el trigo (Triti-
cum aestivum) y la cebada
(Hordeum vulgare). Es un
alimento de gran importan-
cia por su valor alimenticio,
rico en hidratos de carbono,
proteinas, minerales (parti-
cularmente K y Ca) y vita-
minas (Fernie y Willmitzer,
2001). En la industria se le
utiliza principalmente en la

produccién de hojuelas o pa-
pas fritas. Sin embargo, esta
especie es susceptible a estrés
bidtico y abidtico, tal como
temperaturas extremas, el ata-
que de Phytopthora infestans,
causante del tizon tardio, y
el sindrome de punta morada
asociado a fitoplasma (Moun-
tain Valley, 2003; Rubio et
al., 2000).

Los programas de produc-
cion de tubérculo-semilla
utilizan la microtuberizacién
(desarrollo de tubérculos in
vitro) como una alternativa
en proyectos de investigacién
o produccién, ya que en con-

diciones asépticas reduce el
riesgo de ataque por patdge-
nos, pérdida de germoplasma,
y facilita el transporte por su
reducido tamafio (CIP, 1988).
Esta técnica consiste en indu-
cir la diferenciacion del brote
axilar de explantes nodales
de vastago en un tubérculo,
cuando se cultivan en un me-
dio inductor, con inhibidores
del crecimiento, citocininas
y alto contenido de sacarosa,
y se incuban en oscuridad
(Lépez-Delgado y Scott, 1997,
Jackson, 1999; Veramendi et
al., 1999). La formacion del
tubérculo involucra al menos

dos procesos distintos: la inhi-
bicién del crecimiento axial y
una expansion radial del 6rga-
no que tuberiza (Garcia-Torres
y Gémez-Campo, 1973).

El peréxido de hidrégeno
(H,0,) es considerado una
molécula sefial y un regu-
lador de la expresiéon de al-
gunos genes en las células.
Cuando se acumula en las
plantas, activa factores de
transcripcién que regulan di-
ferentes procesos fisiolégicos,
inhibe el crecimiento y de-
sarrollo vegetal, y estimula
los mecanismos de defensa
a estrés bidtico y abidtico
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PEROXIDO DE HIDROGENIO COMO INDUTOR DE TUBERIZACAO in vitro EM PLANTAS DE BATATA
Silvia Sdnchez Rojo e Humberto Antonio Lépez Delgado

RESUMO

O tubérculo de batata é o orgdo mais utilizado para o cultivo
desta espécie. A microtuberizacdo proporciona vantagens no ar-
mazenamento e transporte de germoplasma livre de patogenos.
Os microtubérculos podem ser plantados diretamente no solo e
apresentar as mesmas caracteristicas bioquimicas e morfologi-
cas que os produzidos em campo. Para provar o efeito indutor
de tuberizacdo do H,O, foram incubados explantes nodais em
1, 5 e 50mM, posteriormente foram cultivados em meio MS mo-

dificado na escuriddo a duas temperaturas (8 e 20°C), por 60
dias. O H,0, em 1 e 5SmM promoveu a sobrevivéncia, inibiu o
crescimento, induziu a microtuberizacdo e incrementou o peso e
tamanho de microtubérculos. Este trabalho demonstra um efeito
fisiolégico do H,0, de longo prazo na indugcdo de tuberizagcdo
in vitro, tolerdncia a baixa temperatura, e propde uma técnica
para incrementar a produgdo de microtubérculos em menor tem-

po e a baixo custo.

(Yu et al., 2002, 2003; Pnue-
li et al., 2003; Hung et al.,
2005). Por las caracteristicas
de este compuesto (altamente
reactivo, vida media corta
y potente 6xidoreductor de
componentes celulares) exis-
ten pocos trabajos donde se
experimenta su aplicacidén
exdgena en plantas. Ensayos
previos en la misma especie
revelaron que aspersiones con
H,0, (0,1-50mM) inhibieron
el crecimiento del vastago y
aumentaron el contenido de
almidén y lignina en tubér-
culos, sin presentar sintomas
téxicos (Foyer et al., 1997;
Lépez-Delgado et al., 1998a,
b, 2005). En plantas positi-
vas a fitoplasma se demostrd
el potencial del H,0, para
aumentar el rendimiento y
calidad de los tubérculos (no
destinados para semilla) me-
diante el increment6 en el
peso, contenido de almiddén
y porcentaje de brotacién de
tubérculos (Romero-Romero
y Lopez Delgado, 2009). En
el presente trabajo se evalud
el potencial del H,O, como
inductor de la formacién de
microtubérculos, resistencia
en baja temperatura y porcen-
taje de supervivencia.

