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RESUMEN

La salinidad es uno de los principales factores que cada vez mas limitan la produccion
agricola mundial y especialmente en las zonas aridas y semiaridas del planeta. El estrées
salino afecta directamente a varios procesos fisioldgicos de las plantas, provocando la
disminucion de su crecimiento, desarrollo y produccion. A lo largo de la evolucion las
plantas han logrado desarrollar diferentes tipos de estrategias para hacer frente al estrés
salino. La acumulacion de algunos compuestos osmoprotectores en los tejidos, como la
prolina, permite a la planta hacer frente a este tipo de estrés. La prolina protege y
restaura los procesos fisioldgicos y bioquimicos afectados por altas concentraciones de
sodio y cloro en el citosol. Este aminoacido osmoprotector ha sido descrito como
potencial marcador para determinar la tolerancia a la salinidad y a la sequia en varias
especies. Por otra parte, otras respuestas al estrés bidtico y abidtico también involucran
la actividad antioxidante de enzimas como la catalasa y peroxidasa, enzimas eficaces
para evitar la acumulacion de radicales libres en los tejidos vegetales. Asimismo,
algunas hormonas vegetales, como el &cido salicilico, el acido jasmonico, el etileno, los
brasinosteroides y el &cido abscisico, estan relacionadas directamente con la activacion
de las respuestas de defensa de las plantas. La aplicacién exdgena de estas hormonas
vegetales permiten activar y/o elicitar el sistema de defensa de las plantas para mitigar
los dafios debidos a la salinidad. En particular y como demuestran los resultados
obtenidos en esta Tesis Doctoral, el metil jasmonato (MeJa) presenta un efecto

estimulante del desarrollo vegetal y protector ante el estrées salino.

El cultivo de patata es el cuarto cultivo en importancia alimentaria a nivel mundial,
detras del maiz, el trigo y el arroz. En los ultimos afios la produccion de este tubérculo
se mantiene estable en los paises desarrollados, mientras que en los paises en desarrollo,
donde su interés alimentario es alto y su cultivo era dificil, su produccién se ha
incrementado rapidamente. Por otra parte, tanto en paises desarrollados como en
desarrollo el cultivo de patata es afectado por diversos factores, entre ellos, estreses
abiodticos, como la sequia y la salinidad, los cuales provocan una disminucién

importante en la produccion del tubérculo.



Teniendo en consideracion la importancia mundial del cultivo de la patata y los factores
abioticos que provocan una disminucién de su produccion, es necesario la basqueda y el
desarrollo de técnicas o metodologias practicas que permitan seleccionar y caracterizar
cultivares con potencial productivo y tolerantes a condiciones de estrés abiotico como la

salinidad.

En este estudio se caracterizaron in vitro cuatro cultivares de patata con diferente ciclo
de maduracion, Agata, Monalisa, Kennebec y Red Pontiac, la caracterizacion se realizo
en base a al desarrollo vegetativo y radical de los explantos. El efecto la aplicacion
exdgena de cinco concentraciones de MeJa (0, 10, 50, 250 y 1250nM) se evaluad sobre
el desarrollo vegetativo y radical de los explantos. Para determinar la tolerancia de los
cultivares de patata al estrés salino, explantos de los cuatro cultivares se expusieron a
concentraciones crecientes de salinidad (0, 30, 60, 90 y 120mM), sobre las cuales se
evalué su desarrollo vegetativo y radical. Una vez determinada la tolerancia a la
salinidad y el efecto de la aplicacion exogena de Mela, se evalud el efecto protector del
MelJa frente al estrés salino, combinando las concentraciones de NaCl y MelJa en los
cuatro cultivares de patata evaluados. La determinacion del aminodcido prolina y la
actividad enzimética de la catalasa y la peroxidasa se utilizaron como indicadores del

grado de tolerancia al estres salino.

Los resultados obtenidos muestran claramente el efecto negativo de la salinidad sobre el
desarrollo de los explantos en todos los cultivares evaluados. La salinidad afect6 en
mayor grado a los cultivares mas tempranos, como Agata, y en menor grado a los
cultivares mas tardios, como Kennebec y Red Pontiac. La aplicacion exdgena de Mela,
permitio incrementar el desarrollo radical y reducir el impacto negativo de la salinidad
sobre el desarrollo de los explantos de algunos cultivares de patata. De forma general,
las concentraciones entre 50 y 1250nM de MelJa redujeron los efectos negativos de la
salinidad en los cultivares expuestos a todos los niveles de salinidad ensayados. El
contenido del aminoacido prolina en los explantos aumentd de forma proporcional a las
concentraciones de NaCl y fue mas alto en los cultivares menos tolerantes a la salinidad

respecto a los cultivares con mayor tolerancia al estrés salino.



La actividad enzimatica de la catalasa, en el cultivar de patata Kennebec, aument6 con
las concentraciones salinas, la aplicacion exdgena de las concentraciones de Mela
también incrementaron la actividad de esta enzima en todas las concentraciones salinas
ensayadas. De forma similar, la actividad de la peroxidasa, en el cultivar Kennebec,
también aumentd con las concentraciones salinas evaluadas, y la adicién de Mela al
medio de cultivo no tuvo efecto alguno sobre la actividad de la enzima hasta cuando los
explantos estuvieron expuestos a un estrés salino de 90 y 120mM donde la adicién de

MeJa redujo la actividad de la peroxidasa.

Estos resultados sugieren que la técnica de cultivo in vitro permite caracterizar
cultivares de patata tolerantes al estrés salino asi como también evaluar la eficacia de
compuestos que aplicados de forma exdgena permitan obtener un mayor desarrollo

vegetativo y radical y mitigar los efectos negativos de la salinidad.

Palabras claves: Patata, Metil Jasmonato, Salinidad, Estrés salino, Prolina, Actividad

antioxidante, Catalasa, Peroxidasa.






RESUM

La salinitat és un dels principals factors que cada vegada més limiten la produccid
agricola mundial i especialment a les zones arides i semiarides del planeta. L’estrés sali
afecta directament a diversos processos fisiologics de les plantes, provocant la

disminucio del seu creixement, desenvolupament i produccio.

Al llarg de I’evolucid, les plantes han aconseguit desenvolupar diferents tipus
d’estrategies per fer front a I’estres sali. L’acumulacié d’alguns compostos
osmoprotectors als teixits, com la prolina, permetin a la planta fer front aquest tipus
d’estres. La prolina protegeix i restaura els processos fisiologics i bioquimics afectats
per altes concentracions de sodi i clor en el citosol. Aquest aminoacid osmoprotector
s’ha descrit com un marcador potencial per determinar la tolerancia a la salinitat i
sequera en diverses espécies. D’altra banda, una altra resposta a I’estrés biotic i abiotic
també involucra I’activitat antioxidant d’alguns enzims, com es el cas, de la catalasa i la
peroxidasa, enzims eficacos per evitar I’acumulacié de radicals lliures als teixits
vegetals. De la mateixa manera, algunes hormones vegetals, com I’acid salicilic, I’acid
jasmonic, I’etile, els brasinosteroides i I’acid abscisic estan relacionats directament amb
I’activacio de les respostes de defensa de les plantes. L’aplicacidé exogena d’aquestes
hormones vegetals permetin activar i/o elicitar el sistema de defensa de les plantes per
mitigar els danys produits per la salinitat. En particular, el metil jasmonat (MeJa)
presenta un efecte estimulant del desenvolupament vegetal i protector davant I’estrés

sali.

El cultiu de la patata es el quart cultiu en importancia alimentaria a nivell mundial,
darrere del blat de moro, el blat i I’arros. En els dltims anys la produccié d’aquest
tubercle es manté estable als paisos desenvolupats, mentre que als paisos en vies de
desenvolupament, on el seu cultiu era dificil, la produccid del tubercle s’ha incrementat
rapidament pel seu interés alimentari. Per altra banda, el cultiu de la patata, tan en
paisos desenvolupats com en desenvolupament, es afectat per diversos factors, entre
ells, estressos abiotics, com la sequera i la salinitat, els quals provoquen una disminucio

important en la produccio de tubercles.



Tenint en compte la importancia mundial del cultiu de la patata i els factors abiotics que
provoquen una disminucié de la seva produccid, es necessari la recerca i
desenvolupament de técniques o metodologies practiques que permetin seleccionar i
caracteritzar cultivars amb potencial productiu i tolerants en condicions d’estres abiotics

com la salinitat.

En aquest estudi es va caracteritzar in vitro quatre cultivars de patates amb diferents
cicles de maduracio, Agata, Monalisa, Kennebec i Red Pontiac, la caracteritzacio es va
realitzar en base al desenvolupament vegetatiu i radical dels explants. Per determinar
I’efecte vegetatiu i radical dels explants amb I’aplicacio exogena de cinc concentracions
de MeJa (0, 10, 50, 250 i 1250 nM). Aixi mateix, es va determinar la tolerancia dels
cultivars de patata a I’estrés sali, explants dels quatre cultivars van ser exposats a
concentracions creixents de salinitat (0, 30, 60, 90 i 120 mM), dels quals es va avaluar
el seu desenvolupament vegetatiu i radical. Una vegada determinada la tolerancia a la
salinitat i I’efecte de I’aplicacié exogena del MeJa, es va estudiar I’efecte protector del
MelJa respecte I’estrés sali, combinant les concentracions de NaCl i MeJa en els quatre
cultivars de patata avaluats. La determinacié de I’aminoacid prolina i I’activitat
enzimatica de la catalasa i de la peroxidasa es van emprar com indicadors del grau de

tolerancia a I’estres sali.

Els resultats obtinguts mostren clarament I’efecte negatiu de la salinitat sobre el
desenvolupament de tots els cultivars avaluats. La salinitat va afectar en major grau als
cultivars més primerencs, com Agata, i en menor grau als cultivar més tardans, com
Kennebec i Red Pontiac. L’aplicacio exogena de MeJa, en alguns cultivars, va permetre
incrementar el desenvolupament radical i reduir I’impacte negatiu de la salinitat sobre el
desenvolupament dels explants de patata. De manera general, les concentracions entre
50 i 1250nM de MeJa van reduir els efectes negatius de la salinitat en els cultivars
exposats a tots els nivells de salinitat assajats. EI contingut de I’aminoacid prolina en els
explants augmentaren proporcionalment amb les concentracions de NaCl i van ser més
elevats en els cultivars menys tolerants respecte als cultivars amb major tolerancia sota
condicions d’estres sali. L’ activitat enzimatica de la catalasa, en el cultivar Kennebec,
va augmentar amb les concentracions salines, mentre que I’aplicacié exogena de les
concentracions de MelJa també incrementaren I’activitat d’aquest enzim en totes les

concentracions de NaCl assajades.
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De forma semblant, I’activitat de la peroxidasa, en el cultivar Kennebec, també va
augmentar amb les concentracions salines assajades i I’addicié de MeJa al medi de
cultiu no va tindre cap efecte sobre I’activitat de I’enzim fins que els explants van estar
exposats a un estres sali de 90 i 120mM on I’addicié de MeJa va reduir I’activitat de la

peroxidasa.

Aquests resultats suggereixen que la técnica de cultiu in vitro permet caracteritzar
cultivars de patata tolerants a I’estreés sali, aixi com també avaluar I’eficacia de
compostos que aplicats de forma exogena permetin obtenir un major desenvolupament

vegetatiu i radical, i mitigar els efectes negatius de la salinitat.

Paraules claus: Patata, Metil Jasmonat, Salinitat, Prolina, Estres Sali, Activitat

antioxidant, Catalasa, Peroxidasa.
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SUMMARY

Salinity is one of the main factors that limits crop productivity, especially in arid and
semi-arid areas of the world. The deleterious effects of salinity on plant growth are
associated with the vegetative and root growth. Along evolution, plants have developed
different strategies to counteract salinity. The accumulation of osmoprotectant
compounds in plant tissues, such as proline, allows to reduce the salinity stress. Proline
protects and restores the physiological and the biochemical processes affected by high
NaCl concentrations in the cytosol. Proline has been described as a potential marker for
salinity and drought tolerance in several species. Alternatively, another response to
biotic and abiotic stress also involves the antioxidant activity of enzymes such as
catalase and peroxidase. These enzymes are effective in preventing free radical
accumulation in plant tissues. Also, some plant hormones, such as salicylic acid,
jasmonic acid, ethylene, abscisic acid and brassinosteroides, are directly related to the
activation of the plant defense system. The exogenous supply of these plant hormones
activates the plant defense system responses to mitigate the deleterious salinity effects
In particular methyl jasmonate (MeJa) has a stimulating effect on plant growth and also
protects against salt stress.

The potato crop ranks as the fourth important crop in the world, after corn, wheat and
rice. In recent years, the production of potatoes has remained stable in developed
countries while in developing ones, where its nutritional interest is high and its
cultivation has been considered difficult, tuber production has increased rapidly.
Moreover, in both, developed and developing countries the potato crop is affected by
several factors, including abiotic stresses, such as drought and salinity, which cause
important decreases in tuber yield. Considering the global relevance of the potato crop
and the abiotic factors that reduce its production, it is necessary to find and develop
techniques, practices and methodologies to select and characterize productive and
tolerant potato cultivars with high potential to respond under abiotic stress such as

salinity.

In this study we have characterized in vitro four potato cultivars with different
maturation cycle, Agata, Monalisa, Kennebec and Red Pontiac. The characterization has

been carried out based on the vegetative and root development of the explants.
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The effect of exogenous MeJa, 0, 10, 50, 250, 1250nM, was evaluated according to
vegetative and root development of the explants. Also salinity tolerance of the potato
cultivars, explants in vitro cultivated with 0, 30, 60, 90 and 120mM NaCl was evaluated
determining vegetative and root development. After the salinity tolerance and the effect
of the exogenous MeJa application was achieved, the preventive effect of MeJa against
salinity was evaluated by combining the NaCl and MeJa concentrations in all potato
cultivars tested. Proline determination and enzymatic activity of catalase and peroxidase

were used as indicators for salt stress tolerance.

Our results clearly show the deleterious effects of salinity on vegetative and root
development in all potato cultivars evaluated. The effect of salinity affected mostly to
the earliest cultivars, Agata, and less to the later cultivars, Kennebec and Red Pontiac.
Exogenous Mela applications in some cultivars led to increased root development and
reduced the deleterious effects of salinity on the development of the potato explants.
Overall, concentrations of 50 to 1250nM of MeJa reduced the negative effects of
salinity in all cultivars. The level of the amino acid proline in the explants increased
according to the NaCl concentration; proline levels were higher in the less salinity
tolerant, Agata, respect to the other more tolerant cultivars under salinity conditions.
Catalase activity, in Kennebec cultivar, did not increased with the salt concentration,
whereas the exogenous MeJa application increased catalase activity. On the other hand,
peroxidase activity, in Kennebec cultivar, increased with the salt concentration, and the
incorporation of MeJa to the culture medium had no effect on peroxidase activity even
when texplants were exposed to 90mM NaCl. With the maximum salt concentration,

120mM, MelJa significantly reduced peroxidase activity.

These results suggest that in vitro culture is effective to characterize potato cultivars for
salinity tolerance and to evaluate the efficiency of compounds that exogenously applied
could enhance vegetative and root development and mitigate the deleterious effects of
salinity.

Keywords: Potato, Methyl Jasmonate, Salinity, Salt stress, Proline, Antioxidant activity,
Catalase, Peroxidase.
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1. INTRODUCCION GENERAL
1.1. CULTIVO DE PATATA

1.1.1. Origen y taxonomia de la planta de patata

Procedente de América del Sur, la patata parece tener dos centros de origen: el altiplano
andino en los alrededores del lago Titicaca, al Sur de Per( y el Oeste de Bolivia para
(Solanum. tuberosum ssp. andigena), y el Centro Sur de Chile para (Solanum.
tuberosum ssp. tuberosum). Su domesticacion se situa en el Sur de Per( hace unos
10.000 afos (CIP, 2014). En Europa fue introducida por los espafioles, desde Perd, a
través de las Islas Canarias a mediados del siglo XVI (la primera referencia del cultivo
de la patata fuera de su zona de origen data de 1567, en Canarias), desde donde pasa
rapidamente a la peninsula ibérica; Galicia fue probablemente la primera region en

cultivarla, en el mismo siglo XVI (Martinez, 1996; Ovchinnikova et al., 2011).

Desde Espafa la patata se distribuyd muy lentamente por Europa y por el resto del
mundo. En los Paises Bajos se comenzd a cultivar con sentido econdmico hacia 1620,
aunque al principio se consideraba una planta ornamental y se utilizé principalmente
para alimento del ganado. Sin embargo, fue a finales del siglo XVI1II cuando la patata
adquiere importancia como cultivo basico para la alimentacion humana, como sustituto
a los cereales en caso de escasez. A partir de entonces se extendio y adquirio singular

importancia en la economia agraria mundial (Hawkes, 1992; Ovchinnikova et al., 2011).

La patata pertenece a la familia de las solanaceas, y al género Solanum, que ademas de
la patata reune otras especies también de gran importancia agricola, como el tomate o la
berenjena; su nombre cientifico es Solanum tuberosum. La especie Solanum tuberosum
se divide en dos subespecies: la andigena, adaptada a tuberizar bajo condiciones de dia
corto y cultivada principalmente en los Andes, y la tuberosum, subespecie que hoy se
cultiva ampliamente en todo el mundo, adaptada a tuberizar bajo fotoperiodo de dias

mas largos (Hawkes, 1992).
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La patata es una planta herbacea, dicotiledonea, anual, que se comporta como una
especie perenne caducifolia, ya que puede reproducirse por sus tubérculos. Sus hojas
son compuestas, imparipinnadas, con 3 o 4 pares de foliolos ovales y culminados por un
solo foliolo de mayor tamafio. Estas hojas presentan pelos o tricomas en su superficie,
en grado variable dependiendo del cultivar. La planta de patata posee tres tipos de tallos

gue se describen a continuacion:

Aéreos: Son tallos que se originan a partir de las yemas presentes en el tubérculo usado
como lo que se ha denominado “semilla”. Son tallos gruesos, fuertes y angulosos,
erguidos al principio y que con el tiempo se van inclinando progresivamente hacia el
suelo. Alcanzan una altura variable entre 0.5 y 1 metros. EI nimero de tallos por planta
es un factor determinante del rendimiento de la cosecha; a mayor nimero de tallos

mayor cantidad de tubérculos.

Estolones: son tallos subterrdneos que tienen un crecimiento horizontal bajo el suelo,
formados por brotes laterales que salen de la base de los tallos aéreos. En cada estoldn

se forman los tubérculos.

Tubérculos: Son parte de los tallos subterraneos (estolones) modificados mediante la
acumulacion de reservas, principalmente almidén, y que constituyen un 6rgano de
reproduccion vegetativa. Sobre su superficie existen unos hundimientos, mas o menos
acusados, conocidos vulgarmente como “ojos”, donde se resguardan las yemas
vegetativas que al brotar daran lugar a los nuevos tallos. Los 0jos se disponen siguiendo

una filotaxia espiralada sobre la superficie del tubérculo.

Los tubérculos son los 6rganos comestibles de la planta de patata, y se desprenden del
resto de la planta al llegar al estado de madurez o al realizar el arranque en la cosecha.
Pueden presentar una forma alargada, redondeada u oblonga y su color puede ser

blanco, amarillo, violeta o rojizo.

Las raices son fibrosas, finas, muy ramificadas y extendidas superficialmente. Tienen un
débil poder de penetracion, pudiendo penetrar hasta 0.8 m de profundidad y soélo

adquieren un buen desarrollo en un suelo mullido.
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Las flores se agrupan en inflorescencias cimosas, situadas en el extremo de los tallos.
Tienen cinco pétalos unidos por sus bordes, que conforman una corola con forma de
estrella. Su color varia del blanco al lila 0 morado segun los cultivares. Es una planta
autogama y la floracion de esta especie tiene relevancia en programas de mejora

genética.

Los frutos consisten en pequefias bayas redondeadas de color verdoso de 1 a 3 cm de
diametro, que se tornan amarillas al madurar y contienen una gran cantidad de semillas

verdaderas.

1.1.2. Importancia socioeconémica del cultivo de la patata

La patata constituye un alimento fundamental en la dieta humana, y tiene ademés otros
usos como planta forrajera e industrial suministradora de alimento para el ganado y de

materia prima para la industria del almidon y del alcohol (CIP, 2014).

La patata es el cuarto cultivo mundial en importancia para la alimentacion humana,
detras del maiz, el trigo y el arroz (CIP, 2014). La produccién mundial super6 en 2011
los 374 millones de toneladas, ocupando una superficie de 19 millones de hectareas. Los
principales productores del tubérculo son actualmente China e India (por este orden)

gue acaparan mas de la tercera parte de la produccién mundial (FAO, 2011).

La produccion en Espafia se encuentra estabilizada desde 2005 en torno a las 2.500.000
toneladas, con casi 85.000 hectareas de cultivo, ocupando el octavo puesto en
produccion entre los paises de la UE (FAO, 2011). Segun Ledn (2010), el rendimiento
promedio del cultivo en Espafia esta en unas 30 t/ha, (algo menos de 20 t/ha en secano y
casi 33 t/ha en regadio), lejos de paises como Holanda, Bélgica, Alemania, Francia o
Gran Bretafia que superan las 40 t/ha de produccion media. La produccion espafiola esta
también muy por debajo de la demanda del mercado, por lo cual se importan
anualmente unas 700.000 toneladas, de las que méas del 70 % procede de Francia (Ledn,
2010).
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Por comunidades, segin datos del MAGRAMA (2012), la comunidad de Castilla-Le6n
es la principal productora de patata (841.065 toneladas y 19.888 hectéreas cultivadas),
seguida por Galicia (473.498 toneladas y 19.667 hectareas cultivadas) y Andalucia
(311.863 toneladas y 11.754 hectareas cultivadas).

1.1.3. Cultivares de patata en Espafa

Actualmente Espafia produce “semilla” de patata de alta calidad, sin embargo, la
demanda de “semilla” es mayor a la oferta y se importa semilla de los paises
productores de Europa occidental. Los cultivares comerciales de patata presentan
diferentes tiempos de maduracion o recoleccion, los cuales dependen directamente,
ademas del genotipo, de las condiciones climaticas (radiacion, temperatura y
precipitacion) y edéficas del sitio de cultivo. Es decir que un cultivar que en condiciones
de alta radiacién y temperatura presenta un ciclo de maduracion temprano, sembrado en
otro lugar con menor radiacion y temperatura tendra un ciclo méas prolongado de
maduracion y recoleccion. Leon (2010) indica que los principales cultivares de patata de
siembra que se producen en Espafia son Jaerla y Baraka, seguidas a cierta distancia por
Spunta, Désireé y Red Pontiac. En Espafia los cultivares de patata se han clasificado en

los siguientes grupos de acuerdo a la duracion del ciclo de maduracion:

Precoces 0 extra tempranos: Su ciclo es inferior a 90 dias. En este grupo se pueden

incluir los cultivares: Jaerla, Ostara, Duquesa, Atica y Palogan, entre las de carne
amarilla y Royal Kidney, Olinda y Romano, entre las de carne blanca. Su cultivo es
tipico de Canarias y Andalucia oriental. Se siembran en octubre - noviembre y se
recogen desde mediados de enero a mediados de abril. Otros cultivares frecuentes son
Spunta y Agata (Pastor, 1983; Appacale, 2008).

Semi tempranos: Con ciclo entre 90 y 120 dias. Se pueden incluir en este grupo a los

cultivares: Arran Banner, Agria, Claustar, Desirée, Edzina, Monalisa, Ayala, Cosmos,
Rosalie, Spunta, Afrodita, Arnova y Baltica. Se producen sobre todo en la costa
mediterranea (Valencia, Murcia y Catalufia) aunque también se producen, en menor
cantidad en algunas regiones de Asturias y Galicia. Se suelen sembrar en diciembre -
febrero y se recogen desde mediados de abril a mediados de junio (Pastor, 1983;
Appacale, 2008).
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De media estacién o semi tardios: Tienen un ciclo de 120 a 150 dias. Son producciones

tipicas de las zonas del interior y del norte de Espafia que se siembran en febrero -
marzo y se recogen desde mediados de junio hasta mediados de septiembre. Los
principales cultivares de este tipo son Kennebec y Désirée (Pastor, 1983; Appacale,
2008).

Tardios: Con ciclo superior a los 150 dias. En este grupo estan los cultivares: Alava,
Alfa, Goya, Sergen, Fontane, Ketrel, Victoria y Baraka, de carne amarilla y Kondor,
Victor y Turia, de carne blanca. Se siembran entre julio y agosto y se recogen a
mediados de enero y febrero. Se distingue, a veces, entre tardias, que se recogen hasta
octubre - noviembre, y muy tardias, tipicas de Andalucia interior que se recogen de
noviembre a enero. A veces en zonas mas templadas, los cultivares cultivados son los
mismos, la diferencia fundamental consiste en que su ciclo se prolonga

aproximadamente un mes mas que los anteriores (Pastor, 1983; Appacale, 2008).

La clasificacion de los cultivares se puede realizar también segun otros caracteres como:
el color y la textura de la piel, el color de la carne, el nimero de “o0jos”, la forma del
tubérculo, las caracteristicas de los brotes y de la parte aérea, la productividad, la
precocidad de la brotacion, la tuberizacion y la resistencia a plagas y enfermedades, etc.
Por altimo, otro criterio a considerar en la eleccion del cultivar es su uso, ya sea para la

industria o para consumo en fresco de los tubérculos cosechados.

1.1.4. Cultivo de patata

En el desarrollo del cultivo de la patata se distinguen tres etapas (Pumisacho y
Sherwood, 2002; Roman Cortez y Hurtado, 2002): la brotacién y emergencia, la

tuberizacion y la maduracion de los tubérculos.

Brotacion y emergencia

El tubérculo presenta el fendmeno de latencia o dormancia. Los tubérculos, mientras se
forman y aun después de la muerte de la planta, tienen una alta concentracion de
inhibidores del crecimiento que impiden que las yemas broten (Pumisacho y Sherwood,

2002). Este periodo de dormancia tiene una duracion variable (7 - 12 semanas

7
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aproximadamente) y depende fundamentalmente del cultivar y de las condiciones de

temperatura, humedad, ventilacién y luz a las que se almacena los tubérculos.

La relacion entre inhibidores y promotores del crecimiento va variando gradualmente a
lo largo de tiempo de almacén. El tubérculo pasa del estado de dormancia a un estado
que llamamos de brotacion apical, en el cual la yema apical del tubérculo comienza a
brotar mientras que las otras aun estan inhibidas. Si se siembran los tubérculos en este
estado, la yema apical crecera y se desarrollard rapidamente, produciéndose por cada
tubérculo “semilla” un solo tallo que luego se ramificara. Si en lugar de plantarse se
mantienen almacenados bajo condiciones de humedad, luz, ventilacion y temperatura
adecuadas, la dominancia apical se va perdiendo gradualmente y las yemas secundarias
empiezan también a brotar pasando el tubérculo a un estado que Illamamos de brotacién
maltiple. Al ser sembrados en este estado, cada uno de los tubérculos dara origen a
varios tallos que emergeran casi simultaneamente. De este modo, para una misma
cantidad de tubérculos sembrados, la densidad de tallos que se logran puede ser 2-3

veces mayor que sembrando tubérculos en brotacion apical.

Una vez la planta de patata ha emergido, entra en la fase de desarrollo vegetativo, donde
se observa el mayor crecimiento de hojas, tallos, raices y también estolones hasta dar
inicio a la tuberizacion. La tuberizacion conlleva a una disminucion paulatina del
desarrollo vegetativo hasta que la planta se va secando e incluso puede llegar a morir.

En las primeras etapas del desarrollo la planta crece a expensas de las reservas
acumuladas en el tubérculo madre. La gran cantidad de reservas que este contiene
permiten que, en condiciones Optimas de humedad y temperatura, la expansion del area
foliar sea muy rapida. Al ir aumentando el area foliar fotosintéticamente activa, esta

produce una importante cantidad de asimilados.

Desde el punto de vista agronomico interesa, en lo posible, acortar la duracion de la
etapa de brotacion y emergencia con la finalidad de aprovechar al maximo las
condiciones climaticas favorables para el cultivo y que nos permitan reducir el numero
de dias hasta la recoleccion, garantizando siempre un suficiente desarrollo vegetativo.
El cultivo de patata en condiciones Optimas de crecimiento puede llegar a cubrir

totalmente el suelo (surcos) en 40 - 45 dias despues de la emergencia.
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Tuberizacion

El inicio de la tuberizacion viene determinado principalmente por factores ambientales,
fundamentalmente la temperatura y la duracion del dia, o bien, puede verse modificado
por las practicas culturales; una mayor densidad de plantacion, el abastecimiento
oportuno de agua y el suministro adecuado de nutrientes, favoreceran un mayor
desarrollo de la planta. Aportes excesivos de nitrégeno pueden prolongar el desarrollo
vegetativo, retrasando la formacion de tubérculos (Pumisacho y Sherwood, 2002;
Roman Cortez y Hurtado, 2002).

Cuando los tallos aéreos de la planta tienen un desarrollo suficiente, la yema apical se
diferencia en floral y la dominancia apical cesa, las yemas subterraneas de los tallos dan
origen a los estolones que crecen en longitud a partir de la tercera y cuarta semana
después de la emergencia de la planta hasta que reciben estimulos para iniciar la
tuberizacion. En la tuberizacion se ensancha el extremo del estolén dando origen a los
tubérculos, y los asimilados disponibles se comparten entre el crecimiento del area
foliar y el de los estolones y tubérculos. A medida que la formacion de tubérculos
aumenta la produccién de asimilados se destina a estos en detrimento del crecimiento
del follaje. A continuacion se detiene la ramificacion y la aparicion de hojas nuevas; la

duracion de esta etapa varia entre 70 y 150 dias dependiendo del cultivar.

Maduracion de los tubérculos

A partir de que el follaje y si es el caso la floracion alcanzan su maximo desarrollo, y no
hay mas desarrollo de hojas nuevas, se promueve la fase de maximo crecimiento de los

tubérculos y todos los asimilados disponibles se destinan a su crecimiento.

Las hojas mas viejas van muriendo y el area foliar en su conjunto va gradualmente
bajando su eficiencia fotosintética hasta que no es suficiente para mantener el
crecimiento de los tubérculos. La planta toma un color amarillento y eventualmente
muere, en este punto los tubérculos alcanzan su méximo contenido de materia seca y

tienen la epidermis bien formada.
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1.1.5. Requerimientos del cultivo

Temperatura

La planta de patata es de clima templado - frio. La temperatura dptima para el cultivo
estd entre los 13 y los 18°C. A temperaturas superiores, entre 20-25°C, se produce un
mayor desarrollo vegetativo que va en detrimento de la produccion de tubérculos. Por el
contrario, a temperaturas por debajo de 6-8°C el crecimiento se detiene (cero
vegetativo), sin embargo los brotes pueden crecer por encima de los 2°C. A una
temperatura de 0°C, la parte aérea se congela y al aumentar la temperatura puede
rebrotar. Si la temperatura esta por debajo de -2°C la planta muere, los tubérculos se
congelan y no existe posibilidad de rebrote. Al efectuar la plantacion es necesario que la
temperatura del suelo sea superior a 7°C, siendo la Optima para la formacién de
tubérculos entre 15 a 20°C, a partir de ese limite su ritmo de crecimiento disminuye y se
detiene a partir de los 30°C. Temperaturas, superiores a 23°C, retrasan el inicio del
crecimiento y volumen de los tubérculos debido al decremento de la particion de

asimilados hacia los tubérculos (Van Dam, et al., 1996).

Humedad

La humedad relativa de la atmosfera es un factor muy importante para el éxito del
cultivo (Van Dam, et al., 1996). La humedad excesiva, especialmente si va acompafiada
de temperaturas en torno a 18-20°C, favorece el desarrollo de enfermedades, sobre todo
para la causada por Phytophthora infestans, el mildiu. El periodo critico para esta
enfermedad es el que va desde la aparicion de las flores hasta a la maduracion del
tubérculo. Por otra parte, humedades relativas bajas favorecen una mayor transpiracion
y perdida de agua, lo cual puede afectar a la formacién de los tubérculos (Alva et al.,
2012).
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Fotoperiodo

El nimero diario de horas de luz (fotoperiodo) tiene gran importancia en el desarrollo
de la planta de patata, especialmente en la tuberizacion que en condiciones de dias
largos involucra cambios bioquimicos y moleculares que estan relacionados
directamente con la percepcion de la luz (Rodriguez-Falcon, et al., 2006; Sarkar, 2010).
En los cultivares de la subespecie andigena, los fotoperiodos cortos (8 a 12 horas)
favorecen la formaciéon de tubérculos, mientras los fotoperiodos largos inducen el
crecimiento vegetativo y floracion; de igual manera, en los cultivares de la subespecie
tuberosum, los fotoperiodos neutros (12 a 14 horas) favorecen la tuberizacion y los dias
largos inducen crecimiento vegetativo y floracion (Sarkar, 2010). No obstante, cada
cultivar posee el denominado fotoperiodo critico que es el limite de horas de luz por el

cual se inhibe la tuberizacién.

Suelo

La patata es una planta poco exigente a las condiciones edaficas, prefiriendo en general
suelos sueltos, profundos, ricos en materia organica y con un pH ligeramente acido,
comprendido entre 5,5 y 6. Los menos favorables son los terrenos fuertes, compactados
y pedregosos, ya que los 6rganos subterraneos encuentran dificultades mecanicas para
su desarrollo homogéneo. Los cultivares tardios se adaptan mejor a este tipo de suelos
de textura media o fuerte (Roman Cortez y Hurtado, 2002). La patata esta considerada

como una planta ligeramente tolerante a la salinidad (Katerji et al., 2000).

Riego

En cuanto a la humedad del suelo, el cultivo de la patata no soporta el estrés hidrico y
tampoco soporta la alternancia de periodos con estrés hidrico con otros de humedad
excesiva (Harris, 1978). La falta de agua provoca la reduccion de la tasa fotosintética de
la planta y reduce directamente el contenido y translocacion de los carbohidratos hacia
los tubérculos. Haverkort (1986) sefiala que para obtener altas producciones de patata la
necesidad hidrica del cultivo esta entre 600 y 800 milimetros de agua durante el ciclo de
cultivo; obviamente, esta demanda depende de las condiciones ambientales y de la

duracién del ciclo vegetativo de cada cultivar. EI manejo del riego se realiza mediante el

11
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calculo semanal de la evapotranspiracion, manteniendo un porcentaje de humedad del
suelo que no debe ser inferior al 40% de la capacidad de campo durante el cultivo (Alva
et al., 2012). De forma general, el deficit hidrico afecta a todas las fases del cultivo,
pero tiene mayor impacto negativo durante el inicio de la tuberizacion e inmediatamente
después (Alva et al., 2012), mientras que el exceso de humedad provoca tubérculos
acuosos, poco ricos en fécula y con limitada capacidad de conservacion (Green, 1989).

1.1.6. El cultivo in vitro en la mejora de la planta de patata

Durante afios se ha demostrado en varios estudios que la técnica de cultivo in vitro de
patata es una herramienta Gtil que permite la multiplicacion rapida de cultivares para la
produccion de tubérculos de siembra, el saneamiento, la conservacion de germoplasma
e intercambio de material vegetal (Levitt, 1980; Dodds et al., 1991; Ranalli et al., 1994;
Gopal y Minocha, 1998; Donnelly et al., 2003). La utilizacion de las técnicas de cultivo
in vitro permiten mantener controlados los factores ambientales y nutricionales de los
explantos, consiguiendo asi simular ambientes de cultivo y determinar con ello la
respuesta de la planta sometida a condiciones diferentes (Gopal e lwama, 2007). Por
esta razon, el cultivo in vitro de secciones nodales constituye una herramienta util,
rapida y que proporciona resultados en un espacio corto de tiempo para la seleccion de

cultivares.

Entre las aplicaciones comerciales del cultivo in vitro son conocidas la
micropropagacion de especies ornamentales, de cultivares de patata para la obtencion de
microtubérculos, y en banano o platano entre otros, para obtener plantas libres de virus
y enfermedades. Estos materiales pueden obtenerse en cualquier época del afio y ocupan
un espacio reducido permitiendo mantener una produccién continua en el tiempo. Las
aplicaciones del cultivo in vitro de patata han permitido obtener plantas libres de virus,
estudiar la organogenesis, la variacion somaclonal y avanzar en su manipulacién

genética (Gopal e lwama, 2007).
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1.2. ESTRES EN PLANTAS

1.2.1. Concepto de estrés

Desde el punto de vista bioldgico, el estrés es un factor externo capaz de provocar
efectos negativos a un organismo. Dentro del marco de la Fisiologia Vegetal, el estrés
es definido como cualquier factor bidtico o abiotico que provoca algin cambio en la
fisiologia de la planta y que en la mayoria de los casos es potencialmente desfavorable
(Levitt, 1980; Nilsen y Orcutt, 1996). El concepto de estrés esta intimamente asociado
con la tolerancia al estrés, la cual hace referencia a la aptitud (“fitness”) para hacer
frente a un ambiente desfavorable. En la literatura, los términos resistencia y tolerancia
son comunmente utilizados para hacer referencia a un estres de la planta causado por un
factor abiotico, sin embargo, el término tolerancia es el més aceptado en sentido amplio
y es el que se hara uso en esta Tesis Doctoral.

Nilsen y Orcutt (1996) sefialan que no siempre el estrés provoca un efecto negativo en
la planta, a veces una situacion de estrés puede presentar un efecto beneficioso. Por
ejemplo, la marchitez producida por el déficit hidrico provoca un efecto negativo en la
tasa de asimilacion del CO, pero tiene un efecto positivo porque permite una menor
absorcion de energia luminica al cambiar el angulo de exposicion de las hojas y asi

evitar su dafio permanente en las hojas por alta temperatura o radiacion.

1.2.2. Tipos de estrés

Teniendo en cuenta los lugares en los que habitan y se cultivan las plantas es facil
comprender que de forma constante estan expuestas a situaciones de estrés. En general
se han definido dos tipos de estrés, el estrés bidtico y el estrés abiotico. El estrés biotico
es causado por la accién de otros organismos vivos, como herbivoros, plantas
alelopaticas y competidoras y agentes fitopatdgenos como hongos, bacterias, virus o
nematodos (Hopkins y Hiner, 2008). Mientras que, el estrés abidtico hace referencia a
las condiciones medioambientales bajo las que se desarrolla una planta. Este tipo de
estrés puede deberse a factores fisicos o quimicos pero estos generalmente estan
asociados. Los principales tipos de estreses fisico-quimicos son el deficit o exceso de

agua, temperaturas (alta o bajas, congelacién), la concentracion de sales en el suelo o en
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el agua de riego (componente osmotico) y la radiacidén ultravioleta. No obstante,
factores fisicos como metales pesados, salinidad (como ion tdxico) y deficiencia de
elementos nutricionales son también causa de un estrés abidtico (Hopkins y Huner,
2008).

1.2.3. Importancia del estudio del estrés abidtico en plantas

Desde afios atrés la respuesta de las plantas frente al estrés abiotico es un tema que
ocupa muchos estudios en Fisiologia Vegetal. EI entendimiento de cémo las plantas
responden ante situaciones de estrés ayuda sin duda a explicar su fisiologia y
bioquimica, asi como también a la busqueda de soluciones que permitan mitigar los
efectos negativos y que repercuten directamente en la produccion agricola. Por otra
parte, el estudio de las respuestas a diferentes tipos de estrés facilita a los programas de
mejora genética la seleccion de cultivares tolerantes a diferentes tipos de estres abidtico
(Ali Dib et al., 1990; Hopkins y Hiner, 2008).

1.3. ESTRES ABIOTICO EN PLANTAS

Las plantas continuamente estan expuestas a varios factores que provocan situaciones
de estrés, como la salinidad, la sequia, la radiacion U.V. El estrés abiotico causa dafios
importantes a nivel celular, como por ejemplo, un estrés osmético que involucra la
reduccién del crecimiento, la multiplicacion celular y la deshidratacion de los tejidos,
afecta directamente al rendimiento de la planta. Los diferentes tipos de estrés abidtico a

los que pueden resultar expuestas las plantas se detallan en la Figura 1.
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Figura 1. Sefiales que causan estrés abidtico en plantas.
Fuente: Ramakrishna y Ravishankar, 2011.

El estudio del estrés abiotico es una de las prioridades para la agricultura mundial, el
esclarecer los efectos de éste sobre las plantas y cdmo las plantas responden ante estas
situaciones de estrés es una necesidad actual. Es conocida la importancia de ciertas
hormonas y compuestos que estan involucrados en la respuesta de tolerancia al estrés
abiotico. Entre los compuestos mas importantes se encuentra el acido salicilico, el &cido
jasmonico (JA), el metil jasmonato (MeJa), los brasinosteroides, el &cido abscisico y el
etileno (Ramakrishna y Ravishankar, 2011). El aumento de los niveles de estos
compuestos en los tejidos de la planta o su aplicacion exdgena puede activar los
mecanismos de respuesta para obtener una mayor tolerancia a situaciones de estrés

abiotico (Ramakrishna y Ravishankar, 2011).

1.3.1. Estrés salino

La salinidad es uno de los factores limitantes de la produccion agricola y causa efectos
adversos en la germinacion, en el vigor y en la produccion de los cultivos (Munns y
Tester, 2008). La salinizacion afecta muchas de las areas con riego principalmente
debido al uso de agua salobre. Mundialmente, mas de 45 millones de hectareas se ven
afectadas por la salinidad y 1,5 millones de hectareas dejan de ser productivas cada afio

como consecuencia de altos niveles de sal en el suelo (Munns y Tester, 2008). Los altos
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niveles de salinidad afectan a la planta de diferentes formas: estrés hidrico, toxicidad
i0nica, desordenes nutricionales, estrés oxidativo, alteracion de los procesos
metabolicos, desordenes a nivel de las membranas, reduccion del crecimiento y
desarrollo celular, y genotoxicidad (Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002; Zhu, 2007).
Todos estos efectos reducen el crecimiento, desarrollo y supervivencia de las plantas.

1.3.2. Efectos de la salinidad en las plantas

Varios estudios demuestran que niveles de salinidad bajos y moderados, entre 10 y
50mM de NaCl, equivalentes a 1 y 5dS/m respectivamente, afectan muy poco 0 no
afectan en nada al rendimiento de los cultivos (Maggio et al., 2001). Al incrementar las
concentraciones de sales, los rendimientos se reducen significativamente en la mayoria
de los cultivos. La mayoria de las glicofitas a concentraciones salinas de 100-200mM de
NaCl, equivalentes a 10 y 20dS/m, son seriamente afectadas o mueren, la razén es que
presentan una baja o ninguna tolerancia a este estrés (FAO, 2014), son plantas sensibles
a la salinidad. Una situacion diferente se observa en las plantas halofilas que poseen la
capacidad de crecer y desarrollarse en las regiones costeras y aridas donde las
concentraciones de sales son altas, debido al desarrollo de mecanismos especificos de

tolerancia al estrés salino durante su evolucion.

Por su parte, la FAO ha establecido parametros para la clasificacién de la tolerancia a la
salinidad de los cultivos en base a la produccion relativa y medida en base a la
conductividad eléctrica (EC). La clasificacion de la FAO establece cuatro categorias:

sensible, moderadamente sensible, moderadamente tolerante y tolerante (Figura 2).
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Figura 2. Clasificacion de los grados de tolerancia a la salinidad de los cultivos.
Fuente: FAO, 2014.

A continuacién se presenta el grado de tolerancia a la salinidad en dS/m para los

principales cultivos horticolas (Tabla 1).
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Tabla 1. Tolerancia a la salinidad de los principales cultivos horticolas.
La tolerancia a la salinidad depende de la capacidad innata de la especie, por este motivo algunas especies

pueden mostrar sensibilidad o moderada sensibilidad a un mismo valor de EC.

Tolerancia a la salinidad de algunos cultivos herbaceos

Pardmetros de tolerancia a
la salinidad

Nombre Nombre botanico Tolerancia en base a EC Clasificacion

comun (dS/m)
Alcachofa  Cynara scolymus L. Produccioén yemas 6,1 Mod. tolerancia
Esparrago  Asparagus officinalis L. Produccidn tallos 4,1 Tolerante
Alubias Phaseolus vulgaris L. Produccion semillas 1 Sensible
Remolacha Beta vulgaris L. Almacenamiento raiz 4 Mod. tolerancia
Brocoli Brassica oleracea L. Produccion tallos 2,8 Mod. tolerancia
Repollo Brassica oleracia L. Produccion repollo 1,8 Mod. tolerancia
Zanahoria ~ Daucus carota L. Produccién raices 1 Mod. tolerancia
Pergjil Apium graveolens Peciolos 18 Mod. tolerancia
Maiz dulce  Zea mays L. Mazorcas 1,7 Mod. tolerancia
Pepino Cucumis sativus I. Produccioén 2,5 Mod. tolerancia
Berenjena  Solanum melongena l. Produccion 1,1 Mod. tolerancia
Ajo Allium sativum |. Produccion de bulbo 3,9 Mod. tolerancia
Lechuga Lactuca sativa L. Produccion 1,3 Mod. tolerancia
Melon Cucumis melo L. Produccion 1 Mod. tolerancia
Cebolla Allium cepa L. Produccion bulbo 1,2 Sensible
Guisante Pisum sativum L. Produccion semillas 3,4 Mod. tolerancia
Pimiento Capsicum annum L. Produccioén 15 Mod. tolerancia
Patata Solanum tuberosum L. Produccién tubérculos 1,7 Mod. tolerancia
Rabano Raphanus sativus L. Produccion raices 12 Mod. tolerancia
Espinaca Spincacea oleracea L. Produccion hojas 2 Mod. tolerancia
Fresa Fragaria sp Produccion 1 Sensible
Tomate Lycopersicum esculentum  Produccion 2,5 Mod. tolerancia

Fuente: FAO, 2014.