Materiales y Métodos
Material vegetal

Los experimentos se rea-
lizaron con microplantas de
Solanum tuberosum L. de la
variedad Atlantic, procedentes
del banco de germoplasma
del laboratorio de Fisiologia-
Biotecnologia del Programa
Nacional de Papa, INIFAP
(Instituto Nacional de Investi-
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gaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias), ubicado en Me-
tepec, estado de México.

Incubacion de explantes
nodales en H,0,

Se seccionaron microplantas
de 28-30 dias de desarrollo en
explantes nodales. Se incuba-
ron 40 de éstos en cajas de
Petri con soluciones de H,0,
(0, 1, 5 y 50mM) pH 5,7 por
60min, de acuerdo con traba-
jos previos (Foyer et al., 1997,
Loépez-Delgado et al., 1998a,
b, 2005). Posteriormente se
enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril.

Induccion de tuberizacion

Después de la incubacién
los explantes nodales fueron
colocados en tubos de cultivo
con 8ml de medio Muras-
hige y Skoog (1962) modi-
ficado a pH 5,7 con 8% de
sacarosa y 0,5mg-1" de ben-
cil amino-purina (BAP). Las
condiciones de cultivo fueron:
16h de fotoperiodo usando
luz fluorescente (400-700nm,
35umol-m?-s') a nivel de la
planta y temperatura de 20
+1°C. Para evaluar el efecto
del H,0, sobre la viabilidad
y el crecimiento se registré el
porcentaje de supervivencia y
la longitud de microplanta 15
dias después de la incubacion.
Al término de este periodo,
todos los explantes de cada
tratamiento se mantuvieron
durante 60 dias en oscuridad,
20 de ellos a 20°C y los 20
restantes a 8°C. Cada diez
dias se registrd el porcentaje
de tuberizacién y al final del
periodo se registré el peso

y nimero de tubérculos por
planta.

Diseiio y andlisis estadisticos

Se utilizé un arreglo fac-
torial 4x2, con un disefio
completamente aleatorio y
se analizaron los resultados
del promedio de
tres experimentos
mediante ANOVA
para el porcentaje
de supervivencia y
tuberizacion, longi-
tud de microplan-
ta, peso y nimero
de tubérculos por
planta; y prueba de

80

60

40

20

Supervivencia (%)

explantes durante lh en las
diferentes soluciones (condi-
ciones conocidas como estrés
por inundacién que pueden
ser desfavorables para la su-
pervivencia de los mismos).
El H,0, promovié la super-
vivencia de explantes nodales
en las concentraciones 1 y

* *

Tukey (95%) para
determinar los tra-
tamientos con di-
ferencias significa-

1 ' 5 ' 50
H,0, [MM]

Figura 1. Porcentaje de supervivencia de explan-
tes nodales de 15 dias de cultivo en medio de

tivas. tuberizacién e incubados previamente en H,0,
durante lh.

Resultados y *Significativo con respecto al testigo. Tukey,

Discusién p<0,005; n=20.

El presente traba-

jo muestra evidencia del efec-
to de incubacién durante lh
en H,0O, sobre la superviven-
cia de explantes, inhibicién
del crecimiento y la induc-
cién de tuberizacién en dos
condiciones de temperatura.

Viabilidad de los explantes
incubados

Durante la manipulacién de
microplantas para subcultivo,
éstas se someten a diferentes
tipos de estrés (mecdnico,
hidrico, de temperatura, etc.),
reduciéndose el porcentaje de
viabilidad de los explantes
subcultivados. En este caso
se produjo un estrés adicio-
nal por la incubacién de los

SmM, en 18,29 y 15,59%,
respectivamente (Figura 1).
Lopez-Delgado et al. (1998a)
reportaron que la incubacién
previa de explantes noda-
les en altas concentraciones
de H,0, (5-50mM) en papa
incrementaron la termotole-
rancia. Foyer et al. (1997) y
Willekens et al. (1995) su-
girieron que la tolerancia a
estrés abidtico en plantas se
relaciona con el incremento
limitado de los niveles de
H,0,.

Inhibicion del crecimiento
La longitud del brote desa-

rrollado a partir de explantes
nodales incubados fue signi-
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Figura 2. Longitud de microplantas de 15 dias de 10 30 40 50

cultivo in vitro, previa incubacién de explantes

nodales en H,O, durante 1h.