La salinidad afecta a las plantas en dos formas: a) incapacitando a las raices en la

absorcion de agua y b) provocando la inhibicion de procesos bioquimicos y fisiolégicos,

como la absorcion de nutrientes y su asimilacion (Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002;

Munns y Tester, 2008). Los efectos de la salinidad antes descritos, afectan al

crecimiento y supervivencia de la plantas. En las plantas los principales procesos, como

la fotosintesis, la sintesis de proteinas o el metabolismo de los lipidos son severamente

afectados por el estrés salino (Parida y Das, 2005). Durante una exposicion inicial al

18



1. Introduccidn general

estrés salino las plantas experimentan un estrés hidrico, el cual provoca una reduccién
en la expansion foliar.

Los efectos osmoticos de la salinidad pueden observarse inmediatamente tras la
aplicacion de concentraciones salinas y estos aumentan con el tiempo de exposicion,
provocando la inhibicion del desarrollo y de la division celular, asi como también el
cierre estomatico (Munns, 2002; Flowers, 2004).

Durante la exposicion continua a la salinidad las plantas experimentan el denominado
estrés ionico, el cual provoca la senescencia prematura de las hojas mas adultas y la
reduccion significativa del rea foliar de las nuevas hojas (Creamer y Nowak, 1992).
Los iones sodio y cloro son los que mayor dafio causan; éstos afectan la actividad
normal de las enzimas antioxidantes de las plantas, como por ejemplo la catalasa, la
peroxidasa, la superéxido dismutasa, y provocan la hipertrofia celular, que es el
aumento del tamafio de las células. La acumulacion de iones de sodio en la hojas mas
adultas también provoca otras alteraciones como la clorosis y necrosis de estos tejidos,
debido a su interferencia con la sintesis de proteinas y actividad de las enzimas
(Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002).

1.3.3. Tolerancia a la salinidad

Para comprender la respuesta de las plantas al estrés salino, Munns et al. (1995)
describieron el proceso que se detalla en la Figura 3. Las especies sensibles, aquellas
que no soportan niveles de salinidad, y las tolerantes a la salinidad difieren en el rango
en el cual la concentracion salina llega a provocar un efecto negativo en la tasa de
crecimiento de la planta. La escala de tiempo es en dias, semanas 0 meses, dependiendo
de la especie y del nivel de salinidad. Durante la fase 1, se observa que en ambas
especies la tasa de crecimiento se reduce por la adicion del estrés salino, debido al estrés
osmotico de la solucion salina exterior a las raices que limita la absorcion de agua y de
nutrientes, pero se mantiene una limitada actividad de expansion foliar y estomatica.
Durante la fase 2, la tasa de crecimiento se mantiene con pocos cambios en las especies
tolerantes, mientras que en las especies sensibles la tasa de crecimiento se reduce ain
mas. La reduccioén de la tasa de crecimiento en las especies sensibles se debe a que el

estrés osmatico a nivel radical es muy alto e impide mayoritariamente la absorcion de

19



1. Introduccidn general

agua y nutrientes por parte de la planta, lo cual conlleva el cierre estomatico, la falta de

desarrollo foliar y la posterior muerte de la planta.

Mientras que, en las especies tolerantes la tasa de crecimiento se mantiene igual al
observado en la fase 1, debido a la capacidad genética de la planta y a los mecanismos
de respuesta ante el estrés salino como por ejemplo, el aumento de la actividad
antioxidante, el aumento de compuestos osmoprotectores, la acumulacion de sodio en

las vacuolas o bien la eliminacion de este ion a través de las hojas.
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Figura 3. Esquema de la respuesta de las plantas al estrés salino.
Fuente: Munns et al., 1995.

1.3.4. Respuesta de las plantas al estrés salino

Los mecanismos de respuesta al estrés salino en plantas son muy complejos y aun no se
conocen en su totalidad. Se han descrito varios genes que controlan la tolerancia a la
salinidad en varias especies; su expresion depende, en gran parte, de las condiciones
medioambientales y la respuesta también depende de la variacion genética que muestran
los genotipos (Allen et al., 1994). La tolerancia a la salinidad es analizada habitualmente
como el porcentaje de produccion de biomasa, porcentaje de materia seca, en las plantas
expuestas a la salinidad frente a las cultivadas en su ausencia durante un periodo de

tiempo, o bien, en términos de supervivencia de la poblacion (Munns, 2002).
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La tolerancia a la salinidad de una especie involucra también una aclimatacion gradual a
la salinidad y no la exposicién directa a una concentracién salina alta. Esta tolerancia
puede mantenerse o disminuir dependiendo de la especie y del tiempo de exposicion al

estrés salino.

Las plantas en su continua evolucién han desarrollado varios mecanismos para
adaptarse a la salinidad y es posible distinguir tres tipos de respuesta de tolerancia: a) la
tolerancia al estrés osmatico, b) la exclusion del ion sodio y ¢) la tolerancia a nivel de
tejidos (Munns y Tester, 2008).

La tolerancia al estrés osmaotico esta limitada por el efecto osmotico de la salinidad que
provoca la reduccién de la tasa de crecimiento y cierre estomatico. Este tipo de
tolerancia involucra la habilidad de la planta a soportar la sequia causada por el estrés
salino manteniendo activa la absorcion de agua y de nutrientes, la expansion foliar y la
actividad estomatica (Rajendran et al., 2009). El segundo mecanismo de respuesta de las
plantas al estrés salino es la exclusion del ion sodio a través de las hojas, la acumulacion
de sodio en las vacuolas y la limitacion de la absorcion del ion via radical. La exclusién
del ion sodio es un mecanismo de tolerancia que se basa en la capacidad de la planta
para minimizar el efecto negativo mediante la secrecion de sodio, evitando asi su
acumulacién en el citosol de las células, particularmente en las hojas, 6rganos que
poseen una tasa de transpiracion alta (Munns y Tester, 2008; Rajendran et al., 2009). La
acumulacion de sodio en la vacuola consiste en transportar rapidamente los iones
perjudiciales desde el citosol hacia la vacuola, consiguiendo asi mantener el flujo de
agua en las celulas y el crecimiento de las plantas bajo condiciones salinas (Munns y
Tester, 2008).

Por otra parte, la menor acumulacion de sodio en las hojas también esta relacionada a
una baja absorcion de sodio por parte de las raices; siendo este mecanismo de tolerancia
el de mayor eficacia. La absorcion del ion sodio es controlado a nivel radical por el
plasmalema, el cual regula el paso de este ion al xilema. Los cultivares de patata de
ciclo temprano acumulan el ion sodio en las hojas como mecanismo de respuesta al
estrés salino, mientras que, los cultivares de ciclo mas tardio no acumulan el sodio en
las hojas pero si en las raices (Shaterian, et al., 2005). Bajo condiciones de estrés salino

los cultivares tolerantes y tempranos de patata mostraron variacion en el contenido del
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ion K y Na* en las hojas superiores sugiriendo que posiblemente los cultivares tardios
y tempranos poseen diferentes requerimientos nutricionales, de absorcién y utilizacion

del K™ y Na" bajo condiciones de salinidad (Shaterian, et al., 2005).

La tolerancia a nivel de tejidos involucra una mayor supervivencia de las hojas mas
adultas. La compartimentacién del sodio y cloro tanto a nivel intra como extra celular
evita alcanzar niveles tdxicos en el citoplasma, especialmente en las células del
mesofilo de las hojas debido a la sintesis y acumulacién de solutos osmoreguladores en
el citoplasma (Munns y Tester, 2008). La funcion de los solutos osmoreguladores es el
ajuste osmatico, que cosiste en mantener el agua dentro de las células, proteger las
enzimas de la desnaturalizacion y actuar como reservorio de energia y nitrogeno durante
la exposicién a la salinidad (Ashraf y Fooland, 2007). La funcion de estos solutos no
solo se limita a mantener un balance osmdtico; algunos de ellos, con capacidad
hidrofilica, pueden reemplazar el agua de las superficies de las membranas o actdan
como proteinas chaperonas de bajo peso molecular para proteger las estructuras

celulares eliminando el estrés oxidativo (Hasegawa et al., 2000).

Por otra parte estudios recientes muestran el papel de la activacion del sistema de
defensa natural de las plantas como respuesta a diferentes tipos de estrés abidtico, como
la salinidad y la sequia (Rai et al., 2011). La activacion del sistema de defensa de las
plantas frente al estrés osmotico involucra la sintesis de ciertos metabolitos que
permiten proteger las estructuras celulares, facilitar la eliminacion de los iones
responsables de la salinidad y aumentar la respuesta antioxidante de las plantas.
Ramakrishna y Ravishankar (2011) presentan una recopilacion indicativa de la
importancia que tienen diversos metabolitos de las plantas en respuesta al estrés salino
(Tabla 2).
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Tabla 2. Metabolitos de los vegetales relacionados con el estrés salino en plantas.

Metabolito detectado Especie de la planta N° Referencias
encontradas
Acido jasmonico Lycopersicon esculentum 21
Alcaloides tropanicos Datura innoxia 144
Antocianinas Grevillea spec. 17
Flavonoides Hordeum vulgare 142
GABA Sesamun indicum L. 141
Glicina betaina Trifolium repens 146
Glicina betaina Triticum aestivum 148
Poliaminas Orzya sativa 147
Polifenoles Cakile maritima 143
Sacarosa y almidén Cenchrus pennisetiformis 149
Sorbitol Lycopersicon esculentum 140
Trigonelina Glycine max 145

Fuente: Ramakrishna y Ravishankar, 2011.

1.3.5. Importancia de la prolina frente al estres salino

La prolina es un aminoacido importante del metabolismo primario de las plantas
(Hasegawa et al., 2000; Ashraf y Fooland, 2007; Szabados y Savouré, 2009) que se
detecto por primera vez en la graminea Lolium perenne (Kemble y Mac Pherson, 1954),
a partir de aqui, varios estudios han demostrado que el contenido de prolina en las
plantas aumenta cuando son expuestas a diferentes tipos de estrés, como la sequia, la
salinidad, la radiacion U.V, los metales pesados, el estrés oxidativo y el estrés bidtico
(Hasegawa et al., 2000; De Lacerda et al., 2003; Mishra y Dubey, 2006; Ashraf y
Fooland, 2007; Carrillo et al., 2008; Szabados y Savouré, 2009). La prolina tiene la
funcién de actuar como chaperona molecular con capacidad de proteger la integridad de
las proteinas y fortalecer la actividad enzimatica de varias enzimas. La acumulacion de
este aminoacido ocurre en el citosol, donde contribuye principalmente al ajuste
osmotico, a la estabilizacion de las proteinas y membranas celulares, a proteger a las
plantas de la acumulacién de los radicales libres y a mantener la relacion adecuada de
NADP*/NADPH (Jaarsma et al., 2013).

El papel de la prolina en la osmoregulacion y tolerancia a la salinidad ha sido
cuestionado en numerosas ocaciones. En Soja, Glicine max, Moftah y Michel (1987)
sugieren que la prolina no debe ser utilizada como indicador de la tolerancia a la

salinidad al no encontrar variaciones en sus niveles en planta respecto a plantas control

23



1. Introduccidn general

sin tratar; Ashraf (1989) observé la relacidén negativa entre la acumulacion de prolina y
la tolerancia al estrés salino en Vigna mungo. En la misma linea, Colmer et al. (1995) no
encontraron relacion significativa entre la acumulacion de prolina y la tolerancia a la
salinidad en trigo, Triticum vulgare. Por su parte, Lutts et al. (1996) y Garcia et al.
(1997) determinaron que la prolina no interviene en el ajuste osmotico en plantas de
arroz, Oryza sativa, cultivadas con estrés salino y su acumulacién se interpretdé como

sintoma de dafio en vez de indicador de la tolerancia a la salinidad.

Por otra parte, se ha encontrado mayor acumulacion de prolina en plantas tolerantes
respecto a las sensibles a la salinidad en numerosas especies. Ahmad et al. (1981)
observaron que los cultivares tolerantes a la salinidad de Agrostis stolonifera
acumularon mas prolina que los cultivares sensibles. Madan et al. (1995) también
encontraron mayor acumulacion de prolina en un cultivar de Brassica juncea tolerante a
la salindidad que en un cultivar sensible cultivados bajo estrés salino. Petrusa y Winicov
(1997) demostraron que las variedades de alfalfa, Medicago sativa, tolerantes a la
salinidad rapidamente doblaron el contenido de prolina mientras que en las menos
tolerantes el incremento fue menor bajo condiciones de estrés salino de hasta 171mM de
NaCl. De forma contraria, Lutts et al. (1996) observaron que los cultivares de arroz,
Oryza sativa, tolerantes a la salinidad acumularon menos prolina en las hojas respecto a

los cultivares sensibles cuando se cultivaron con una salinidad de hasta 50mM de NaCl.

La acumulacion de prolina en los tejidos vegetales como mecanismo de respuesta o de
proteccion ante situaciones de estrés aun permanece cuestionado debido a la disparidad
de las respuestas, en el contenido de prolina, encontradas en diferentes especies
expuestas a diferentes tipos de estrés (Ashraf y Harris, 2004; Szabados y Savourg,
2009). Por ejemplo, la acumulacién de prolina es una caracteristica en
monocotiledoneas expuestas al estrés salino; excepto en cebada, Hordeum vulgare, en
que la salinidad parece no afectar a la acumulacion de prolina (Yamaya y Matsumoto,
1989). Sin embargo, en general, se presenta una acumulacion de prolina en varias

especies vegetales al exponer las plantas a estrés salino ( Szabados y Savouré, 2009).
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La biosintesis de la prolina es activada y su catabolismo es reprimido durante la
deshidratacion de las plantas, mientras que la rehidratacion activa la regulacion opuesta
(Szabados y Savouré, 2009). ElI metabolismo de la prolina incluye una reciproca
regulacion de los genes de la biosintesis de la prolina P5SC y del gen relacionado con
su degradacion de PDH (Szabados y Savouré, 2009). Durante la exposicion al estrés
salino los genes P5SC se inducen, mientras que el gen PDH es reprimido; la expresién
de los genes P5SC ha demostrado estar fuertemente relacionada con la acumulacion de
prolina, particularmente en presencia de 100mM de NaCl, e incrementan la tolerancia a
la salinidad y la produccion de tubérculos de patata bajo condiciones de estrés salino
(Hmida-Sayari, 2005; Jaarsma et al., 2013).

La biosintesis de la prolina en las plantas es controlada por la actividad de dos genes,
(P5CS1 y P5CS2), que codifican la pirrolina-5-carboxilasa sintetasa. Estos genes han
demostrado estar involucrados en la activacion de la divisién meristematica de tejidos
en tallos y raices, en inflorescencias y en el cultivo de celulas. La expresion de ambos
genes también se ha observado en meristemos florales, supliendo prolina para el
desarrollo floral (Mattioli et al., 2008). La expresion del gen P5CS2 se ha identificado
tras la aplicacion de SA, en las sefiales de respuesta de las (ROS) que activan una
respuesta hipersensible en Arabidopsis sp. La expresion del gen P5CS1 es inducida por
el estrés osmotico y salino, y es activada por un gen ABA dependiente y otro gen ABA
insensible 1 controlado que estan relacionados con las sefiales regulatorias del ABA y
del H,O, bajo situaciones de estrés (Ashraf y Fooland, 2007; Szabados y Savourg,
2009).

1.3.6. Importancia de las enzimas antioxidantes frente al estrés salino

Las especies reactivas al oxigeno o (ROS) (del inglés Reactive Oxygen Species) son
compuestos altamente deletéreos que se producen como consecuencia de procesos de
transferencia de energia, asi como en otros procesos fisioldégicos con frecuencia
relacionados con factores adversos al ambiente (Mittler, 2002; Backhausen et al., 2005).
Los organismos y en particular las plantas, no solo han desarrollado sistemas para
protegerse de estos agentes tdxicos sino que también son capaces de aprovechar las
propiedades reactivas de estas moléculas para utilizarlas como sefiales reguladoras de

diferentes procesos (Backhausen, et al., 2005; Carretero, et al., 2007).
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La alta reactividad de las ROS determina que tengan en general una vida corta y que
atraviesen con dificultad las membranas de la célula (Mittler, 2002; Cavalcanti, et al.,
2007). Ello hace que su funcion reguladora venga definida por el balance
produccidn/detoxificacion. La acumulacion de estos compuestos en diferentes
compartimentos de la célula contribuye a limitar su efecto deletéreo y permite que su
funcién especifica se realice de manera controlada. Los principales compuestos ROS
detectados en la respuesta ante factores estresantes son el anién superéxido (0%) y el
peréxido de hidrogeno (H.0,), y son producidos de manera caracteristica fuera de la
membrana plasmatica de las células vegetales, en el apoplasto (Stoddard, et al., 2006;
Tuteja, 2007). Aunque la produccion de ROS ocurre principalmente en el apoplasto,
existen otros compartimentos celulares donde se acumulan ROS que pueden influir en
la interaccion de la planta con el medio ambiente. Niveles elevados de ROS se producen
como resultado de anomalias en la transferencia de energia en la cadena respiratoria
mitocondrial, pero sobre todo de forma asociada a la fotosintesis y a la fotorespiracion
en los cloroplastos y peroxisomas de la célula vegetal (Molinier, et al., 2006).

Las enzimas antioxidantes son los componentes mas importantes que intervienen en la
eliminacion de las ROS (Meloni, et al., 2001). Altas concentraciones de NaCl causan
toxicidad y desequilibrio celular debido al exceso de iones de Na y Cl en las células,
favoreciendo el estrés osmotico y el incremento de ROS (Alscher, et al., 1997
Benavides, et al., 2000). Para mitigar este efecto destructivo, las plantas han
desarrollado su sistema de defensa antioxidante, enzimas antioxidantes como la
superéxido dismutasa (SOD), la peroxidasa (POD), la glutation reductasa (GR),
ascorbato la peroxidasa (APX), la catalasa (CAT) y otros mecanismos de defensa no
enzimaticos como el glutation, el &cido ascérbico y los carotenoides (Piqueras, et al.,
1998; Stepien y Klobus, 2005; Mandhania, et al., 2006).

Una correlacion entre la actividad antioxidante y la tolerancia a la salinidad ha sido
demostrada en dos clones de patata, uno sensible y el otro tolerante a la salinidad,
mostrando que la actividad de catalasa del clon tolerante fue significativamente superior
a la del clon sensible cuando estos se cultivaron en ausencia de NaCl. Al someterlos a
concentraciones de 100 y 150mM de NaCl la actividad de catalasa en el clon tolerante
se mantuvo sin cambios, mientras que en el clon sensible la actividad de catalasa

disminuyad respecto al control (Benavides, et al., 2000).
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Asi mismo, el incremento de la actividad enzimatica de la catalasa y peroxidasa esta
relacionada con la tolerancia a la salinidad y ha sido observada en plantas de Jartropha
curcas (Gao, et al., 2008), en maiz (Aragao, et al., 2012), en Plantago maritima y en
Plantago media (Turkan , et al., 2013).

La actividad de la superoxido dismutasa y de la peroxidasa fue evaluada en cuatro
cultivares de arroz sensibles y tolerantes a la salinidad, observando que los cultivares
sensibles redujeron la actividad de la superdxido dismutasa y aumentaron la actividad
de la peroxidasa cuando se sometieron a un tratamiento de 1,2mM de NaCl o 12dS/m,
mientras que los cultivares tolerantes a la salinidad apenas mostraron un ligero
incremento y disminucion en las actividades enzimaticas de la superdxido dismutasa y
de la peroxidasa, respectivamente (Donisio-Sese y Tobita, 1998). El incremento en la
actividad enzimatica de la CAT y la POD se observo al exponer plantulas de remolacha,
Beta vulgaris, a 500mM de NaCl en invernadero (Bor, et al., 2003). La actividad de
POD también tuvo un aumento importante respecto al control en las plantas de judia,
Vigna unguiculata, expuestas a 200mM de NaCl, mientras que la actividad de la CAT

se redujo significativamente a la mitad respecto al control (Cavalcanti, et al., 2004).

La actividad POD en hojas de caléndula, Calendula oficinalis, se redujo en un 28% con
la aplicacién de 100mM de NaCl, mientras que la actividad de la enzima en las raices
aumento en un 55%. Al contrario de lo observado en la POD, la actividad de la CAT se
incrementd en un 25% en las hojas y se redujo en un 43% en las raices (Nader, et al.,
2004). En plantas de sésamo, Sesamum indicum, la actividad de la POD y de la CAT
aumento significativamente respecto al control al exponerlas a 100mM de NaCl (Koca,
etal., 2007).

Plantas de verdolaga, Portulaca oleracia, sometidas a estrés salino de 70 y 140mM de
NaCl mostraron una disminucion en la actividad POD en un 13 y 30% respectivamente,
mientras que la CAT solamente aumentd su actividad 2,5 veces en el tratamiento de
140mM de NaCl (Yazici, et al., 2007). En resumen, en diferentes investigaciones se ha
comprobado que al incrementar la concentracion de NaCl se producen cambios en la
actividad enzimatica de la CAT y de la POD incrementando o disminuyendo segun las

especies y las condiciones de ensayo, lo cual indica que el mecanismo de tolerancia a
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salinidad permanece todavia sin aclarar y por lo cual méas estudios son necesarios para

elucidar su funcion y especialmente en la planta de patata.

1.4. REGULACION HORMONAL DE LA RESPUESTA DE LAS PLANTAS AL
ESTRES

Una hormona vegetal es una sustancia que siendo producida en muy pequefias
cantidades en cualquier parte del organismo vegetal es transferida a otras partes del
mismo para actuar en procesos fisioldgicos especificos del desarrollo. Las auxinas,
giberelinas, citoquininas, etileno, &cido abscisico, y los recientemente identificados
brasinosteroides, jasmonatos y salicilatos son las hormonas vegetales que hasta hoy en
dia se conocen. Su sintesis y acumulacion en la planta estan reguladas para actuar como

mensajeros quimicos a concentraciones muy bajas, del orden micro y nanomolar.

Las hormonas vegetales se transportan por la planta y se mueven a distancias cortas
entre las células partiendo de los sitios de sintesis para ejercer su papel en las células
especificas. La variacion de las concentraciones de hormonas vegetales en la planta
provoca alteraciones en la expresion génica; estos cambios de concentracion de las
hormonas también afectan a los procesos fisiologicos de desarrollo de la planta. Las
hormonas vegetales afectan a todas las fases de la vida de la planta y su respuesta al
estrés ambiental, tanto bidtico como abidtico (Taiz y Zeiger, 2010). Los salicilatos,
jasmonatos, etileno y acido abscisico regulan las respuestas a situaciones adversas, pero
dependiendo del tipo de estres, la respuesta estara mediada por una u otra hormona
vegetal, llegando a mostrar compatibilidad entre algunas de ellas o bien actuar de forma
antagonista. De esta forma, si la planta ha generado una respuesta ante un estrés bidtico
mediante una hormona vegetal especifica, la planta dificilmente podra responder al
mismo tiempo a un estrés abiotico (Wasilewska et al., 2008).

Estudios previos han demostrado que el &cido salicilico (SA), el acido jasmonico (JA) y
el etileno tienen un papel importante en la respuesta de la planta frente al ataque de
patdgenos. ElI SA esta relacionado con las respuestas de defensa contra patdgenos
biotroficos y hemibiotroficos; asi como también en el establecimiento de la resistencia
sistemica adquirida (SAR). Por otra parte el JA y el etileno estan relacionados con la

respuesta de defensa frente a patdgenos necrotroficos y herbivoros, activando la
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resistencia sistémica inducida (SIR). Por su parte el acido abscisico (ABA) se ha citado
que estd involucrado en la respuesta de la planta frente a factores abioticos, como
temperaturas bajas, sequia y estrés osmotico; el ABA parece tener una funcién negativa
frente al ataque de patdgenos, accion opuesta a la observada con los salicilatos,

jasmonatos y etileno (Vlot et al., 2009).

La comprension de la respuesta de las plantas a un estimulo bidtico o abidtico es
compleja, pues ante este estimulo externo la planta desencadena la activacion de
maultiples vias de sefiales mediadas por las hormonas vegetales y que tienen complejas
interacciones entre si. Son estas interacciones las que probablemente han evolucionado
como mecanismos de respuesta que han permitido la supervivencia de las plantas
mediante los procesos metabdlicos apropiados. En las plantas, los genes de defensa
responsables de la respuesta son activados por la interaccion planta - patégeno, o bien
por las condiciones medioambientales desfavorables.

En el primer caso, en la interaccion planta - patogeno, la respuesta depende los factores
de resistencia de la planta y los de virulencia del patégeno. Por contra para el caso de
estrés abidtico la respuesta depende de la capacidad de la planta para detectar los
estimulos estresantes del ambiente. Esto sugiere la existencia de una red de sefializacién

compleja que permite a la planta reconocer y protegerse contra factores estresantes.

Varios estudios revelan que el calcio y las especies reactivas al oxigeno (ROS) son
mensajeros secundarios en la respuesta temprana a estreses bidticos y abidticos. Por
ejemplo, el contenido de calcio en el citosol es mayor cuando las plantas son expuestas
a condiciones medioambientales adversas, al ataque de patdgenos, al estrés osmotico, al
estrés hidrico, al frio y a los dafios mecanicos (Hamdia y Shaddad, 2010). Las
estrategias de defensa de las plantas generalmente se encuentran divididas en dos
grandes grupos: las que presentan una defensa constitutiva y que generalmente
involucran un coste energético alto y las defensas inducibles cuyo coste energético es
menor (Karban et al., 1997).

Dependiendo del coste energético generado por la planta para hacer frente a un estrés,
este puede tener mayor o menor repercusion sobre el desarrollo y produccion de la
planta. Las defensas constitutivas también incluyen las estructuras de proteccion fisica

(espinas, tricomas, pubescencia) y la produccion y almacenamiento de compuestos del
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metabolismo secundario (alcaloides, glucosinolatos, terpenos y fenoles) en los tejidos
vegetales. Las defensas inducibles consisten en la produccion de compuestos de novo
del metabolismo secundario (alcaloides, glucosinolatos, terpenos y fenoles) y
compuestos que inhiben la digestion, en el caso de herbivoros como los inhibidores de
proteinasa (PIs), Unicamente cuando existe la interaccion de la planta con el factor
causante del estrés (Wittstock y Gershenzon, 2002).El éxito de las defensas inducibles
radica en que permiten a la planta responder mas rapido y con mas fuerza ante una
situacion de estrés. Este tipo de respuesta esta mediada por los genes de resistencia o
tolerancia, las proteinas quinasas (MAPK’s) y la accion individual o coordinada con las
hormonas vegetales (Cipollini et al., 2003; Conrath et al., 2006).

1.4.1. Jasmonatos

Los jasmonatos son compuestos ciclopentanos derivados del acido a-linolénico y
reconocidos como hormonas vegetales. Dentro del grupo de los jasmonatos se incluye el
grupo de acidos grasos oxigenados denominados oxilipinas, con el acido jasmonico
como el principal precursor de estos compuestos (Creelman y Mullet, 1997; Acosta y
Farmer, 2010). EI metil jasmonato (MeJa) se aislé por primera vez no como hormona
vegetal sino por sus propiedades como aroma, aceite esencial del jazmin, Jasminum
grandiflorum (Demole et al., 1962). Los jasmonatos se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y también son producidos por algunos hongos, el primer
aislamiento del &cido jasmonico de un cultivo filtrado de Lasio diplodia theobromae fue
descrito por Aldridge et al. (1971).
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Figura 4. Estructura del &cido jasmonico to y del metil jasmonato
Fuente: Creamer y Novak, 1997.

El &cido jasmonico es un derivado de los &cidos grasos poli-insaturados linoléico y
hexadecatrienoico, los cuales son almacenados en los plastidos, principalmente en
forma de monogalactoglicerol (MGDG). La 13 lipogenasa (13-LOX) aporta oxigeno
molecular al acido linoléico (18:3) y al &cido hexadecatriendico a partir de sus
hidroperdxidos, el acido 13(S)-hidroperoxi-octadecatriendico (13-HPOT) y el &cido
11(S)-hidroperoxi-hexadecatriendico (11-HPHT). La enzima Aleno Oxido sintetasa
(AOS) transforma estos compuestos en el acido (13S)-12,13-epoxi-octadecatrienoico
(12,13-EOT) y en el é&cido (11S)-10,11-epoxi-octadecatriendico (10,11-EOT). La
enzima Aleno oxido ciclasa dirige la formacion de un anillo ciclopentano para producir
el acido 12-oxo-fitodiendico (OPDA) y el acido dino-oxo-fitotodiendico (dnOPDA)
(Creamer y Novak, 1997).

El OPDA y el dnOPDA se esterifican a galactolipidos en forma de arabidopsidos, los
cuales a dia de hoy han sido aislados de Arabidopsis y en otras cruciferas relacionadas.
Es posible que estos arabiddpsidos sean sintetizados por una accion directa de la 13-
LOX, AOS y AOC en MGDG. EI OPDA y dnOPDA son transferidos a los
peroxisomas, al menos parcialmente a través de la accion del transportador tipo ABC
COMATOSE (CTS). La enzima OPDA reductasa 3 cataliza el anillo ciclopentano en
OPDA y dnOPDA para formar los &cidos 3-o0x0-2-(2-(Z)-pentanil)-ciclopentano-1-
octandico (OPC-8:0) y hexandico (OPC-6:0), respectivamente. La enzima OPC-8: CoA
ligasa 1 (OPCL1) esterifica la coenzima A (CoA) al grupo acil de OPC-8:.0 y
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posiblemente OPC- 6:0 en preparacion de ciclos de oxidacion B que acortan la cadena
acida de estos compuestos para producir el acido jasmonico. La B oxidacion se realiza a
través de tres tipos de enzimas: la acil-CoA oxidasa (ACX), una proteina multifuncional
(MPF, la cual produce la actividad de la enoil-CoA hidratasa y B-hidroxi-acil-CoA
dehidrogenasa), y la enzima 3-cetoacil-CoA tiolasa (KAT). Finalmente, una acil-
tioesterasa (ACH) libera el acido (+)-7-iso-jasmonico (JA) a partir de su éster CoA. El
transporte del JA al citoplasma se produce mediante la esterificacion al metil (+)-7-iso-
jasmonato o por conjugacion aminoacida para formar el (+)-7-iso-jasmonoil-isoleucina

el cual es considerado como la hormona activa (Creamer y Novak, 1997).

1.4.2. Efectos de los jasmonatos en las plantas

Los jasmonatos actlan como elicitores de las repuestas de las plantas ante varias
situaciones de estrés como: el ataque de insectos, heridas, infeccion por patégenos, dafio
U.V, sequia y salinidad (Qi et al., 2011) y afectan a una gran variedad de procesos como
la maduracion de frutos, la viabilidad en la produccion de polen, el crecimiento de las
raices (Creelman y Mullet, 1997; Acosta y Farmer, 2010), la tuberizacién de patata, el
incremento de altura, el area foliar, la cantidad de raices, el peso fresco y seco de
explantos de patata y de otras horticolas (Pelacho y Mingo-Castel, 1991; Toro, 2003;
Martin-Closas, 2007).

Las respuestas de defensa se inician a través del reconocimiento entre el elicitor, en este
caso el MelJa, y el receptor localizado en la membrana plasmatica o en el citosol de la
célula vegetal. Este proceso permite la activacion de las respuestas de defensa, seguido
de la amplificacion de la sefial mediante una cascada de mensajeros secundarios, lo cual
finalmente resulta en una respuesta de defensa que incluye la produccion e incremento
de compuestos del metabolismo secundario, como por ejemplo compuestos fendlicos y
fitoalexinas. Las fitoalexinas son compuestos antimicrobianos que se acumulan en
algunas plantas en altas concentraciones después de infecciones bacterianas o fangicas y
qgue ayudan a limitar la colonizacién del patdgeno. Por otra parte, la produccion de
especies reactivas al oxigeno ROS es un evento comuin en las respuestas de defensa de
las plantas, siendo el superéxido (O%) y peréxido H,O, las especies mas abundantes.
Estos compuestos exhiben una amplia variedad de acciones, incluyendo la reaccion

hipersensible, la muerte celular y el fortalecimiento de la pared celular. El superéxido y
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el peroxido también han sido descritos como sefiales involucradas en la induccién de
fitoalexinas en diferentes especies (Perrone et al., 2003). En tomate se ha demostrado
que el peroxido estad involucrado en las respuestas de defensa a diferentes elicitores,
incluyendo el MeJa (Orozco-Cardenas et al., 2001; Neill et al., 2002; Hung y Kao, 2003
y 2004; Hung et al., 2006).

Estudios recientes han demostrado la accion elicitora o protectora del MelJa frente al
estrés salino. Plantulas de guisante, Pisum sativum, pre tratadas con MeJa mostraron
una menor acumulacion de sodio y cloro en las hojas, demostrando una accion
protectora de este jasmonato frente al estrés salino (Yoon et al., 2009; Del Amor y
Cuadra-Crespo, 2011). Es conocido que el metil jasmonato inhibe la apertura
estomatica, lo cual reduce la tasa de transpiracion (Hossain et al., 2011). La disminucién
de la tasa de respiracion es la que puede limitar el transporte de los iones de sodio y
cloro desde la raiz hacia el tallo (Hossain et al., 2011). Por otra parte el metil jasmonato
aumenta el contenido de prolina en los tejidos vegetales, lo cual regula el balance
osmotico en las células, el cierre estomatico, permitiendo asi una menor transpiracion de
la planta y por ende una menor absorcién de las sales; sugiriendo que el Mela
posiblemente actla como elicitor o protector, aumentando el contenido de prolina, lo

cual, podria aumentar la tolerancia al estrés salino en plantas (Fedina y Tsonev, 1997).

En la figura 5 se observan las repuestas de sefializacion del acido jasmonico y de los
jasmonatos en general en vegetales frente a diversos tipos de estrés bidtico, como el
ataque de patogenos, herbivoros e incluso actuando en favor de la planta mediante la
atraccion de predadores y fauna benéfica para contrarrestar el ataque de herbivoros; y
también frente al estrés abidtico, como el salino (Tsonev et al., 1998; Abdala et al.,
2003), el osmdético (Kramell et al., 1995), el hidrico (Wang, 1999), el inducido por bajas
temperaturas (Lee et al., 1996) y por metales pesados (Xiang y Oliver, 1998). Ademas
la aplicacion exdgena de jasmonatos provoca otros efectos sobre el crecimiento y

desarrollo radical, y en la inhibicidn de la germinacion.

33



1. Introduccidn general

Estrés luminico
U.V, alta radiacion

1l \& )) Mutacion de polen

Rozaduras por viento
I < Desarrollo de frutos y semillas

Y

Respuesta sistémica — Elongacion celular

Patogenos — -
Heridas locales ﬁ 7 r S
L2
Senescencia
S 3 Atraccion de
equa predadores y
tt benéficos Germinacion

Estrés osmotlco

Estrés salf_n ,\/ ' :,\

.\Crecimiento radicular

Q
P.':l‘[(')genof';/av

Figura 5. Sefializacion de las respuestas del acido jasménico y de los jasmonatos en general en el
desarrollo de las plantas y ante situaciones de estrés bidtico y abiotico.
Fuente: Wasternack 2007.

Dada la importancia del cultivo de la patata para la alimentacion humana y los efectos
negativos de la salinidad, que sobre su cultivo, este trabajo de investigacion pretende
profundizar en el conocimiento de la fisiologia del estrés salino, el posible efecto
protector del metil jasmonato y su relacion con el contenido del aminoacido prolinay la
actividad antioxidante para mitigar los efectos negativos de la salinidad en cuatro

cultivares de patata con diferente ciclo de maduracion.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

- Evaluar el efecto protector del metil jasmonato frente al estrés salino en cuatro

cultivares de patata mediante un sistema de cultivo in vitro.

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Caracterizar in vitro cuatro cultivares de patata, Agata, Monalisa, Kennebec y
Red Pontiac de diferente ciclo de maduracion en base a parametros fisiologicos

de desarrollo vegetativo y radical.

- Evaluar in vitro el efecto del metil jasmonato, aplicado al medio de cultivo,
sobre el desarrollo vegetativo y radical de cuatro cultivares de patata, Agata,

Monalisa, Kennebec y Red Pontiac de diferente ciclo de maduracién.

- Evaluar in vitro el efecto del estrés salino en cuatro cultivares de patata, Agata,
Monalisa, Kennebec y Red Pontiac de diferente ciclo de maduracion, en base a

caracteres fisioldgicos de desarrollo vegetativo y radical.

- Determinar in vitro el posible efecto protector del metil jasmonato frente al
estrés salino en cuatro cultivares de patata, Agata, Monalisa, Kennebec y Red

Pontiac de diferente ciclo de maduracion.

- Cuantificar el contenido de prolina como pardmetro para determinar la tolerancia
0 susceptibilidad de los cultivares de patata, Agata, Monalisa, Kennebec y Red
Pontiac a la salinidad y el posible efecto protector del MeJa frente al estrés

salino.

- Determinar la actividad antioxidante de la CAT y la POD en el cultivar de patata
Kennebec expuesto al estrés salino y el posible efecto protector del metil

jasmonato ante el estrés oxidativo.
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3.- CARACTERIZACION IN VITRO DE CUATRO CULTIVARES
DE PATATA DE DIFERENTE CICLO DE MADURACION

3.1. INTRODUCCION

La patata Solanum tuberosum ssp. tuberosum, es un tubérculo originario de América del
Sur, llegd a Europa en 1534 tras la conquista espafiola y desde entonces se ha
distribuido por Europa y por el resto del mundo. La patata actualmente ocupa el cuarto
lugar en importancia como alimento para la poblacion humana después del maiz, trigo y
arroz (FAO, 2014). La produccién mundial del tubérculo presenta un crecimiento

progresivo, llegando a alcanzar las 325 millones de toneladas en el afio 2010.

La produccion de tubérculos de siembra y la produccion de tubérculos para consumo e
industria en la region mediterranea esta limitada en gran parte por las condiciones
climaticas y edaficas (Frusciante et al., 1999). En la region mediterranea la produccién
de patata para consumo se encuentra mayoritariamente en Espafia e Italia (FAO, 2014),
paises donde se siembran principalmente cultivares provenientes de Holanda y Reino
Unido, sin emabargo los rendimientos en la region mediterrdnea son significativamente
menores a los registrados en los paises de origen de los cultivares (Frusciante et al.,
1999; Hijimans et al., 2003).

La diferencia en rendimiento del cultivo de patata presente en la region mediterranea
con Holanda o Reino Unido, se debe en gran parte a las condiciones climaticas
(temperatura y pluviometria) y de suelos (aridos y propensos a la desertificacion)
propios de la region. La temperatura, pluviometria y suelo condicionan la época de
siembra, el desarrollo y el ciclo de maduracion de los cultivares (Frusciante et al., 1999;
Hijimans et al., 2003). Por esta razon, para incrementar la produccion de patata en la
region mediterrdnea es necesaria la busqueda de cultivares que muestren una mejor
adaptacion a las condiciones climéaticas y de suelo mediterraneas. Algunas de las
caracteristicas deseadas en los cultivares de patata para la region mediterranea estan
relacionadas con un mayor rendimiento, calidad, resistencia a plagas, enfermedades y
mayor tolerancia a factores abioticos como la sequia, heladas y salinidad (Bradshaw et
al., 2006).
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3. Caracterizacidn in vitro: INTRODUCCION

La evaluacion tradicional en campo y los métodos de seleccion utilizados para
identificar nuevos cultivares de patata son laboriosos y consumen mucho tiempo,
requiriendo ensayos durante varios afos y en diferentes localidades. Es necesario
también tener en cuenta que la duracion del ciclo de maduracion de los cultivares puede
aumentar o disminuir en funcién de las condiciones de la temperatura, de la humedad
del aire y suelo y también de la radiacion, lo cual dificulta la seleccion de los cultivares
entre localidades (Donnelly et al., 2003). Por lo tanto, un cultivar de patata cultivado
con las condiciones climaticas de una localidad, en la cual presente un ciclo de
maduracion semi tardio, si se cultiva con condiciones climéticas con mayor temperatura
y radiacién, posiblemente la duracion del ciclo de maduracion se acorte y su

comportamiento sea como un semi temprano.

La seleccion de cultivares en campo ha demostrado ser ineficiente, particularmente en
las primeras generaciones, donde el error del muestreo es alto debido a la variabilidad
de la poblacion en parcelas pequefias (Gopal et al.,, 1992). En este sentido, la
propagacion in vitro de patata a través de secciones nodales ha sido utilizada como un
método répido para multiplicar cultivares para la produccion de tubérculos de siembra y
también para la conservacion del germoplasma (Dodds et al., 1991; Ranalli et al., 1994;
Donnelly et al., 2003; Gopal e Iwama, 2007).

El cultivo in vitro ha permitido caracterizar genéticamente los cultivares de diferentes
especies como maiz (Miki et al., 2001) y arroz (Zacchini et al., 1997). El cultivo in vitro
de secciones nodales de patata ha permitido también seleccionar cultivares con
caracteristicas agronomicas deseadas, y mantener y conservar el germoplasma (Dodds
et al., 1991; Ranalli et al., 1994; Tadesse et al., 2000). Esta técnica tambien permite
analizar una gran cantidad de germoplasma en corto tiempo y en un espacio reducido,
independientemente de la estacion de cultivo. La seleccidn para varios caracteres de
importancia economica, como la produccidon de tubérculos, la tolerancia a factores
bidticos y abidticos o la obtencion de plantas libres de enfermedades y virus bajo
condiciones controladas puede ayudar a solucionar los problemas de variacion en el

medio ambiente durante los afios y lugares de los ensayos de campo.
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No obstante, para el caso de patata no se han encontrado suficientes estudios de
caracterizacion in vitro de cultivares en base al desarrollo vegetativo y radical,
caracteristicas fisioldgicas que son dependientes de factores genéticos, bidticos,
abioticos y ciclo de maduracion de los cultivares (Gopal y Minocha, 1998; Ruiz de

Galarreta et al., 2006).

El objetivo del presente ensayo fue caracterizar in vitro cuatro cultivares de patata de

diferente ciclo de maduracion en base a parametros fisiologicos de desarrollo vegetativo

y radical.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo este experimento, se seleccionaron cuatro cultivares de patata

Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum, Agata, Monalisa, Kennebec y Red Pontiac.

Estos cultivares fueron suministrados como tubérculos de siembra clase “A”

certificados, de calibre 30/55mm., por OPPOSA en la zona del Pirineo Navarro

(Espana), proviniendo de lotes que fueron precintados en octubre de 2004. Las

caracteristicas de los cultivares de patata utilizados en esta investigacion se detallan a

continuacion (Tabla 3).

Tabla 3. Principales caracteristicas de los tubérculos de los cultivares de patata evaluados.

Cultivares
Caracteristica Agata Monalisa Kennebec Red Pontiac
Maduracion Extra-temprana  Semi-temprana Semi tardia Tardia
Dormancia Larga Larga Media --
Desarrollo follaje Bueno Bueno Muy Bueno Bueno

Color de piel

Color de carne
Forma del tubérculo
Profundidad de ojos
Tamafio tubérculos

Rendimiento

Contenido materia seca

Utilizacion

Origen

Amarillo claro
Amarillo claro
Oval
Superficiales
Muy grandes
Medio - alto
Muy bajo
Fresco

Holanda

Amarillo claro
Amarillo claro
Oval alargado
Superficiales
Grandes
Medio - alto
Bajo

Fresco

Holanda

Amarillo claro
Blanco

Oval redondeado
Semi superficiales
Muy grandes

Alto

Muy bajo
Freir/Fresco

USA

Rojo oscuro
Blanco

Oval
Semi-profundos
Grandes

Alto

Bajo

Fresco

USA

Fuente: Europotato, 2014.

cv. Agata

cv. Monalisa

cv. Kennebec

cv. Red Pontiac

Figura 6. Aspecto de los tubérculos de los cultivares de patatas cultivadas en Espafia y objeto de estudio

de este trabajo.
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3. Caracterizacion in vitro: MATERIALES Y METODOS

Los cultivares de patata citados se seleccionaron por ser patatas de consumo en fresco
con ciclos de maduracion diferentes, bajo condiciones de Navarra, y porque su cultivo
se encuentra ampliamente distribuido en Espafia. En la Comunidad Auténoma de
Navarra, sitio de origen de los tubérculos semilla utilizados para esta investigacion, el
cultivar Agata posee un ciclo de maduracion extra temprano, menor a 90 dias. El
cultivar Monalisa posee un ciclo de maduracién semi temprano y la duracion del cultivo
se encuentra entre 90 y 120 dias. El cultivar Kennebec posee un ciclo de maduracién
semi tardio; la duracion del cultivo se encuentra entre 120 y 150 dias. El cultivar Red
Pontiac posee un ciclo de maduracién tardio y la duracion del cultivo es mayor a 150
dias (Appacale, 2008).

Los tubérculos certificados de los cuatro cultivares se cultivaron en bandejas de
plastico, utilizando como sustrato vermiculita autoclavada y colocandolos en oscuridad
durante 30 dias con la humedad necesaria para facilitar su brotacion y asi poder obtener
secciones uninodales de 0,8 a 1cm de longitud. Las secciones nodales obtenidas se
esterilizaron en una solucion de hipoclorito de sodio en agua al 2% y con 6-8 gotas de
Tween 20 por litro durante 10 minutos; para eliminar los residuos de hipoclorito de
sodio se enjuago 4 veces con agua destilada estéril. A continuacidn, cada seccion nodal
se cultivo en tubos de cultivo con 20ml de medio de propagacion: MS con 2% sacarosa,
pH ajustado a 5,7-5,8 (Murashige y Skoog, 1962), autoclavado previamente a 121°C
durante 15 minutos. Las secciones nodales se incubaron durante 4 semanas en una
camara de cultivo a 20+1°C, con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad. Como
fuente de luz se utilizaron fluorescentes Gro-lux con una intensidad a nivel de explantos
de 55umol.m?s™. A partir de aqui se realizaron subcultivos consecutivos para
incrementar la cantidad de material vegetal disponible. Finalmente se cultivaron 20
secciones nodales de cada cultivar utilizando el medio MS con 3% sacarosa, pH
ajustado a 5,7-5,8. El disefio del experimento fue completamente aleatorizado en una

gradilla plastica.