*Significativo con respecto al testigo. Tukey,

p<0,005; n=20.

ficativamente menor en los
tratamientos con 1 y SmM
H,0, (15,03 y 31,64%, res-
pectivamente; Figura 2). En
ensayos similares de Lépez-
Delgado et al. (1998b), el
H,0, retardé el crecimiento
del vastago en microplantas
provenientes de explantes no-
dales preincubados en dicho
compuesto, sin presentar sin-
tomas de toxicidad. Pnueli et
al. (2003) demostraron que la
acumulacién de H,O, en plan-
tas de Arabidopsis sp. inhibid
el crecimiento y desarrollo
vegetal; estos autores sugieren
que el incremento de H,0,
intracelular activa la expresion
de factores de transcripcion
involucrados en el control del
crecimiento.

Induccion de tuberizacion

En condiciones de baja
temperatura (8°C) los tra-
tamientos con H,O, incre-
mentaron significativamente
el porcentaje de explantes
tuberizados a partir de los
treinta dias de induccién en
1,19 (ImM); 1,31 (5SmM) y
2,1 (50mM) veces con res-
pecto al testigo. Las diferen-
cias mds notables se regis-
traron a los 40 dias, cuando
el porcentaje de tuberizacién
en los tratamientos con 1
y 50mM fueron significa-
tivamente mayores (1,48 y
1,52 veces) que el testigo
(Figura 3). Schopfer (1996)
propuso que la rigidez de la
pared celular, y por lo tanto
la inhibicién del crecimien-
to, es mediada por niveles
de H,0,. Es posible que el

Tiempo de induccion (dias)

Figura 3. Porcentaje de explantes con tubérculo previamente incu-
bados en H,0, 0, 1, 5 y 50mM durante 1h y transferidos a cultivo
in vitro. El periodo de induccién fue de 50 dias a 8°C en oscuridad.

*Significativo con respecto al testigo. Tukey, p<0,005; n=20.

H,0, regulé el crecimiento
celular durante la induccién
de microtubérculos, ya que
este proceso involucra la
inhibicién del crecimiento
axial del 6rgano que tuberi-
za (Garcia-Torres y Gémez-
Campo, 1973).

A temperatura ambiente
(20°C) entre los primeros
10 y 20 dias de induccién,
los explantes

condiciones de temperatura
(Figuras 3 y 4). Los resulta-
dos concuerdan con algunos
trabajos que reportan el efec-
to del H,O, como molécula
seflalizadora de regulacién
génica en bajas concentracio-
nes (Levine et al., 1994). El
efecto inductor en concentra-
ciones >1mM se observé en
diferentes tiempos. A 20°C

el tratamiento con SmM in-
crementd el porcentaje de
tuberizacién a los 10 y 20
dias de induccién, mientras
que a 8°C el mismo efecto
se observé a los 30 dias, y
para el tratamiento de ma-
yor concentracién (50mM)
la induccidén ocurrié entre
los 30 y 40 dias. La tube-
rizacién a 20°C fue signi-
ficativamente mayor en el
tratamiento con SmM solo
durante los primeros 20 dias.
Esto podria deberse a que
el H,0, en condiciones de
no estrés es téxico para las
plantas cuando supera cierto
rango de concentracién. Bajo
estrés de temperatura (8°C)
se incrementd el nimero de
explantes tuberizados antes
que el testigo, probablemente
activando diversos mecanis-
mos de tolerancia a estrés por
su papel como molécula sefal
(Figuras 3 y 4). Tolerancia a
bajas temperaturas inducida
por H,O, en papa fue de-
mostrada por Mora-Herrera

et al. (2005) y por

nodales incuba- &£ WOO: bo Ot mSs mso * Mora-Herrera y Lo6-
dos en 5SmM de (%) 5 - + pez-Delgado (2006),
H,O, presenta- g quienes reportaron
. B *

ron porcgntaJ?s 2 w0l X% que 5y 50mM H,0,
de tuberizacién 35 . * % incrementan la su-
significativamen- € 1 * pervivencia de mi-
t2e415nai/(§)r;/s, de 8 “7 * * croplantas después
1,45 ((20 13?33) £ o x ?r?’ol?-g?])‘?cs)lccit?rtlﬁ
v;:ces respecto 2 ] ﬂ z te 3y 4h

| €Sy ah
al testigo. A los 0 o 0 s .
50 dias, ImM : : o Peso de
de H,0, indujo Tiempo de inducci6n (dfas) microtubérculos

significativamen-
te 1,06 veces
mds explantes
tuberizados que
el testigo (Fi-
gura 4). Se ob-
servé un mayor
efecto inductor
del H,O, en ba-
jas concentracio-
nes a 20°C (1 y
5SmM) a lo largo

120 A

del periodo de
cultivo (Figura
4). Cabe sefia-

Explantes con microtubérculo (%)

[JgC W 20C

hubo efecto sig-
nificativo en la
induccién de
microtubérculos
independiente-
mente de las
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*
y 50mM H,0, (62,95;
o 80 61,88 y 63,66mg, res-
* * * pectivamente) con
: ] respecto al testigo
0 (48,83mg) a tempera-
i tura de 8°C. Con la
) temperatura de 20°C,
los microtubérculos
lar que a ImM 0 . . . de los tratamientos
0 1 5 50

H,O,[mM]

Figura 5. Peso de microtubérculos provenientes de explantes no-
dales preincubados en H,0, Después de 60 dias en oscuridad en
medio de tuberizacion a dos temperaturas.
*Significativo con respecto al testigo. Tukey, p<0,005; n=20.