La caracterizacioén in vitro de cada cultivar respecto al ciclo de maduracién se realizd
evaluando las caracteristicas fisiologicas del desarrollo vegetativo y radical de los 20
explantos, registrando las siguientes variables al final de las cuatro semanas de cultivo:

La longitud de explanto (LE) y del sistema radical (LSR) se registraron utilizando una

regla milimétrica. La cantidad de raices (CR) se determind de forma visual en base a
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3. Caracterizacion in vitro: MATERIALES Y METODOS

una escala establecida de 0 a 4 de acuerdo al nimero de raices, 0 = ninguna, 1= 1-3
raices, 2= 4-6 raices, 3= 7-10 raices y 4= mas de 10 raices. El peso fresco (PFE) y seco
de los explantos (PSE), incluye raiz - tallo - hojas, el peso seco de hojas (PSH) y de
raices (PSR) se registro utilizando una balanza de precision de 1+0.1mg. El area foliar
(AF) de los explantos se determiné utilizando el medidor de &rea foliar (mm?) AM-100
(ADC).

El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA para cada parametro evaluado en
cada uno de los cuatro cultivares. En su caso la separacion de medias se obtuvo

empleando el test de Tukey (p<0,05) del paquete estadistico SAS version 9.
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3. Caracterizacion in vitro: RESULTADOS

3.3. RESULTADOS

Los parametros de desarrollo vegetativo y radical analizados presentaron diferencias
significativas entre los cuatro cultivares, lo cual indica que un mayor o menor desarrollo
vegetativo y del sistema radical puede depender de las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de cada cultivar y de su ciclo de maduracion (Tabla 4).

Se observa de forma general que el cultivar Agata presentd un desarrollo vegetativo y
radical significativamente superior, o igual en algunos casos, al observado en los
cultivares Monalisa y Kennebec. Mientras, el desarrollo vegetativo y radical del cultivar
tardio Red Pontiac presento los valores méas bajos para los parametros de desarrollo

evaluados durante este experimento (Tabla 4, Figura 7).

Tabla 4. Caracteristicas de desarrollo vegetativo y radical de los explantos de cada cultivar de patata
después de 4 semanas de cultivo.

LE: longitud explanto (parte aérea), PFE: peso fresco explanto, AF: area foliar, PSH: peso seco hojas,
LSR: longitud sistema radical, CR: cantidad de raices, PSR: peso seco raices, PSE: peso seco de explanto.

_ LE AF LSR CR PSH PSR PFE PSE
Cultivar )

(cm)  (mm°) (cm) (0-4)**  (mg) (mg) mg)**  (mg)**

Agata 11,11*  364,50° 10,40 1,95? 5,30° 5,42 254.46% 18,04°

Monalisa 7,84°  120,20° 5,99° 1,00° 2,73° 4,24 140,45 11,90°

Kennebec 7,81° 382,67° 5,21° 1,90° 541° 3,04° 219,92% 13,95

Red Pontiac 531° 177,20° 3,37¢ 1,20° 2,64° 1,87 11574 8,18

*Para cada parametro letras diferentes entre cultivares indican diferencias significativas entre ellos
(p<0,05).

** Peso fresco y seco de explanto incluye raices, tallos y hojas. La cantidad de raices (CR) se determind
de forma visual en base a una escala establecida de 0 a 4 de acuerdo al nimero de raices, 0 = ninguna, 1=
1-3 raices, 2= 4-6 raices, 3= 7-10 raices y 4= mas de 10 raices.

Los valores de cada variable corresponden al valor promedio de 20 explantos.
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cv. Monalisa cv. Kennebec cv. Red Pontiac

Figura 7. Desarrollo vegetativo y radical de los cuatro cultivares de patata después de cuatro semanas de
cultivo in vitro.

La mayor longitud, peso fresco y peso seco de los explantos se observé en el cultivar
Agata, frente al resto de cultivares que poseen un ciclo de maduracion mas largo. No
obstante, la longitud y el peso seco de los explantos en los cultivares Monalisa y
Kennebec fue similar entre si y superior a la observada en cultivar Red Pontiac (Tabla
4). El aérea foliar de los explantos fue mayor en los cultivares Kennebec y Agata,
seguidos por el cultivar Red Pontiac; el cultivar Monalisa present6 la menor area foliar
después de las cuatro semanas de cultivo. Asi mismo, el peso seco de las hojas de los
explantos de los cultivares Kennebec y Agata fue superior al observado en los cultivares
Monalisa y Red Pontiac (Tabla 4).

Los explantos del cultivar Agata alcanzaron la mayor longitud del sistema radical y
peso seco de raices seguido por los cultivares Monalisa y Kennebec; la menor longitud
del sistema radical y peso seco de raices se observé en el cultivar Red Pontiac (Tabla 4).
La cantidad de raices fue mayor en el cultivar Agata y Kennebec, mientras que la menor

se observo en los cultivares Monalisa y Red Pontiac (Tabla 4).
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80 -

60 -

20 -

Particion de asimilados (%)

Agata Monalisa Kennebec Red Pontiac

Cultivar

B PSraices (mg) ® PStallosy hojas (mg)

Figura 8. Porcentaje de particion de asimilados hacia la parte aérea y radical en base al peso seco de los
explantos.

En todos los cultivares de patata evaluados la particion de asimilados fue mayor hacia la
parte aérea. No obstante, en los cultivares Agata y Monalisa el porcentaje de asimilados
de la parte aérea fue un 30% menor que el observado en los cultivares Kennebec y Red
Pontiac. Asi, en los cultivares Agata y Monalisa el porcentaje de asimilados en la parte
radical fue mayor que en los cultivares Kennebec y Red Pontiac (Figura 8).
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3.4.-DISCUSION

Tradicionalmente la seleccion de las caracteristicas agronomicas deseables de cultivares
de patata se ha realizado en campo. Esta metodologia conlleva mucho tiempo y esfuerzo
y aln mas si se persigue extraer las raices del suelo, lavarlas y analizar su cantidad y
longitud (lwama y Yamaguchi, 2006). De acuerdo con varios autores, los resultados
obtenidos en este experimento demuestran la eficiencia de la técnica de cultivo in vitro
para obtener en un espacio y tiempo corto el suficiente numero de explantos para la
seleccion y caracterizacion de cultivares de patata en base a sus caracteristicas
vegetativas y del sistema radical (Gopal y Minocha, 1998; lwama y Yamaguchi, 2006;
Pérez-Clemente et al., 2006).

En este experimento, el cultivar Agata presenté un mayor desarrollo de las variables
evaluadas respecto al resto de cultivares Monalisa, Kennebec y Red Pontiac. En el
cultivar Monalisa todas las variables mostraron una disminucion significativa frente al
cultivar Agata. Mientras que, en el cultivar Kennebec, el desarrollo de los explantos fue
superior al de los cultivares Monalisa y Red Pontiac en diversos aspectos; incluso
variables como el peso fresco de explanto, el area foliar y la cantidad de raices
presentaron valores estadisticamente equivalentes a los observados en el cultivar Agata.
Los explantos del cultivar Red Pontiac fueron los que menor desarrollo vegetativo y

radical alcanzaron.

De acuerdo con Gopal e Iwama (2007) estos resultados sugieren que el desarrollo
vegetativo y radical, expresado en base al peso seco de los explantos, depende de las
caracteristicas genotipicas de cada cultivar y de las condiciones de temperatura,
fotoperiodo y humedad utilizadas para la caracterizacién de los cultivares y que
condicionan la duracién del ciclo de maduracion. Asi, el cultivar Agata presentd un
mayor desarrollo vegetativo y radical que los cultivares mas tardios Monalisa,
Kennebec y Red Pontiac. Por ello, bajo las condiciones utilizadas en esta investigacion
el cultivar Agata, queda claramente clasificado dentro de los cultivares de ciclo de

maduracion extra temprano.
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El cultivar Monalisa clasificado con un ciclo de maduracién semi temprano (Appacale,
2008), presentd un desarrollo vegetativo y radical menor frente a los cultivares Agata y
Kennebec. A pesar de no observarse diferencias significativas entre el peso seco de los
explantos de los cultivares Monalisa y Kennebec, el peso seco de los explantos del
cultivar Monalisa se redujo en aproximadamente un 15 por ciento respecto a Kennebec.
Por esta razdn se considera que bajo las condiciones de cultivo utilizadas en este ensayo

el cultivar Monalisa posee un ciclo de maduracién semi tardio.

De forma contraria, el cultivar Kennebec, clasificado como semi tardio (Appacale,
2008), presentd un desarrollo vegetativo y radical superior al cultivar Monalisa y Red
Pontiac. Bajo las condiciones de cultivo de este ensayo, el peso seco de explanto en el
cultivar Kennebec fue un 30 y 70 por ciento superior que el observado en Monalisa y
Red Pontiac, respectivamente. En base a estos resultados se clasifica al cultivar
Kennebec con un ciclo de maduracién semi temprano. No obstante, estudios previos
demostraron que el cultivar Kennebec presenta un mayor desarrollo, mayor produccién
de tubérculos y mayor adaptacion a condiciones adversas frente a los cultivares Agria y
Santé (Hassanpanah, 2010). Los explantos del cultivar semi tardio Red Pontiac
(Appacale, 2008) presentaron el menor desarrollo de los cultivares evaluados,
demostrando asi que, bajo las condiciones de temperatura, fotoperiodo y humedad
utilizadas, el cultivar Red Pontiac presenta un ciclo de maduracion tardio. Los
resultados obtenidos en este ensayo concuerdan con lo observado por Shaterian et al.
(2005), demostrando que los cultivares tempranos de patata presentan una mayor tasa de

crecimiento y biomasa que los cultivares tardios de patata.

Las diferencias encontradas in vitro en el desarrollo vegetativo y radical de los cuatro
cultivares, bajo las condiciones de temperatura, fotoperiodo y humedad utilizadas
confirman el uso potencial de la técnica de cultivo in vitro para la caracterizacion e
identificacion de variables agrondmicas deseadas en cultivares de patata, siempre y
cuando los explantos se cultiven en condiciones de temperatura y fotoperiodo similares

a las de la época de cultivo en campo o de una localidad concreta.
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3. Caracterizacidn in vitro: DISCUSION

Estos resultados concuerdan con investigaciones sobre la seleccion y caracterizacion in
vitro de cultivares de varias especies, dentro de las cuales se incluye la patata y que han
demostrado estar correlacionadas con los datos obtenidos a nivel de campo (lwama,
1998; Gopal y Minocha, 1998; Pérez-Clemente et al., 2006). No obstante, existe poca
informacién sobre la caracterizacion de cultivares de patata in vitro y son necesarios
mas estudios para identificar cultivares o clones con potencial agronémico de acuerdo a
la época de siembra y especificas de cada localidad, tratando que sean lo méas similares a

las de campo para cada uno de los cultivares a caracterizar.

Por otra parte, el porcentaje de particion de los asimilados en los cultivares Agata y
Monalisa fue aproximadamente en un 70% hacia la parte aérea y un 30% hacia las
raices, mientras que, en los cultivares Kennebec y Red Pontiac la reparticion fue
aproximadamente del 80% hacia la parte aérea y un 20% hacia el sistema radical. Esto
sugiere que la proporcion de distribucion de los asimilados entre la parte aérea y radical

pueda ser también una caracteristica propia de cada cultivar.
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3.5. CONCLUSIONES

- Se han caracterizado los cuatro cultivares de patata con diferente ciclo de

maduracion en base al desarrollo vegetativo y radical de los explantos in vitro.

- El cultivar Agata fue el que mayor desarrollo vegetativo y radical alcanz6
durante las cuatro semanas de cultivo y se clasifico con un ciclo de maduracion

extra temprano.

- En el cultivar Agata la particion de asimilados fue del 70% para la parte aérea y

de 30% hacia las raices.

- El cultivar Monalisa presentd un desarrollo vegetativo y radical menor al
observado en el cultivar Kennebec y se clasificd con un ciclo de maduracion

semi tardio.

- En el cultivar Monalisa la particion de asimilados fue del 65% hacia la parte

aérea y de 35% hacia las raices.

- EIl cultivar Kennebec presentdé un desarrollo vegetativo y radical inferior al
observado en el cultivar extra temprano Agata y se clasificd con un ciclo de

maduracion semi temprano.

- En el cultivar Kennebec la particion de asimilados fue del 80% hacia la parte

aérea y de 20% hacia las raices.
- El cultivar Red Pontiac fue el que menor desarrollo vegetativo y radical alcanzé
durante las cuatro semanas de cultivo y se clasifico con un ciclo de maduracion

tardio.

- En el cultivar Red Pontiac la particion de asimilados fue del 78% hacia la parte

aérea y de 22% hacia las raices.
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4. EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO DEL METIL JASMONATO SOBRE
EXPLANTOS DE CUATRO CULTIVARES DE PATATA DE DIFERENTE
CICLO DE MADURACION

4.1. INTRODUCCION

Las hormonas vegetales son factores clave en el crecimiento y desarrollo de las plantas
y de uso en la agricultura actual (Wasternack y Hause, 2002). Las hormonas vegetales o
los reguladores de crecimiento vegetal, también denominados fitorreguladores, son
moléculas orgénicas que se producen de forma natural en las plantas y participan en los
procesos fisioldgicos y bioquimicos de las mismas (Hopkins y Hiner, 2008). Las
hormonas vegetales se sintetizan en un lugar de la planta y tienen la capacidad de
traslocarse a otra parte donde tiene lugar su accion. En algunas ocasiones se producen y
actlan como respuesta fisiolégica a una situacion de estrés, permitiendo disminuir el

impacto negativo de dicho estrés.

El 4cido jasmonico (JA) y su éster metil jasmonato (MeJa) son derivados del acido
linolénico (LA), son compuestos que contienen un ciclo pentano y que se encuentran
ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Creelman y Mullet, 1997). El MeJa fue el
primer compuesto identificado como componente principal de aceites esenciales de
varias especies de plantas y principalmente del jazmin, Jasminum grandiflorum L.,
(Demole, et al., 1962). En base a experimentos posteriores, el acido jasmonico (JA) vy el
metil jasmonato (MeJa), denominados de forma general jasmonatos, fueron
considerados inicialmente como inhibidores del crecimiento vegetal, incluyendo entre
sus efectos la inhibicion de la germinacién de semillas de algunas angiospermas, como
el amaranto, Amaranthus caudatus, (Kepczynski y Bialecka, 1994; Bialecka y
Kepczynski, 2003), el cardo, Silybum marianum, (Nojavan-Asghari e Ishizava, 1998), el
girasol, Helianthus annus, (Corbineau et al., 1988), en tabaco, Nicotina tabacum,
(Preston et al., 2002), o el maiz, Zea mays, (Norastehnia et al., 2007). También se han
relacionado con la inhibicion del crecimiento del tallo y raices (Dathe et al., 1981;
Staswick et al., 1992; Norastehnia et al., 2007), la induccion de la senescencia en hojas
(Yeh et al., 1995; Ananieva et al., 2004), la inhibicion de la formacion de clorofila
(Saniewski y Czapski, 1983; Toro, 2003), la reduccion de la tasa fotosintética (Rossato

et al., 2002) y la inhibicion de la actividad respiratoria (Popova et al., 1988).
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Sin embargo, a partir de la década de los 80 se encontraron otros efectos que pueden
resultar de uso practico para la agricultura, como por ejemplo la promocién del
almacenamiento de proteinas en tejidos vegetales (Berger et al., 1995; Bunker et al.,
1995; Feussner et al., 1995; Grimes et al., 1992), la induccion de la tuberizacién en
patata (Yoshihara et al., 1989; Pelacho y Mingo-Castel, 1991; Ravnikar et al., 1992), el
aumento de la longitud de tallo y de raices en meldn (Toro, 2003), la induccién de la
formacion de tricomas en tomate (Li et al., 2004), la viabilidad del polen y el desarrollo
de anteras (McConn y Browse, 1996; Li et al., 2004), o la maduracién de frutos y la
sintesis de pigmentos (Czapski y Saniewski, 1992). Por otra parte tambien se ha
determinado que actian como sefial de defensa para activar los mecanismos de
resistencia a plagas, enfermedades, dafios causados por la radiacion ultravioleta, heridas
y factores de estrés abiotico, como la sequia, la salinidad o las altas temperaturas (Howe
et al., 1996; McConn et al., 1996; Vijayan et al., 1998; Rao, et al., 2000; Reymond et
al., 2000; Farmer, 2001; Nibbe et al., 2002; Xiao et al., 2004; Schilmiller y Howe,
2005; Wasternack, 2007; Kim et al., 2009).

El objetivo de este experimento fue evaluar in vitro el efecto del metil jasmonato,

aplicado al medio de cultivo, sobre el desarrollo vegetativo y radical de los cuatro

cultivares de patata de diferente ciclo de maduracion, anteriormente utilizados.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de este ensayo se utilizé la metodologia descrita en el capitulo 3 de
esta Tesis Doctoral, variando Unicamente en la adicion de las concentraciones de MeJa.
Para cada uno de los cultivares de patata, Agata, Monalisa, Kennebec y Red Pontiac se
utilizé un total de 20 secciones nodales. Las secciones nodales se cultivaron en el medio
MS con 3% sacarosa, pH ajustado a 5,7-5,8 y con la adicion de 5 concentraciones de
MeJa 0, 10, 50, 250 y 1250nM al medio de cultivo. El disefio del experimento fue
completamente aleatorizado en una gradilla pléstica.

Para evaluar el efecto de las concentraciones de MeJa sobre el desarrollo de los
explantos de los cuatro cultivares se determind, a las cuatro semanas de cultivo, el
desarrollo vegetativo y radical de los 20 explantos. Trascurridas las cuatro semanas de
cultivo se registraron las siguientes variables: longitud del explanto, longitud del
sistema radical, cantidad de raices, peso fresco y seco de los explantos, peso seco de

hojas y raices y area foliar.

La longitud de explanto (LE) y del sistema radical (LSR) se registraron utilizando una
regla milimétrica. La cantidad de raices (CR) se determind de forma visual en base a
una escala establecida de 0 a 4 de acuerdo al nimero de raices, 0 = ninguna, 1= 1-3
raices, 2= 4-6 raices, 3= 7-10 raices y 4= mas de 10 raices. El peso fresco (PFE) y seco
de los explantos (PSE) (incluye raiz - tallo - hojas), el peso seco de hojas (PSH) y raices
(PSR) se registré utilizando una balanza de precision de 1+0.1mg. El area foliar (AF) de

los explantos se determing utilizando el medidor de &rea foliar (mm?) AM-100 (ADC).

El analisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA para cada parametro evaluado
independientemente en cada uno de los cuatro -cultivares expuestos a las
concentraciones de MeJa. En su caso la separacion de medias se obtuvo empleando el

test de Tukey (p<0,05) del paquete estadistico SAS version 9.
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4.3. RESULTADOS

El desarrollo vegetativo y radical de los explantos después de cuatro semanas de cultivo
presento diferencias significativas debido a la adicion de concentraciones crecientes de
MelJa en el medio de cultivo. En conjunto, el efecto de la aplicacion exdgena de Mela
fue similar en los cuatro cultivares de patata e independiente del ciclo de maduracién
(Figura 16).
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*Letras diferentes por cultivar de patata indican diferencias significativas (p<0,05).

Figura 9. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre la longitud de explanto en
los cuatro cultivares de patata, a las cuatro semanas de cultivo. Los resultados corresponden al promedio
20 explantos de cada cultivar.

La longitud de los explantos aumenté hasta cierto nivel con el incremento de la
concentracion de MeJa en el medio de cultivo; esta respuesta fue independiente del
cultivar y del ciclo de maduracién (Figura 9). El efecto se saturd en todos los casos para
los tratamientos expuestos a las concentraciones superiores a 50nM de MeJa. El cultivar
Agata aument6 significativamente la longitud de los explantos (Figura 9), alcanzando
una longitud hasta un 50% superior a la de los explantos control con la concentracién de
50nM de MelJa; para el resto de las concentraciones ensayadas el incremento fue de
aproximadamente un 18%. En el cultivar Monalisa, el efecto del MeJa sobre la longitud
de los explantos fue semejante, llegando a incrementarse alrededor de un 60% con las
concentraciones de 50 y 250nM de MelJa, la longitud de los explantos expuestos a la
menor dosis de MeJa superd en un 22% al tratamiento sin MeJa, aunque el efecto no

pudo demostrarse como significativo (Figura 9).
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El efecto del MeJa en el alargamiento del tallo del cultivar Kennebec fue semejante al
del cultivar Monalisa aunque cuantitativamente algo menor; los explantos de Kennebec
expuestos a concentraciones de 50, 250 y 1250nM de MeJa incrementaron su longitud,
alrededor del 30% respecto al tratamiento sin MeJa (Figura 9). La respuesta sobre el
alargamiento del tallo en el cultivar tardio Red Pontiac fue la menor de todas y también
se produjo a concentraciones menores de Mela, de 10 y 50nM, que aumentaron la
longitud de los explantos alrededor del 30%; la adicion de concentraciones superiores
de MeJa no promovio significativamente su alargamiento, a pesar de ser

aproximadamente un 13% mayor respecto al tratamiento sin MeJa (Figura 9; Figura 16).
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*Letras diferentes por cultivar de patata indican diferencias significativas (p<0,05).

Figura 10. Efecto de las concentraciones de Mela en el medio de cultivo sobre el aerea foliar del
explanto en los cuatro cultivares de patata. Los resultados corresponden al promedio 20 explantos de cada
cultivar.

El area foliar de los explantos de los cultivares Agata, Monalisa y Kennebec sometidos
a la aplicacion de las concentraciones crecientes de MeJa no presentd diferencias
significativas entre si (Figura 10), sin embargo en todos ellos se observé que de forma
general se produjo un aumento del area foliar, en nimeros absolutos, respecto a la de los
explantos sin metil jasmonato. La ausencia de diferencias significativas se debe a la alta
variabilidad entre los explantos de cada cultivar (Figura 10). El incremento del area
foliar si que fue significativo en el cultivar tardio Red Pontiac tratado con 50, 250 y
1250nM de MelJa. En el resto de tratamientos, a pesar de no identificarse diferencias
significativas, se observd la misma tendencia de los otros cultivares, mostrando una

mayor &rea foliar de los explantos. Ademas se observd que los aumentos de area foliar
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de los cuatro cultivares iban acompafiados de sintomas de clorosis en las hojas (Figura
16).
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Figura 11. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre la longitud del sistema
radical del explanto en los cuatro cultivares de patata. Los resultados corresponden al promedio 20
explantos de cada cultivar.

La aplicacion de MeJa en el medio de cultivo, en general, en todas las concentraciones
disminuy6 de forma manifiesta la longitud del sistema radical de los explantos de los
cultivares (Figura 11). Los explantos de los cultivares Agata, Monalisa y Kennebec
expuestos a concentraciones de 50 e incluso de tan solo 10nM de MeJa mostraron una
disminucion significativa en la longitud del sistema radical respecto al tratamiento sin
MelJa, disminucion que se incrementd a concentraciones mayores de MeJa (Figura 11).
En el cultivar Red Pontiac el efecto mostro la excepcion de que los explantos cultivados
en la concentracién més baja de MeJa, 10nM, incrementaron la longitud del sistema
radical; en este caso concentraciones superiores de MelJa provocaron su disminucion
pero sin presentar diferencias significativas frente al tratamiento sin MeJa (Figura 11;
Figura 16).
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Figura 12. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre la cantidad de raices (0=
ninguna; 1= 1 a 3 raices; 2=4 a 6 raices; 3= 7 a 10 raices) del explanto en los cuatro cultivares de patata.
Los resultados corresponden al promedio 20 explantos de cada cultivar.

En la mayoria de los casos, los explantos de los cuatro cultivares de patata utilizados en
este experimento, incrementaron significativamente la cantidad de raices al ser
cultivados con las concentraciones ensayadas de MeJa (Figura 12). En los cultivares
Agata y Monalisa todas las concentraciones de MeJa evaluadas provocaron el
incremento significativo de la cantidad de raices (Figura 12). EI aumento fue de hasta
un 71% en el cultivar Agata y mucho mas elevado, hasta un 185%, en el cultivar
Monalisa (Figura 12). En el cultivar de Kennebec la cantidad de raices aumentd
irregularmente cuando los explantos fueron cultivados con las concentraciones
intermedias y alta de MeJa, con un incremento de hasta el 75% (Figura 12); sin
embargo, es importante destacar que los explantos de este cultivar expuestos a la menor
concentracion de MeJa no presentaron diferencias significativas con las concentraciones
de 0 y 250nM de Mela (Figura 12). En el cultivar Red Pontiac, el MeJa también
aumentd la cantidad de raices de los explantos; el aumento fue de hasta un 177%

cuando fueron cultivados con la concentracion maxima de MeJa (Figura 12; Figura 16).
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Figura 13. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre el peso seco del explanto
en los cuatro cultivares de patata. Los resultados corresponden al promedio 20 explantos de cada cultivar.

En general, en los cuatro cultivares de patata en estudio, el aporte del MeJa al medio de
cultivo incremento el peso seco de los explantos (Figura 13). En el cultivar Agata, el
peso seco de los explantos aumentd hasta un 157% cuando se cultivaron con 50nM de
MelJa; las restantes concentraciones de MeJa también aumentaron de forma importante
el peso seco de los explantos (Figura 13). Un incremento similar se observo en el
cultivar Monalisa; los explantos expuestos a concentraciones de 50 y 250nM de Mela
incrementaron significativamente su peso seco un 93% respecto al tratamiento sin MeJa
(Figura 13), mientras que, los explantos cultivados con 10 y 1250nM no presentaron
diferencias significativas respecto al tratamiento control, aunque registraron un
importante incremento del 60% en el peso seco de los explantos (Figura 13). Por otra
parte, los explantos del cultivar Kennebec aumentaron su peso seco alrededor de un
50% con la excepcién de los tratados con 10nM de MeJa que lo disminuyeron (Figura
13). En el cultivar Red Pontiac el peso seco de los explantos aumento significativa y
progresivamente con el incremento de las concentraciones de MelJa, hasta ser un 195%
superior al de los explantos control cuando se cultivaron en la concentracién de 1250nM
de MeJa (Figura 13).
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Figura 14. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre el porcentaje de peso seco
de los explantos respecto al control para cada uno de los cultivares de patata. Los resultados corresponden
al promedio 20 explantos de cada cultivar.

Las concentraciones de MeJa incrementaron el peso seco de los explantos de los
cultivares Agata, Monalisa y Red Pontiac respecto al tratamiento control de cada
cultivar, con la Gnica excepcion de la concentracion de 10nM de MeJa que en el cultivar
Kennebec lo redujo (Figura 14). En el cultivar Agata, el mayor peso seco de los
explantos se obtuvo con 50nM de MelJa; (Figura 14). Para el cultivar Monalisa las
concentraciones de MeJa de 50 y 250nM permitieron alcanzar el mayor peso seco de los
explantos respecto al tratamiento control (Figura 14). Los explantos del cultivar
Kennebec que mayor peso seco alcanzaron fueron los cultivados con 50 y 1250nM de
MeJa. Mientras que en el cultivar Red Pontiac el aumento del peso seco fue
proporcional al incremento de la concentracién de MeJa; el mayor peso seco se obtuvo
con la concentracion de 1250nM de MelJa.
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Figura 15. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre el porcentaje de particion
de asimilados, en base al peso seco de los explantos de los cuatro cultivares de patata. Los resultados
corresponden al promedio 20 explantos de cada cultivar.

En el cultivar Agata, el porcentaje de asimilados hacia las raices aument6 alrededor de
un 26% respecto al tratamiento control cuando los explantos se cultivaron con 250 y
1250nM de MeJa. En las concentraciones menores de MeJa, 10 y 50nM el porcentaje de
asimilados hacia la parte aérea y radical fue similar al del tratamiento control (Figura
15). La reparticion de asimilados hacia la parte aérea en el cultivar Monalisa aumentd
con las concentraciones de MelJa; el maximo incremento, un 23% respecto al control, se
obtuvo con la concentracion de 50nM de MelJa, presentando un efecto muy similar en
las concentraciones superiores de MelJa (Figura 15). En el cultivar Kennebec el
porcentaje de reparticion de asimilados hacia la parte aérea aumenté ligeramente con la
concentracion de 10nM de MeJa; sin embargo, la porcion de asimilados hacia las raices
aumentd un 15% con 1250nM de MeJa respecto al tratamiento control (Figura 15).
Todas las concentraciones de MeJa redujeron el porcentaje de asimilados hacia la parte
aérea en el cultivar Red Pontiac; con la concentracion de 1250nM de MeJa se obtuvo el
mayor incremento en el porcentaje de asimilados hacia las raices; un 87% respecto al
tratamiento control (Figura 15).
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Figura 16. Desarrollo vegetativo y radical de los explantos de los cuatro cultivares de patata después de
cuatro semanas de cultivo expuestos a 5 concentraciones de MeJa en el medio de cultivo
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4.4. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este ensayo con los cuatro cultivares de patata en estudio
confirman varios de los efectos que provoca la aplicacion exdgena de jasmonatos sobre
el crecimiento y desarrollo en otras especies (Staswick et al., 1992; Toro, 2003). Por
otra parte, la respuesta fue similar e independiente del ciclo de maduracion de los cuatro
cultivares. La aplicacion exdgena de determinadas concentraciones de MeJa incremento
la longitud de los explantos, el area foliar y el peso seco de los explantos de los cuatro
cultivares, Agata, Monalisa, Kennebec y Red Pontiac. También se observd que Mela
redujo la longitud de las raices, pero a su vez permitié obtener una mayor cantidad de

raices.

La longitud de los explantos de los cuatro cultivares incrementd cuando se cultivaron a
concentraciones de 10 y 50nM de MeJa. Al incrementar la concentracion aplicada a 250
y 1250nM de MelJa se observé que no se incrementaba mas la longitud sino que por el
contrario se limitaba su desarrollo, denotando que se habia superado la concentracién
Optima de respuesta. Estos resultados son similares a los observados por otros autores
(Pruski et al., 2002; Zhang et al., 2006). La adicion de MelJa, cualquiera que fuera la
concentracion, incremento el &rea foliar en todos los cultivares evaluados. Este aumento
se habia identificado anteriormente en varias especies (Martin-Closas et al., 2000).
Adicionalmente, se observé que las hojas de los explantos cultivados con Mela
presentaron sintomas de clorosis de manera similar a la observada por Zhang et al.,
(2006).

Por otra parte, la longitud del sistema radical de los cuatro cultivares se redujo
progresivamente con el incremento de la concentracion de Mela. El efecto negativo
sobre la longitud del sistema radical fue observado anteriormente en patata por Pruski et
al. (2002), Zhang et al. (2006), Norastehnia et al. (2007) y Martin - Closas (2007) asi
como en otras especies horticolas (Toro, 2003; Toro et al., 2003) y en Arabidopsis
thaliana (Sun et al., 2009). En todos los cultivares la cantidad de raices aumento
progresivamente con la adicion de MeJa al medio de cultivo. Resultados similares han
sido descritos en patata (Pruski et al., 2002; Zhang et al., 2006), en maiz (Norastehnia et
al., 2007), y en Arabidopsis thaliana (Sun et al., 2009).
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Sun et al., (2009) utilizando el mutante de Arabidopsis para jasmonatos (jdi1/asa 1-1),
mutante que no expresa el gen relacionado con MeJa, demostraron que el MeJa tiene un
papel importante en la formacion de raices laterales. Por una parte, el MeJa actla
controlando la expresion del gen ASA-1, el cual esta relacionado con la biosintesis de
las auxinas y por otra que los jasmonatos son necesarios en el control del transporte y
distribucion de las auxinas en la zona del meristemo apical de la raiz, necesarias para la
formacion de raices laterales. Asi, el MeJa es un factor clave en la formacién de raices

laterales.

La determinacion del peso seco de los explantos mostré que las concentraciones de
MeJa 10 y 50nM promovieron un mayor desarrollo de los explantos, mientras que al
incrementar a 250 y 1250nM de MeJa el peso seco de explantos no aumenté mucho mas
en todos los cultivares sino que este incremento fue més reducido en algunos de ellos.
Estos resultados concuerdan con los observados por Zhang et al. (2006), quienes
demostraron un aumento de la longitud y peso de los explantos de los cultivares de
patata Favorita y Helanwuhua cultivados in vitro con 0,1 y 1uM de JA, mientras a
concentraciones mayores, de 100 y 230uM de JA, la longitud y peso de los explantos se

redujo.

En general, los resultados obtenidos demuestran que para los cultivares de patata Agata,
Monalisa, Kennebec y Red Pontiac las concentraciones de 10, 50, 250 y 1250nM de
MeJa aumentan el peso fresco y seco de los explantos y tiende a incrementar el aérea
foliar, no inhiben totalmente la elongacion de las raices y favorecen la formacion de
raices laterales lo cual, es necesario para la absorcion de agua y nutrientes para el

adecuado desarrollo de la planta.
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4.5. CONCLUSIONES

La aplicacion exdgena de MeJa promueve el desarrollo vegetativo y radical de

los explantos de patata cultivados in vitro.
Las concentraciones de 10, 50, 250 y 1250nM de MeJa permiten incrementar el
desarrollo vegetativo y radical de los explantos de los cultivares de patata; no

obstante, la respuesta es dependiente del cultivar y de la concentracion de MelJa.

De forma general, las concentraciones de MeJa entre 10 y 250nM fueron las que

permitieron obtener mayor longitud y mayor peso seco de los explantos.

Una mayor cantidad de raices y mayor area foliar de los explantos de patata se

observo con el incremento progresivo de la concentracion de Mela.

El aumento de la concentracion de MeJa reduce la longitud radical de los

explantos; excepto en el cultivar Red Pontiac.

El efecto de la aplicacion exogena de Mela es independiente del ciclo de

maduracion de los cuatro cultivares de patata ensayados.
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5. EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO DE LA SALINIDAD SOBRE
EXPLANTOS DE CUATRO CULTIVARES DE PATATA DE DIFERENTE
CICLO DE MADURACION

5.1. INTRODUCCION

La salinidad, concentracion de sales en el suelo, se presenta por causas naturales o
antropicas, existiendo varios tipos y grados de salinidad y, dependiendo de las sales
dominantes en el suelo pueden o no ser perjudiciales para la produccion agricola (Ghosh
et al., 2001; Richarson et al., 2001). Las causas mas importantes de la salinizacién de
los suelos se deben a una ineficiente gestion del riego, sistemas de drenaje inadecuados,
niveles freaticos altos y al uso de agua salina para el riego, lo cual agudiza ain mas el
problema (Levitt, 1980; Parida y Das, 2005; Levy y Veilleux, 2007). De acuerdo con las
estadisticas de FAO (2014), méas del 6% de la superficie del planeta presenta problemas

de salinidad, llegando a superar los 800 millones de hectareas afectadas (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de suelos cultivables afectados por la salinidad en el mundo, en millones de hectareas
cultivables.

Suelos cultivables afectados por salinidad

Regiones Area total
cultivables (M has) (% has afectadas)
(M has)

Africa 1899 38 2,0
Asia y Australia 3107 195 6,3
Europa 2011 6 0,3
América Latina 2039 61 3,0
Oriente Medio 1802 92 51
Norte América 1924 4 0,2
Total 12782 396 31

Fuente: FAO, 2014.

El problema de la acumulacion de sales en el suelo es el producto de una reaccion de los
cationes calcio, sodio, potasio y magnesio con los aniones cloro, azufre y carbono.
Segun la union cation-anion ésta puede ser mas o menos perjudicial para la produccion
agricola; en este sentido, la acumulacion de carbonatos célcicos y/o magnésicos no es
tan perjudicial para los cultivos como los cloruros o sulfatos (Dubey, 1997; Hasegawa
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et al., 2000). Altos niveles de cloruro de sodio (NaCl) son la principal causa del estrés
salino en los cultivos agricolas (Marconi et al., 2001). El factor que determina que las
sales afecten en mayor o menor grado a un cultivo es su solubilidad en el agua. La
solubilidad de la sal esta directamente relacionada con la movilidad y precipitacion, que
permite que ésta pase rdpidamente a formar parte de la solucién del suelo. En este
sentido, las sales mas perjudiciales para la produccion agricola son aquellas que
presentan mayor solubilidad: cloruros, bicarbonatos y sulfatos, mientras que los
carbonatos son sales menos solubles y menos perjudiciales para los cultivos (Dudley,
1992).

A nivel mundial, los ecosistemas que ocupan mayor superficie de suelos salinos son los
aridos y semiaridos, que se deben basicamente a la presencia de una alta
evapotranspiracion del agua y a la baja precipitacion, caracteristicas naturales de estos
ecosistemas (Bustan et al., 2004; Zhao et al., 2007). Bajo estas condiciones, el agua
asciende por capilaridad del subsuelo, arrastrando las sales hacia los horizontes mas
superficiales del suelo; una vez aqui, el agua se evapora y las sales se depositan en el

estrato superior del suelo, causando efectos perjudiciales a los cultivos.

Por otra parte, la respuesta al estrés salino y el efecto de éste sobre el desarrollo y
crecimiento de las plantas ha sido discutida repetidamente durante varias décadas
(Greenway y Munns, 1980; Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2003; Flowers, 2004; Ewert et
al., 2005; Aghaei et al., 2008; Homayoun et al., 2011). La tolerancia a la salinidad se
define como la habilidad de las plantas para crecer y completar su ciclo sobre un
sustrato que contiene altas concentraciones de sales solubles (Parida y Das, 2005).
Segun la capacidad innata de las plantas para tolerar condiciones salinas, pueden ser
caracterizadas por los cambios fisiologicos en el desarrollo vegetativo y radical cuando
estan expuestas a diferentes concentraciones salinas y no salinas. Greenway y Munns
(1980), Yeo (1998) y Grattan y Grieve (1999) sefialan que los efectos negativos del
estrés salino sobre las plantas se pueden dividir en tres categorias: a) una reduccion en
el potencial osmético de la solucion del suelo que reduce el agua disponible, b) un
deterioro de la estructura fisica del suelo, disminuyendo la permeabilidad y aireacion
del suelo, y c) el incremento en concentracion de varios iones que tienen un efecto
inhibitorio sobre el metabolismo de la planta y que provocan deficiencias nutricionales

y sintomas de toxicidad.
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La reduccion del crecimiento de la planta es la respuesta inmediata provocada por el
estrés salino. Se ha demostrado que caracteristicas fisiologicas como el &rea foliar, el
peso de hojas, tallos y raices presentan una reduccion significativa con el aumento de la
concentracion de sales en varias especies, entre otras en manglar, Rhizophora
mucronata, (Aziz y Khan, 2001), en Salicornia rubra (Khan, et al., 2001), en colza,
Raphanus sativus (Marcelis y VanHooidonk, 1999; Jamil et al., 2007), en tomate,
Lycopersicum esculentum, (Romero-Aranda et al., 2001), en algodon, Gossypium spp,

(Meloni, et al., 2001) y en remolacha, Beta vulgaris (Ghoulam et al., 2002).

Sin embargo, se han encontrado diferencias en la tolerancia a la salinidad entre especies
y cultivares. Levy y Veilleux (2007) indicaron que concentaciones salinas superiores a
10dS/m, que equivale a 86mM de NaCl, en la zona radical afectan severamente al
desarrollo y produccion de tubérculos de la patata. En la leguminosa Alhagi
pseudoalhagi el peso de la planta aumentdé a una concentracién de 50mM NaCl y
disminuyd a concentraciones de 100 y 200mM de NaCl respecto al tratamiento sin NaCl
(Kurban et al., 1999), en remolacha, Beta vulgaris, el area foliar, el peso de hojas y
raices se redujo drasticamente a 200mM de NaCl (Ghoulam et al., 2002). Fisarakis et al.
(2001) encontraron que concentraciones de 25, 50 y 100mM de NaCl redujeron
significativamente la materia seca en tallos y raices, la longitud del tallo, el area foliar y
el nimero de hojas por planta en vifia, Vitis vinifera. Estos resultados sugieren que
concentraciones superiores a 50mM de NaCl causan efectos negativos sobre el
desarrollo y crecimiento en gran parte de las plantas glicofilas. No obstante,
concentraciones menores a 50mM pueden afectar minimamente el desarrollo de las

plantas o bien mostrar un efecto estimulante para su desarrollo y crecimiento.

La patata (Solanum tuberosum ssp. tuberosum L,) es uno de los cuatro alimentos de
mayor importancia en el mundo (CIP, 2014). En los dltimos afios la superficie de
cultivo del tubérculo ha aumentado en paises en desarrollo donde las condiciones de
cultivo no son muy favorables, lo que ha generado la necesidad de continuar con la
busqueda de cultivares de patata que presenten mayor tolerancia a condiciones
habitualmente limitantes para su cultivo, como es la salinidad. La salinidad actualmente
es uno de los mayores problemas para la agricultura mundial (Allakhverdiev et al.,
2000; Bustan et al., 2004) y en especial para la produccion de hortalizas en regiones
como la mediterrdnea (Ondarza, 1982; Levy, 1992; Zhao et al., 2007).
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La patata estd adaptada a diferentes zonas climaticas y agro-econémicas, lo que hace
gue este cultivo tenga importancia desde hace tiempo en muchos paises a nivel mundial
(Struik y Wiersema, 1999). Segun la clasificacion de tolerancia a salinidad de cultivos
propuesta por Van Hoorn, et al. (1993), que utiliza el método de los lisimetros, se
clasifica a la planta de patata como sensible a la salinidad frente al trigo, especie mas
tolerante a la salinidad. Por otra parte, Katerji et al. (2000) utilizando como criterio de
clasificacion el potencial de agua en las hojas, clasifica a la patata como tolerante a la
salinidad al igual que el trigo y la remolacha. No se ha encontrado un acuerdo entre los
dos autores frente a esta discrepancia, sin embargo, es bien conocido que las hojas de
patata son sensibles al agua salina y que el riego salino afecta severamente su desarrollo
(Meiri y Plaut, 1985; Maas, 1985). Fidalgo et al. (2004) demostraron que el estrés salino
afecta negativamente a la conductancia estomatica y a la tasa de transpiracion en el
cultivar de patata Désirée. Teniendo en cuenta la sensibilidad de la planta de patata a la
salinidad y la importancia de este cultivo, sorprende la escasa investigacion realizada
sobre su tolerancia, lo cual requiere un mayor conocimiento previo de la fisiologia del

estrés salino en patata (Levy y Veilleux, 2007).

El cultivo de secciones nodales es una de las técnicas para la seleccion, caracterizacion
de cultivares y para el estudio de los mecanismos responsables de la tolerancia a la
salinidad (Prasad y Potluri, 1996; Zhang y Donnelly, 1997; Ochatt, et al., 1998; Nalk y
Wildholm, 1993; Potluri y Prasad, 1993). Por otra parte, diversas investigaciones
demuestran que el cultivo in vitro permite caracterizar y seleccionar cultivares
resistentes y tolerantes frente a diferentes tipos de estreses bidticos o abioticos. Por
ejemplo, Demagante et al. (1995) utilizaron secciones apicales para seleccionar
genotipos para tolerancia a la sequia en patata. Gopal y Minocha (1998) compararon la
efectividad de la seleccion de caracteres agrondmicos in vitro e in vivo en patata,
encontrando relacion entre ellos. Gopal e Iwama (2007) seleccionaron in vitro cultivares

de patata tolerantes al estrés hidrico.

El objetivo del presente experimento fue caracterizar in vitro cuatro cultivares de patata
de diferente ciclo de maduracion, respecto a la salinidad causada por un rango de
concentraciones en base a caracteres fisiologicos de desarrollo vegetativo y radical,

principalmente en base al peso seco de explanto.

92



5. Efecto del NaCl: MATERIALES Y METODOS

5.2. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de este ensayo se utilizé la metodologia descrita en el capitulo 3 de
esta Tesis Doctoral, variando unicamente en la adicion de las concentraciones de NaCl.
Para cada uno de los cultivares de patata, Agata, Monalisa, Kennebec y Red Pontiac se
utilizé un total de 20 secciones nodales. Las secciones nodales se cultivaron en el medio
MS con 3% sacarosa, pH ajustado a 5,7-5,8 y con la adicion de 5 concentraciones de
NaCl: 0, 30, 60, 90, 120mM. El disefio del experimento fue completamente aleatorizado

en una gradilla plastica.

La evaluacion del efecto del estrés salino sobre los explantos de cada cultivar se realizé
evaluando el desarrollo vegetativo y radical de los 20 explantos al final de cuatro
semanas de cultivo. El analisis de la tolerancia a la salinidad en cada uno de los
cultivares se determind en base al desarrollo vegetativo y radical de los explantos y con
especial atencion en el peso seco de los explantos respecto a los explantos cultivados en

ausencia de salinidad.

Las variables evaluadas fueron: la longitud de explanto (LE) y del sistema radical (LSR)
se registro utilizando una regla milimétrica. La cantidad de raices (CR) se determind de
forma visual en base a una escala establecida de 0 a 4 de acuerdo al numero de raices, 0
= ninguna, 1= 1-3 raices, 2= 4-6 raices, 3= 7-10 raices y 4= mas de 10 raices. El peso
fresco (PFE) y seco de los explantos (PSE), (incluye raiz - tallo - hojas), el peso seco de
hojas (PSH) y raices (PSR) se registraron utilizando una balanza de precision de
1+0,1mg. El area foliar (AF) de los explantos se determind utilizando el medidor de
area foliar (mm?) AM-100 (ADC).

El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA para cada parametro evaluado en
cada uno de los cuatro cultivares expuestos a las concentraciones de NaCl. En su caso la
separacion de medias se obtuvo empleando el test de Tukey (p<0,05) del paquete

estadistico SAS version 9.
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5.3. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los cuatro cultivares de patata en estudio muestran el efecto
negativo del estrés salino sobre el desarrollo vegetativo y radical de los explantos; el
efecto negativo de la salinidad aumenté proporcionalmente con el incremento de la
concentracion de NaCl aunque con una dindmica diferente en funcion del cultivar
(Figura 23).
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*Letras diferentes por cultivar de patata indican diferencias significativas (p<0,05).

Figura 17. Efecto de las concentraciones de NaCl en el medio de cultivo sobre la longitud de los
explantos de los cuatro cultivares de patata. Los resultados corresponden al promedio de 20 explantos.