Figura 4. Porcentaje de explantes con tubérculo a 20°C durante un
periodo de induccién de 50 dias en oscuridad, previa incubacién en
H,0, 0, 1, 5 y 50mM durante 1h y transferidos a cultivo in vitro.
*Significativo con respecto al testigo. Tukey, p<0,005; n=20.

El peso de los
microtubérculos co-
sechados a los 60
dias, fue significati-

vamente mayor en los
tratamientos con 1, 5

con 1 y 50mM H,O,
presentaron peso sig-
nificativamente mayor
(91 y 96mg) que el
testigo (75mg; Figura
5). Lépez—Delgado et
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al. (2005) reportaron que
el tratamiento con H,0,
aumentd el contenido de
almidén de tubérculos co-
sechados en campo y que,
bajo condiciones de inver-
nadero, el contenido de
lignina también se incre-
mentd. Estos autores pro-
ponen que probablemente
el H,0, afecta de manera
indirecta la biosintesis del
almidon via efectos en
los mecanismos de sefia-
lizacién. En trabajos mas
recientes se demostré que
H,0, en bajas concentra-
ciones externas (<20mM)
actia como sefal para la sin-
tesis y asimilaciéon de azuca-
res solubles, incrementando el
contenido de éstos en hojas y
frutos (Ozaki et al., 2008).

Microtubérculos por plamta

Niimero de microtubérculos
por planta

A baja temperatura (8°C)
los tratamientos con 1 y
5mM H,0, presentaron un
nimero significativamente
menor de microtubérculos
por planta que el testigo. A
20°C la concentracién SmM
presentdé mayor nimero de
microtubérculos por planta,
con 1mM fue significativa-
mente menor y 5S0mM no
present6 diferencias signifi-
cativas con respecto al testi-
go (Figura 6).

A 20°C la concentracién
50mM H,0, tuvo un efecto
negativo sobre el porcenta-
je de tuberizacién, no asi
a 8°C, donde la planta se
enfrent6 a baja temperatura
(Figura 3). En este caso, el
pretratamiento con la mis-
ma concentracién de H,0,
pudo actuar como molécula
sefial modificando el estado
redox celular y activando el
sistema antioxidante para fa-
vorecer la respuesta al pos-
terior estrés por frio, como
mencionan Mora-Herrera
y Loépez-Delgado. (2006),
quienes reportaron que la
preincubacién de explantes
nodales de papa en H,O0,
durante 1h indujo el incre-
mento en la actividad an-
tioxidante de catalasa.

El tratamiento con 1mM de
H,0, result6 eficiente en la
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Figura 6. Nimero de tubérculos por explante,
previa incubacién en H,O, e incubados a dos
temperaturas después de 60 dias de cultivo in
vitro en oscuridad.
*Significativo con respecto al testigo (P<0,05;
n=28-36).

induccién, puesto que a esta
concentracion los explantes
nodales incubados tuberiza-
ron en mayor porcentaje que
el testigo en ambas tempe-
raturas. Los tubérculos de
este tratamiento fueron mds
pesados, en menor nimero
por planta y més grandes. El
tamafio de los microtubércu-
los fue mayor en todos los
tratamientos a 20°C que el de
los obtenidos a 8°C.

Conclusion

El H,0, es un inductor
de la tuberizacion in vitro
en plantas de papa, es un
inhibidor del crecimiento y
desarrollo vegetal, asi como
promotor de la superviven-
cia de explantes.

El uso de H,0, como re-
gulador del crecimiento, y
las bajas concentraciones en
las que actda, le confiere una
ventaja econdmica, ya que su
costo es considerablemente
bajo, comparado con el costo
de cualquier otro regulador
del crecimiento.

La microtuberizacién es
una técnica util para la pro-
duccién de semilla certifica-
da de papa. Por su origen y
manipulacién in vitro, con-
serva sus caracteristicas fi-
tosanitarias. Adicionalmente,
su tamafio facilita el almace-
namiento, transporte e inter-
cambio de germoplasma.
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