El aporte de la salinidad al medio de cultivo redujo progresiva y significativamente la
longitud de los explantos de los cuatro cultivares de patata evaluados en este
experimento (Figura 17; Figura 23). En el cultivar Agata, incluso los explantos
expuestos a la minima concentracion de NaCl ensayada, 30mM, presentaron una
disminucion significativa, del 72% de su longitud (Figura 17). Los explantos expuestos
a concentraciones de salinidad mayores, 60, 90 y 120mM, practicamente no se
desarrollaron (Figura 17). En el cultivar Monalisa la longitud de los explantos se redujo
significativamente en un 31% en relacion al tratamiento sin estrés cuando se trataron
con 30mM de NaCl (Figura 17); igual que en el cultivar Agata, la exposicion a un estrés

salino mayor, inhibi6 totalmente el desarrollo de los explantos (Figura 17).
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Por otra parte, los explantos del cultivar Kennebec no redujeron su longitud a la
concentracion salina de 30mM (Figura 17); no obstante, al aumentar la salinidad a
concentraciones de 60, 90 y 120mM, la longitud se redujo en un 50, 68 y 80%,
respectivamente (Figura 17). En el cultivar Red Pontiac, el estrés salino redujo
progresiva y significativamente la longitud de los explantos (Figura 17); en la
concentracion de 30mM de NaCl la longitud de los explantos fue un 23% menor que sin
NaCl (Figura 17). A concentraciones salinas de 60, 90 y 120mM, los explantos
registraron una disminucion significativa del 50, 68, 80% de su longitud (Figura 17,
Figura 23).
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*Letras diferentes por cultivar de patata indican diferencias significativas (p<0,05).

Figura 18. Efecto de las concentraciones de NaCl en el medio de cultivo sobre el area foliar de los
explantos de los cuatro cultivares de patata. Los resultados corresponden al promedio de 20 explantos.

Al igual que en la longitud de explanto analizada anteriormente, el estrés salino redujo
significativamente el area foliar de los explantos de los cuatro cultivares de patata en
estudio (Figura 18; Figura 23). En el cultivar Agata, la adicion de 30mM de NaCl
redujo significativamente el area foliar de los explantos en un 80% (Figura 18), mientras
qgue, a concentraciones salinas superiores el desarrollo foliar se inhibié casi por
completo (Figura 18). En el cultivar Monalisa, el aumento de la salinidad provoco la

disminucion significativa del area foliar de los explantos (Figura 18); los explantos
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expuestos a las menores concentraciones de salinidad, 30 y 60mM, presentaron una
disminucion significativa entre el 60 y el 70% frente a los explantos cultivados sin
salinidad (Figura 18). La mayor reduccion del area foliar, un 82%, se obtuvo con la
concentracion méaxima de NaCl (Figura 18). En el cultivar Kennebec, las
concentraciones de 30 y 60 mM de NaCl no afectaron significativamente al desarrollo
foliar de los explantos sino que incluso se obtuvieron mayores valores un 10 y un 30%
superiores respecto al tratamiento sin salinidad, respectivamente (Figura 18). A
concentraciones salinas de 90 y 120mM el area foliar de los explantos se redujo
significativamente (Figura 18). En el cultivar Red Pontiac los explantos expuestos a la
concentracion minima de salinidad no disminuyeron significativamente su &rea foliar
frente al tratamiento sin salinidad (Figura 18); a la concentracion de 60mM de NaCl, la
reduccion si fue significativa, un 40% menos (Figura 18), mientras que en los medios
con mayor salinidad, 90 y 120mM, la reduccion alcanzo el 64 y 71% respectivamente
(Figura 18; Figura 23).
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Figura 19. Efecto de las concentraciones de NaCl en el medio de cultivo sobre la longitud del sistema
radical de los explantos de los cuatro cultivares de patata. Los resultados corresponden al promedio de 20
explantos.

En el cultivar Agata, la concentracion salina de 30mM permitié incrementar

significativamente un 21% la longitud del sistema radical (Figura 19). Sin embargo, al
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incrementar la salinidad en el medio de cultivo el desarrollo de las raices se inhibio
totalmente. En los cultivares Monalisa y Kennebec las concentraciones de salinidad
ensayadas no afectaron significativamente a la longitud del sistema radical de los
explantos (Figura 19). No obstante, los valores de longitud del sistema radical obtenidos
en el cultivar Monalisa expuestos a todas las concentraciones de NaCl fueron
ligeramente superiores a los del tratamiento control (Figura 19). En el cultivar Red
Pontiac, la adicion de NaCl al medio de cultivo, en cualquiera de las concentraciones
evaluadas, provoco el aumento significativo de la longitud del sistema radical de los
explantos respecto al tratamiento sin salinidad (Figura 19), las concentraciones de 30 y
60mM de NaCl permitieron incrementar la longitud del sistema radical en un 40 y 44%
y las concentraciones de 90 y 120 un 62 y 60%, respectivamente (Figura 19; Figura 23).
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Figura 20. Efecto de las concentraciones de NaCl en el medio de cultivo sobre la cantidad de raices de
los explantos de los cuatro cultivares de patata. Los resultados corresponden al promedio de 20 explantos.

El estrés salino provocado por la exposicion de los explantos a las diferentes
concentraciones de NaCl, provocé la disminucion significativa de la cantidad de las
raices en todos los cultivares evaluados (Figura 20; Figura 23). De nuevo los efectos
fueron diferentes en funcién del cultivar. En los explantos del cultivar Agata, la menor
concentracion salina, 30mM, redujo significativamente en un 56% la cantidad de raices

respecto al tratamiento sin salinidad (Figura 20); concentraciones salinas superiores a
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30mM inhibieron totalmente el desarrollo radical de los explantos (Figura 20). En el
cultivar Monalisa la cantidad de raices se redujo de forma significativa a medida que se
incremento la concentracion salina en el medio de cultivo por encima de 30mM (Figura
20); los tratamientos de 60, 90 y 120mM de NaCl redujeron la cantidad de raices de los
explantos entre el 50 y 80% (Figura 20). Por otra parte, en el cultivar Kennebec la
cantidad de raices se redujo un 34% cuando los explantos se cultivaron en la
concentracion salina de 60mM (Figura 20); a mayores concentraciones salinas en el
medio de cultivo, la cantidad de raices de los explantos se redujo un 40 y 75% (Figura
20). En el cultivar Red Pontiac, la cantidad de raices no presentd disminucion
significativa cuando los explantos se cultivaron a salinidades de hasta 90mM (Figura
20); solo la concentracion maxima de NaCl, 120mM, redujo significativamente la

cantidad de raices, en un 58% (Figura 20; Figura 23).
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Figura 21. Efecto de las concentraciones de NaCl en el medio de cultivo sobre el peso seco de los
explantos de los cuatro cultivares de patata. Los resultados corresponden al promedio de 20 explantos.

En todos los cultivares ensayados el peso seco de los explantos se redujo
significativamente con el aumento de la salinidad (Figura 21; Figura 23). En el cultivar
Agata, la concentracién salina de 30mM redujo significativamente el peso seco de los
explantos, un 40% (Figura 21); a concentraciones salinas superiores, en que el explanto
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apenas se desarrolld, la reduccion fue de aproximadamente un 80%, correspondiente al
peso seco de la seccion nodal inicial (Figura 21).

El peso seco de los explantos del cultivar Monalisa se redujo entre un 57 y 65% cuando
los explantos se cultivaron con las concentraciones de 60, 90 y 120mM de NaCl (Figura
21). En el cultivar Kennebec el aumento de la salinidad también provocé la disminucién
significativa del peso seco de los explantos (Figura 21), sin embargo, éste no vario al ser
cultivado con las concentraciones salinas de 30 y 60mM (Figura 21). Las
concentraciones de 90 y 120mM si redujeron significativamente el peso seco de los
explantos, en un 41 y 48%, respectivamente (Figura 21). En el cultivar Red Pontiac el
peso seco de los explantos se redujo significativamente cuando se desarrollaron en
concentraciones salinas de 60, 90 y 120mM, y alcanzo6 el 48% con la concentracién

salina mas alta (Figura 21; Figura 23).
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Figura 22. Porcentaje de variacion del peso seco debido a las concentraciones de NaCl respecto al control
para cada uno de los cultivares de patata. Los resultados corresponden al promedio de 20 explantos.

En la Figura 22 se presenta el porcentaje de variacion del peso seco de los explantos
causado por los tratamientos de salinidad respecto al control y en funcion del cultivar.
El cultivar Agata mostrd, con diferencia, ser el menos tolerante a la salinidad. El

cultivar Monalisa mostré ser ligeramente mas tolerante que Agata, especialmente a la
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menor concentracion salina evaluada, 30mM. El cultivar Kennebec fue el que mayor

tolerancia al estrés salino presento; en este cultivar, la concentracién de 30mM de NaCl

promovié el desarrollo de los explantos, mientras que la concentracion de 60mM

practicamente no afecté al desarrollo frente al control. Finalmente, el cultivar Red

Pontiac presentd niveles de tolerancia ligeramente superiores a Monalisa a 30mM de

NaCl; a concentraciones superiores la tolerancia de este cultivar fue mayor respecto a

Monalisa y similar a Kennebec a 90 y 120mM de NaCl.
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Figura 23. Desarrollo vegetativo y radical de los explantos de los cuatro cultivares de patata expuestos a
5 concentraciones de NaCl en el medio de cultivo después de cuatro semanas de cultivo.
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5.4. DISCUSION

De forma general, los efectos del estrés salino sobre los cultivares de patata in vitro
observados en este experimento son similares a los reportados por varios autores en
patata y en otras especies vegetales cultivadas in vivo e in vitro. El estrés salino es
conocido por causar efectos adversos sobre el desarrollo de las plantas incluyendo la
disminucion de la longitud de los explantos, el peso de las hojas, la cantidad y nimero
de raices, el peso de raices y el peso seco de los explantos (Elkhatib et al., 2004;
Flowers, 2004; Aghaei et al., 2009; Pour et al., 2010). De forma general en las plantas
glicofitas horticolas el crecimiento se ve severamente afectado cuando son expuestas a
concentraciones salinas superiores a 60 y 70mM de NaCl, lo que equivale
aproximadamente a una conductividad eléctrica (CE) del suelo de 6 y 7dS/m (Katerji, et
al., 2000). Fidalgo, et al. (2004) y Texeira y Pereira (2007) observaron una reduccion de
la altura de la planta, del area foliar y de la tuberizacion en plantas de patata del cultivar
Desirée cultivadas en invernadero y expuestas a concentraciones salinas de 100 y
200mM de NaCl. Por otra parte, Pour, et al. (2010) observaron la inhibicion de
crecimiento y enraizamiento en explantos de varios clones de patata cultivados in vitro
con concentraciones de 25, 50, 75y 100mM de NaCl, variando la respuesta o tolerancia

al estrés salino entre los clones evaluados.

Recientemente, Aghaei et al. (2009) observaron in vitro los efectos negativos de
concentraciones crecientes hasta 120mM de salinidad sobre la longitud, peso fresco y
seco de explantos de los cultivares Kennebec y Concord. En este sentido, los resultados
obtenidos en nuestro experimento con los cuatro cultivares de patata ensayados
coinciden claramente con los efectos negativos de las concentraciones salinas sobre el
desarrollo vegetativo y radical observados por Aghaei et al. (2009). Sin embargo, en
nuestro experimento la tolerancia al estrés salino fue diferente entre los cultivares
evaluados, lo cual posiblemente se debe a las caracteristicas genotipicas propias de cada
uno de los cultivares y de su manifestacion en el ambiente concreto del ensayo o
también puede estar influenciada por la duracion del ciclo de maduracion (Shaterian et
al., 2005).
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Los tratamientos salinos tuvieron mayor incidencia sobre los cultivares Agata y
Monalisa. El peso seco de los explantos del cultivar Agata se redujo significativamente
con un estrés salino de 30mM vy al aumentar la concentracion de NaCl el desarrollo ceso
totalmente. En el cultivar Monalisa el efecto fue similar, a 30mM de NaCl el peso seco
se redujo pero en menor grado que en Agata y a concentraciones salinas mas altas el
desarrollo se redujo significativamente. Mientras, en los cultivares Kennebec y Red
Pontiac el peso seco de los explantos se redujo con el incremento del estres salino, pero
en menor grado que el observado en los cultivares Agata y Monalisa. De ellos el
cultivar Kennebec fue el menos afectado por el estrés salino e incluso algunos de los
parametros analizados mostraron valores medios ligeramente superiores a los de los
explantos control cuando se cultivd con 30mM de NaCl; con 60mM de NaCl este
cultivar practicamente no presento diferencias con el tratamiento sin estrés salino. En
estudios in vitro previos se observo que explantos de los cultivares Kennebec y Concord
alcanzaron un desarrollo vegetativo y radical similar que el control cuando se cultivaron
con 30mM de NaCl; al aumentar la salinidad a 60, 90 y 120mM el desarrollo vegetativo
y radical de ambos cultivares se redujo significativamente pero, esta reduccién fue

menor en el cultivar Kennebec (Aghaei et al., 2008; Aghaei et al., 2009).

Las diferencias tan marcadas en el efecto de la salinidad sobre el peso seco de los
cultivares Agata y Monalisa y los cultivares Kennebec y Red Pontiac, apuntan a que no
existe una relacion de mayor tolerancia al estrés salino dependiente del ciclo de
maduracion de cada cultivar. Sin embargo, Shaterian et al. (2005) demostraron la
diferencia de respuesta al estrés salino entre cultivares de patata de ciclo temprano y
tardio; concluyendo que los cultivares tempranos acumulan el Na* en las hojas como
respuesta al estrés salino y los cultivares mas tardios acumulan el Na* en las raices. Los
cultivares mas tardios desarrollan un sistema radical mayor, lo cual posiblemente
contribuye una absorcion continua de agua y nutrientes y evita, por exclusion, que el
sodio que llegue a las hojas (Shaterian et al., 2005). La exclusion del ion sodio
posiblemente es el mecanismo de respuesta al estrés salino que evita que el sodio llegue
a las hojas y cause su deshidratacion, clorosis y senescencia, fendmeno que es conocido
como tolerancia al estrés salino (Shaterian et al., 2005). En situaciones de estrés salino
es fundamental que la planta tenga la capacidad de mantener un adecuado flujo de agua

interno, lo que permite mantener la transpiracion y el crecimiento (Pour et al., 2010).
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En este sentido, la disminucion o inhibicién completa del desarrollo del sistema radical,
en longitud y cantidad de raices, de los explantos de los cuatro cultivares expuestos al
estrés salino estaria impidiendo la normal absorcidn de agua y nutrientes que seria la

causa del menor desarrollo vegetativo registrado en los explantos.

Los resultados obtenidos muestran los efectos adversos del estrés salino sobre el
desarrollo vegetativo y radical de los explantos, los cultivares tardios fueron
menormente afectados que en los mas tempranos, indicando una mayor tolerancia de los
primeros al estrés salino. Teniendo en cuenta los resultados de los cultivares tardios y
partiendo del hecho que plantas mas tolerantes al estrés salino alcanzan un mayor
desarrollo vegetativo y radical que las menos tolerantes, varios estudios realizados en
tomate, Lycopersicum esculentum, (Hajer et al., 2006), en vinca de Madagascar,
Catharanthus roseus, (Jaleel et al., 2008), en maiz, Zea mays, (Khatoon et al., 2010) y
en algodon, Gossypium hirsutum, (Saleh, 2012), demuestran que el peso seco de las
plantas es uno de los principales indicadores de tolerancia a la salinidad y que permite, a
priori, clasificar cultivares. En este sentido y utilizando el peso seco como indicador de
tolerancia y la duracion del ciclo de maduracion, los resultados de este experimento
sugieren que el cultivar Kennebec es el mas tolerante al estrés salino seguido muy de
cerca por el cultivar Red Pontiac y a mucha mayor distancia por los cultivares Monalisa

y Agata.

Por otra parte, Elhag (1991) demostré la correlacion entre los resultados de tolerancia a
la salinidad obtenidos in vitro con los obtenidos en campo. Al comparar 86 genotipos de
patata, expuestos a concentraciones salinas de 40, 80 y 120mM, la longitud del tallo y
peso fresco disminuyd con el aumento de la concentracion salina tanto en los cultivados
in vitro como los cultivados en campo y comprobando la acumulacion de los iones Na*
y CI” en los tejidos, resultados que concuerdan con los nuestros sobre la efectividad del
sistema in vitro como herramienta Gtil y eficaz para la seleccion de cultivares con

tolerancia a la salinidad y otros factores abidticos.
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5.5. CONCLUSIONES

El estrés salino reduce el desarrollo vegetativo y radical de los explantos de los

cuatro cultivares ensayados.

El desarrollo vegetativo y radical de los explantos de los cultivares més

tempranos, Agata y Monalisa, se ve muy afectado por el estrés salino.
El desarrollo vegetativo y radical de los explantos de los cultivares més tardios,
Kennebec y Red Pontiac se ve menos afectado por el estrés salino respecto a

Agata y Monalisa, mostrando que son tolerantes a un cierto nivel de salinidad.

El cultivar semi tardio Kennebec es el més tolerante al estrés salino.
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6.1. INTRODUCCION

La salinidad de los suelos constituye uno de los principales factores actualmente
limitantes de la produccion agricola, afectando extensas areas en regiones aridas y
semiaridas del mundo (FAO, 2014). Ante la eminente disminucion de las areas
agricolas provocada por el crecimiento exponencial de la poblacion mundial y la
limitacion del uso de agua dulce en la agricultura, se hace necesario continuar en la
busqueda de técnicas para obtener y seleccionar cultivares tolerantes a la salinidad que
puedan producir en suelos salinos, ser regados con agua que contenga sales sin que su
produccion se vea comprometida. El cultivo in vitro ha sido ampliamente utilizado para
la propagacion a gran escala y la mejora de especies vegetales, entre otros, ha permitido
investigar y mejorar el cultivo de patata; esta técnica permite controlar las condiciones
ambientales y nutricionales de los explantos, facilita la obtencion de plantas libres de
virus, la conservacion e intercambio de germoplasma, y permite realizar procesos de
organogénesis, variacion somaclonal, y manipulacion genética (Donnelly et al., 2003;
Elkhatib et al., 2004; Munns y Tester, 2008).

Altas concentraciones salinas incrementan los niveles de hormonas vegetales en las
plantas como el ABA, las citoquininas, o los jasmonatos, entre otras (Parida y Das,
2005). ElI metil jasmonato y su é&cido libre, el &cido jasmonico, colectivamente
denominados jasmonatos, son importantes reguladores relacionados con diversos
procesos de desarrollo, como la germinacion de semillas, el crecimiento radical, la
maduracion y senescencia de los frutos (Creelman y Mullet, 1997; Rao et al., 2000;
Wasternack y Hause, 2002); también incrementan la tasa de tuberizacion en explantos
de patata in vitro (Pelacho y Mingo-Castel, 1991), el desarrollo vegetativo de explantos
de patata (Ravnikar et al., 1992), favorecen el aumento de la cantidad de raices y el peso
del sistema radical (Martinez, 1996), y también la formacion de raices adventicias
(Zhang et al., 1982; Yoon et al., 2009).
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Ademas, los jasmonatos activan mecanismos de defensa de los vegetales en respuesta a
estreses medioambientales como sequia, baja temperatura y salinidad (Wasternack,
2007).

En tomate, Lycopersicum esculentum cv. Pera, cultivar tolerante a la salinidad, los
niveles enddgenos de jasmonatos fueron mayores que los observados en el cultivar
menos tolerante HF (Pedranzani et al., 2003). Sin embargo, en el cultivar Pera, los
niveles enddgenos de jasmonatos disminuyeron después de 6 horas de exposicion al
estrés salino y a las 72 horas los niveles de jasmonatos se equipararon a los del
tratamiento control; indicando asi que estos compuestos estan involucrados en la
percepcion de este estrés abidtico (Pedranzani et al., 2003). EI metil jasmonato ha sido
identificado como un regulador que media entre diversos procesos de desarrollo de la
planta que se desencadenan como respuesta de defensa ante condiciones de estrés
bidtico y abidtico. Su aplicacion exdgena produce efectos variados sobre las plantas,
algunos semejantes a los producidos por el acido abscisico (ABA), entre ellos la
disminucion de la elongacion de las raices, la inhibicion de la germinacion, la
biosintesis de etileno, la senescencia y abscision de hojas y el cierre de estomas (Abdala
et al., 2003; GOmez, 2005; Acosta y Farmer, 2010). El metil jasmonato es un compuesto
volatil que también participa en la comunicacion inter-plantas (Cheong y Choi, 2003).
Estudios recientes han demostrado que el &cido jasmonico también esta relacionado con
las respuestas al estrés, ya que sus niveles incrementan en respuesta a estimulos
externos como heridas, dafios mecanicos, ataque de patdgenos y estrés osmatico
(Cheong y Choi, 2003; Yoon et al., 2009; Rai et al., 2011).

El conocimiento de los efectos de la aplicacion exdgena de metil jasmonato en las
plantas es aun limitado y se ha relacionado repetidamente con diferentes situaciones de
estrés, tales como el estrés hidrico, el ataque por patdgenos y herbivoros; sin embargo,
existe poca informacion que lo relacione con la tolerancia a la salinidad, bien sea en

plantas enteras o en sistemas de cultivo in vitro.
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Algunos estudios demuestran el efecto de los jasmonatos sobre el aumento de la
tolerancia al estrés salino de las plantas, potenciando procesos fisioldgicos, bioquimicos
y moleculares relacionados (Pedranzani et al., 2003; Kang et al., 2005; Yoon et al.,
2009). El objetivo principal de esta investigacion es determinar el posible efecto
protector del metil jasmonato en cuatro cultivares de patata de diferente ciclo de

maduracion, frente al estrés salino.
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6.2. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de este ensayo se utilizé la metodologia descrita en el capitulo 3 de
esta Tesis Doctoral, variando Unicamente en la adicion de las concentraciones de NaCl y
MeJa. Un total de 20 secciones nodales de los cultivares, Agata, Monalisa, Kennebec y
Red Pontiac se cultivaron en medio MS con 3% sacarosa, pH ajustado a 5,7-5,8; al cual
se adicion6 0, 10, 50, 250 y 1250nM de MelJa y las 5 concentraciones de NaCl 0, 30, 60,
90 y 120mM. El disefio del experimento fue completamente aleatorizado en gradillas

plasticas.

La evaluacion del posible efecto protector del Mela frente al estrés salino se realizd
analizando el desarrollo vegetativo y radical de los 20 explantos de cada tratamiento y

registrando las siguientes variables al final de cuatro semanas de cultivo:

La longitud de explanto y del sistema radical se registrd utilizando una regla
milimétrica. La cantidad de raices, se determin6 de forma visual en base a una escala
establecida de 0 a 4 de acuerdo al numero de raices: 0 = ninguna, 1= 1-3 raices, 2= 4-6
raices, 3= 7-10 raices y 4= mas de 10 raices. El peso fresco y seco de los explantos
(incluye raiz - tallo - hojas) y el peso seco de hojas y raices, se registraron utilizando
una balanza de precisién de 1+0,1mg. EIl area foliar de los explantos, se determind
utilizando el medidor de &rea foliar (nm? AM-100 ADC.

El analisis estadistico se realiz6 por separado para cada cultivar y nivel de salinidad,
determinando con ello el efecto de las aplicaciones de MeJa sobre cada uno de los
parametros analizados mediante un ANOVA. En su caso la separacion de medias se

obtuvo empleando el test de Tukey (p<0,05) del paquete estadistico SAS version 9.
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6.3. RESULTADOS
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Figura 24. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre la longitud de los
explantos de los cuatro cultivares de patata cultivados en concentraciones crecientes de salinidad.
Resultados corresponden a la media de 20 explantos.

En el cultivar Agata la aplicacion exdgena de 10, 50 y 250nM de Mela incrementd
significativamente la longitud de los explantos cuando estos se desarrollaron en
ausencia de estrés salino (Figura 24). En los explantos expuestos a estrés salino de
30mM de NaCl no se observé efecto significativo del MeJa sobre la longitud de los
explantos, si bien se manifiesta una ligera tendencia a incrementar esta variable
conforme se incrementa la concentracion de MeJa. Aungue el aporte de 60mM de NaCl
apenas permite el crecimiento de los explantos, el MeJa mantiene un efecto similar, de
forma que la concentracion de 250nM incrementé significativamente la longitud de los
explantos respecto al control sin MeJa. Al incrementar el estrés salino a 90 y 120mM el
desarrollo de los explantos practicamente cesa y no se observo efecto alguno del MeJa
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sobre esta variable (Figura 24). En el cultivar Monalisa la aplicacion de MeJa tuvo un
efecto semejante al del cultivar Agata aunque mas marcado e incrementando
significativamente la longitud de los explantos cultivados en presencia 0 no de estrés
salino. En ausencia de estrés salino la aplicacion exogena de Mela 50, 250 y 1250nM
incremento significativamente la longitud de los explantos. Un efecto similar se observd
cuando los explantos fueron expuestos a un estrés salino de 30 y 60mM: la aplicacion
de MelJa entre 50 y 1250mM favorecié la elongacion de los explantos. A
concentraciones salinas de 90mM la aplicacion de MeJa no present6 diferencias con el
control. No obstante, la concentracion de 250nM de MeJa incrementd
significativamente la longitud de los explantos respecto al control sin MeJa cuando

estos se cultivaron con 120mM de NaCl (Figura 24).

En el cultivar Kennebec, la aplicacion exdgena de Mela incrementd la longitud de los
explantos cultivados en ausencia de estrés salino, efecto que también se observé en los
explantos cultivados en condiciones de estrés salino. En general, los explantos
cultivados con las concentraciones de 50, 250 y 1250nM de MeJa presentaron una
mayor longitud respecto al control sin MeJa y en todas las concentraciones salinas
evaluadas (Figura 24). En el cultivar Red Pontiac la longitud de los explantos aumento
con la adicion de 10 y 50nM de MeJa cuando los explantos fueron cultivados con 0, 30
y 90mM de NaCl. En las concentraciones de 60 y 120mM no se observaron diferencias
significativas respecto al control pero, en el caso de 60mM de NaCl se observé una
ligera tendencia a aumentar la longitud de los explantos con la adicion de 50 y 1250nM
de MeJa (Figura 24). El aumento de la longitud de los explantos del cultivar Red
Pontiac cultivados con MeJa fue proporcionalmente menor que los observados en los

otros tres cultivares evaluados (Figura 24).
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Figura 25. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre el peso fresco de los
explantos de los cuatro cultivares de patata cultivados en concentraciones crecientes de salinidad.
Resultados corresponden a la media de 20 explantos.

En el cultivar Agata el peso fresco de los explantos se incrementd con la aplicacion
exogena de MeJa en ausencia de estrés salino. Al incrementar la concentracion salina a
30mM no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo
si se observo una tendencia a incrementar con el aumento de la concentracion de MeJa
en el medio de cultivo. En este cultivar, las concentraciones salinas superiores a 30mM
afectaron drasticamente el desarrollo de los explantos, aun asi, las concentraciones entre
50 y 1250nM de MeJa incrementaron el peso fresco de los explantos cultivados con un
estrés salino de 60 y 120mM (Figura 25).
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En el caso de Monalisa, cultivar clasificado como ligeramente méas tolerante a la
salinidad en el capitulo 5 de esta Tesis Doctoral, la aplicacion exdgena de Mela
incremento significativamente el peso fresco de los explantos cuando estos se cultivaron
con y sin estrés salino. En ausencia de estrés salino el peso fresco aumento
significativamente respecto al control con la adicion de 50, 250 y 1250nM de MeJa.

En condiciones de estrés salino moderado, 30mM, la aplicacion exdgena de Mela a
concentraciones de 250 y 1250nM incremento significativamente el peso fresco de los
explantos. Al incrementar la salinidad a 60mM el peso fresco de los explantos aumento
significativamente con las concentraciones superiores a 10nM de MeJa. El peso fresco
de los explantos, expuestos a 90mM de salinidad, aument6 significativamente con la
concentracion de 50nM de MeJa, mientras que con la concentracion mas alta de
salinidad las concentraciones de 250 y 1250nM también incrementaron
significativamente el peso fresco de los explantos (Figura 25). En el cultivar Kennebec
las concentraciones de MelJa de 50nM o superiores aumentaron el peso fresco de los
explantos cultivados en todas las concentraciones de NaCl ensayadas (Figura 25). En el
cultivar Red Pontiac la aplicacion exdgena de MeJa incremento el peso fresco de los
explantos expuestos a concentraciones salinas de 0 a 90mM mientras que con la
méaxima concentracion salina utilizada no se observaron diferencias entre las
concentraciones de MelJa evaluadas (Figura 25). En ausencia de estrés salino el aporte
de MeJa a partir de 50nM incremento significativamente el peso fresco de los explantos
y en los explantos expuestos a un estrés salino de 30mM este aumento se observo

también a partir de la concentracion minima de MeJa ensayada.
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Figura 26. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre el area foliar de los
explantos de los cuatro cultivares de patata cultivados en concentraciones crecientes de salinidad.
Resultados corresponden a la media de 20 explantos.

El &rea foliar de los explantos expuestos al estrés salino, en la mayoria de los casos
aumento con la aplicacion exdgena de MeJa. En el cultivar Agata sin salinidad no se
encontraron diferencias significativas por el aporte de MelJa, aunque varias de las
concentraciones produjeron valores superiores; en cambio cuando los explantos se
cultivaron con un estrés salino de 30mM, el area foliar si aumento y significativamente
con la concentracion de 1250nM de MeJa (Figura 26). En el cultivar Monalisa se
observd un efecto similar al de Agata, el area foliar de los explantos fue mayor con la
aplicacion practicamente de cualquiera de las concentraciones de MelJa, aunque en la
mayoria de los casos la mayor area foliar se obtuvo con la maxima concentracion de
MeJa y las diferencias en muchos casos no se pudo demostrar que fueran significativas
(Figura 26).
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En el cultivar Kennebec la aplicacion de 10nM de MeJa redujo el area foliar de los
explantos cuando estos se cultivaron con 0, 30 y 60mM de NaCl. No obstante, las
concentraciones entre 50 y 250nM de MeJa permitieron mantener valores del area foliar
similares al control; en los explantos expuestos a 0, 30 y 120mM de salinidad la
concentracion maxima de MelJa, 1250nM, permitié alcanzar la mayor &rea foliar. Al
incrementar el estrés salino a 90 y 120mM las concentraciones de MeJa superiores a
10nM incrementaron el area foliar de los explantos (Figura 26). En el cultivar Red
Pontiac el area foliar de los explantos aumento con la adicion de MeJa; en los cultivados
sin salinidad el &rea foliar aumentd significativamente con las concentraciones de 50 y
1250nM de MeJa. Al incrementar la salinidad a 30mM, el area foliar incrementé con
todas las concentraciones de Mela; este incremento fue significativo con las
concentraciones de 10 y 1250nM. El area foliar de los explantos expuestos a una
salinidad de 60mM incrementd significativamente con la concentracion de 1250nM de
MelJa, un efecto similar se observd en los explantos expuestos a 90mM de NaCl donde
las concentraciones de 250 y 1250nM de MelJa incrementaron significativamente el area
foliar de los explantos (Figura 26). Es importante destacar que la variacion natural del
tamafio de las hojas debido al estrés salino hace mas dificil identificar diferencias

significativas entre los tratamientos ensayados.
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Figura 27. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre el peso seco de las hojas
de los explantos de los cuatro cultivares de patata cultivados en concentraciones crecientes de salinidad.
Resultados corresponden a la media de 20 explantos.

El peso seco de las hojas de los explantos de los cuatro cultivares presentd un efecto
semejante al observado en la variable de area foliar. De esta forma se puede afirmar que
las concentraciones de MeJa promueven el aumento del &rea foliar, respuesta que
mostrd ser independiente de la concentracion salina (Figura 27). Por otra parte, en el
peso seco de los tallos de los cuatro cultivares, ver anejos (Figura 33) también se
observd que el estrés salino redujo el peso seco de los tallos, mientras que las
concentraciones de MeJa, en la mayoria de los casos incrementaron el peso seco de los
tallos especialmente cuando el desarrollo vegetativo y radical de los explantos no fue
afectado por el estrés salino; al incrementar la salinidad el desarrollo de los explantos se
redujo pero la adicién de MeJa al medio de cultivo permitio incrementar ligeramente el

peso seco de los tallos y en algunos casos de forma significativa.
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Figura 28. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre la longitud del sistema
radical de los explantos de los cuatro cultivares de patata cultivados en concentraciones crecientes de
salinidad. Resultados corresponden a la media de 20 explantos.

De forma general se observo que la adicion de MeJa al medio de cultivo disminuyd la
longitud del sistema radical de los explantos de los cultivares Agata, Monalisa y
Kennebec cultivados en ausencia o presencia del estrés salino, mientras que en el
cultivar Red Pontiac la concentracion de MeJa de 10nM aumentd significativamente la
longitud del sistema radical cuando los explantos se desarrollaron con o sin estrés salino
(Figura 28). En todos los cultivares evaluados la concentracion de 1250nM de MeJa fue
la que redujo en mayor grado la longitud del sistema radical en las concentraciones
salinas evaluadas de 30, 60, 90 y 120mM (Figura 28).
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Figura 29. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre la cantidad de raices de
los explantos de los cuatro cultivares de patata cultivados en concentraciones crecientes de salinidad.
Resultados corresponden a la media de 20 explantos.

De forma contraria a la longitud del sistema radical, la cantidad de raices de los
explantos de los cuatro cultivares aumentd con las concentraciones de Mela, en la
mayoria de los casos de forma significativa respecto al control (Figura 29). En el
cultivar Agata sin salinidad, todas las concentraciones de MelJa incrementaron la
cantidad de raices; sin embargo, en los explantos cultivados con 30mM de NaCl, fueron
solo las concentraciones de 250 y 1250nM de MeJa las que aumentaron la cantidad de
raices, de forma que con la concentracion maxima de MeJa y 30mM de NaCl la
cantidad de raices fue similar a la del control cultivado en ausencia de salinidad y de
MeJa (Figura 29). También en el cultivar Monalisa cultivado sin estrés salino, todas las
concentraciones de MelJa aumentaron significativamente la cantidad de raices; al
incrementar la salinidad a 30 y 60mM se observd que la cantidad de raices aumento6 con
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la adicién de las concentraciones de Mela incluso superando al control cultivado sin
salinidad y sin MeJa (Figura 29).

En el cultivar Kennebec la cantidad de raices de los explantos aumentd
significativamente con la adicion de 50 y 1250nM de MeJa en el medio de cultivo sin
salinidad (Figura 29). Efecto similar se observd también en los explantos expuestos a 30
y 60mM de NaCl donde las concentraciones de MelJa superiores a 50nM aumentaron
significativamente la cantidad de raices y en el caso de 60mM de NaCl presentando
valores similares a la de los explantos cultivados sin estrés y sin MeJa. La cantidad de
raices de los explantos expuestos a una salinidad de 90mM aumentd con las
concentraciones de hasta 250nM de MeJa; la concentracion maxima de MelJa evaluada
redujo la cantidad de raices respecto al control sin MeJa. En los explantos expuestos a la
concentracion salina maxima las concentraciones de MeJa evaluadas también
incrementaron la cantidad de raices (Figura 29). En el cultivar Red Pontiac la cantidad
de raices aumento con las concentraciones de MelJa en todas las concentraciones salinas
ensayadas (Figura 29). En los explantos cultivados en ausencia de salinidad y en los
cultivados con 30 y 60mM de NaCl las concentraciones de MeJa tienden a aumentar
progresivamente la cantidad de raices, no obstante, este aumento fue superior con las
concentraciones de 250 y 1250nM de MelJa. A concentraciones salinas mayores, 90 y
120mM el efecto fue similar pero en menor grado y sin presentar diferencias
significativas. Cabe destacar que los explantos expuestos a un estrés salino de 90mM y
con 50, 250 y 1250nM de MelJa presentaron una cantidad de raices similar o incluso

algo superior al control sin NaCl ni MelJa (Figura 29).
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Figura 30. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre el peso seco de raices
(mg) de los explantos de los cuatro cultivares de patata cultivados en concentraciones crecientes de
salinidad. Resultados corresponden a la media de 20 explantos.

El peso seco de las raices esta directamente relacionado con la masa radical total de los
explantos, por lo cual es dependiente de la longitud del sistema radical, que tiende a
reducirse por efecto del MeJa y de la cantidad de raices que por el contrario tiende a
aumentar por efecto del MeJa. Los resultados obtenidos demuestran que la adicion de
MeJa en el medio de cultivo incrementa el peso seco de las raices de los cuatro
cultivares evaluados (Figura 30). En el caso del cultivar Agata cultivado en ausencia de
estrés salino el peso seco de las raices aumentd significativamente con las
concentraciones de 10, 50 y 1250nM. En este mismo cultivar pero expuesto a un estrés
salino de 30mM no se observaron diferencias significativas entre las concentraciones de
MeJa pero la tendencia observada fue que al aumentar la concentracion de MeJa el peso

seco de las raices aumenta progresivamente (Figura 30).
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A concentraciones salinas mayores de 30mM el desarrollo radical de los explantos se
inhibié completamente (Figura 30). Sin embargo, en el cultivar Monalisa cultivado sin
NaCl el peso seco de las raices no presentd diferencias significativas entre las
concentraciones de MeJa evaluadas (Figura 30); al incrementar la concentracion salina a
30 y 60mM de NaCl el peso seco de las raices aumentd con las concentraciones de
MelJa, 250 y 1250nM (Figura 30). En las concentraciones de 90 y 120mM de NaCl no
se observaron diferencias en el peso seco de las raices entre las concentraciones de
MeJa, no obstante, a 120mM de NaCl se observd que el peso seco de las raices era

siempre superior en todos los tratamientos con MeJa que en el control (Figura 30).

En el cultivar Kennebec el peso seco de las raices se redujo significativamente con la
concentracion mas baja de MelJa, sin embargo, a mayor concentracion de MeJa el peso
seco de las raices aumentd y en varios casos de forma significativa (Figura 30). La
concentracion de 1250nM de MeJa fue la que permitié alcanzar el mayor incremento en
el peso de las raices en todas las concentraciones salinas evaluadas y con valores
superiores al del control cultivado en ausencia de NaCl y MelJa (Figura 30). En Red
Pontiac el peso seco de las raices aumentd progresivamente con la concentracion de
MelJa del medio de cultivo sin salinidad; este efecto también se observé cuando los
explantos se cultivaron con 30 y 60mM de NaCl, los cuales llegaron a superar el valor
del control cultivado sin salinidad y sin MeJa. En las concentraciones salinas superiores,
90 y 120mM, también se observd el mismo efecto del Mela sobre el peso de raices,
pero éste fue en menor grado debido al general efecto inhibidor de la salinidad sobre el

desarrollo de los explantos (Figura 30).
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Figura 31. Variacién del porcentaje del peso seco de los explantos de los cuatro cultivares de patata
cultivados con 4 concentraciones de MeJa y expuestos a concentraciones de NaCl respecto tratamiento
sin MeJa. Resultados corresponden al promedio de 20 explantos.

El peso seco de los explantos, que incluye raices, tallos y hojas (ver anejos) mostro el
mismo efecto que el observado en el analisis del peso fresco total de los explantos. Al
realizar el andlisis de la variacion del porcentaje del peso seco para cada concentracion
salina respecto al control sin MelJa se observd que la aplicacion exogena de las
concentraciones de MeJa incrementd el porcentaje de peso seco de los explantos de los
cultivares Agata, Monalisa y Red Pontiac expuestos a todas las concentraciones salinas
ensayadas. EIl incremento del peso seco fue generalmente mayor cuanto mayor fue el
aporte de MeJa al medio de cultivo hasta un aporte de 60mM de NaCl, notandose que a
condiciones de estrés salino de 90 y 120mM el efecto disminuye, incluso drasticamente
en el cultivar Monalisa, pero la variacion del porcentaje del peso seco es siempre

superior al control sin MeJa (Figura 31).
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Por otra parte, en los explantos del cultivar Kennebec el peso seco de los explantos se
redujo respecto al control cuando estuvieron expuestos a 0, 30 y 60mM de NaCl y
10nM de MeJa (Figura 31); al incrementar la concentracion de Mela por encima de
10nM el peso seco aumentd en todas las concentraciones de NaCl evaluadas. En este
cultivar la variacion del porcentaje del peso seco de los explantos expuestos a
concentraciones salinas de 90 y 120mM fue superior al observado en el resto de los
cultivares, que expuestos a estas concentraciones de NaCl siempre disminuyo (Figura
31).
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6.4.-DISCUSION

El cultivo de la patata es de gran importancia economica en la mayoria de paises de
mundo, principalmente debido a su contribucion a la alimentacion humana. La
producciédn del tubérculo se ve limitada especialmente en las zonas aridas y semiaridas
del planeta donde la salinidad es el factor limitante para la produccion agricola
(Frusciante et al., 1999; Ashraf y Harris, 2004; Kim et al., 2008; FAO, 2014). La
salinidad, sea causada por el contenido de sales en el suelo, por la irrigacion con agua
salina o por el uso excesivo de fertilizantes en la agricultura, es un factor limitante para
la produccion de los cultivos y puede llegar a provocar pérdidas en las cosechas
superiores al 50% (Thakur et al., 2010; Mantri et al., 2012; Ahmad et al., 2012). No
obstante, el efecto negativo de la salinidad, causada por la acumulacion de iones Na* o
por el estrés osmotico, sobre la fisiologia de las plantas de patata es ain poco conocido,
por lo cual se requiere profundizar en el conocimiento y buscar soluciones que permitan
mitigar el estrés salino en este importante cultivo (Zhang y Donnelly, 1997; Backhausen
et al., 2005; Shaterian et al., 2005 Aghaei et al., 2009).

Las plantas a lo largo del tiempo han evolucionado y han desarrollado diferentes
mecanismos de defensa que les permiten hacer frente a situaciones de estrés (Fedina y
Tsonev, 1997; Pozo et al., 2005; Wang et al., 2007; Yoon et al., 2009). Entre los
mecanismos de defensa que poseen se encuentra la producciéon y acumulacion de
metabolitos secundarios (fenoles, fitoalexinas), la absorcion, el transporte, la
acumulacion y la exclusion de iones perjudiciales asociados a la salinidad (Na®), la
produccion y acumulacion de compuestos osmoreguladores, como la prolina, el
incremento de la actividad antioxidante (enzimas antioxidantes) y la regulacion de la
actividad fotosintética (apertura y cierre estomatico), los cuales permiten mitigar en
mayor o menor grado el estrés osmético provocado por la salinidad (Martins et al.,
2010; Del Amor y Cuadra-Crespo, 2010).

La activacién de los mecanismos de defensa en las plantas, de forma natural, se produce
exclusivamente en presencia del estrés. Sin embargo, se ha demostrado que pueden
activarse los mecanismos de defensa mediante la aplicacion exdgena de compuestos
denominados inductores o activadores, como el acido jasmonico, el metil jasmonato, el

acido salicilico, los brasinosteroides, los polisacaridos o las poliaminas, entre otros.

131



6. Posible efecto protector MelJa a la salinidad: DISCUSION

Estos compuestos han demostrado tener la capacidad de inducir o activar las respuestas
de defensa de las plantas ante situaciones de estrés bidtico, abidtico o ambas (Fits y
Memelink, 2000; Parida y Das, 2005; Hoque et al., 2007; Aghaei et al., 2009; Ahmad et
al., 2010, 2012; Azzedine et al. 2011; Hasanuzzaman et al., 2011a, b; Hossain et al.,
2011; Podr et al., 2011). Sin embargo, es importante tener en cuenta que estas
respuestas de defensa son Unicas y dependientes del genotipo de cada especie vegetal,
incluso se han encontrado diferencias de respuesta entre cultivares (Chen et al., 1995;
Robert-Seilaniantz et al., 2011). En este sentido, estudios previos demuestran que las
aplicaciones exdgenas de compuestos activadores de las defensas de las plantas, en
concreto del MeJa, permiten mitigar los efectos negativos en las plantas expuestas a
situaciones de estrés bidtico y/o abidtico (Metodiev et al., 1996; Fedina y Tsonev, 1997;
Walia et al., 2007; Sekmen et al., 2007; Aghaei et al., 2009; Del Amor y Cuadra-
Crespo, 2010).

Otra de las respuestas que poseen las plantas ante el estrés salino es la seleccion en la
absorcion, traslocacion y acumulacion del ion Na* en sus tejidos. En este sentido, la
tolerancia al estrés salino podria estar relacionada con la capacidad de absorcion de los
iones Na™ y K* por parte de las raices. El ion Na" compite con el K* por ingresar en la
planta debido a que ambos cationes utilizan las mismas proteinas para ser transportados
(Backhausen et al., 2005; Dionisio-Sese y Tobita, 2007; Aghaei, 2009). Bajo
condiciones de estrés salino las concentraciones de K* disminuyen y las de Na*
aumentan en raices y tallos (Dionisio-Sese y Tobita, 2007). Los cultivares tolerantes
tienen la capacidad de inmovilizar el Na™ a nivel de vacuola o bien excluir este ion y asi
alcanzar un mayor desarrollo vegetativo y radical respecto a los cultivares sensibles
(Rahnama y Ebrahimzadeh, 2004). No obstante, Aghaei et al. (2009) observaron en
patata que las concentraciones endogenas de K* y Na* fueron similares en el cultivar
tolerante Kennebec y en el sensible Concord cultivados in vitro, sugiriendo asi que las
concentraciones endogenas de Na* y K* no determinan si un cultivar es mas o menos
tolerante a la salinidad. Debido a la importancia del ion K* para los procesos
fisiolégicos, como la sintesis de proteinas, la activacion enzimatica, la sintesis del ATP,
el ajuste osmético y el transporte de azlcares, si no existiese absorcion del ion K* los
cultivares tolerantes no lograrian un desarrollo vegetativo y radical superior a los

cultivares sensibles.
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Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, sugieren que la tolerancia al estrés
salino observada en los cultivares Kennebec y Red Pontiac posiblemente se debe a la
capacidad innata de estos cultivares de inmovilizar o bien excluir el ion Na* de forma
mas eficiente que los cultivares menos tolerantes Agata y Monalisa, respuesta que en
base a nuestros resultados puede estar mediada por el MeJa. Del Amor y Cuadra-Crespo
(2010) demostraron en brocoli, Brassica oleracea, cultivado en condiciones controladas
y expuesto a un estrés salino de 40mM de NacCl, que la aplicacion exdgena de 5mM de
MelJa, concentracion mucho mas alta que las utilizadas en esta Tesis Doctoral, redujo
significativamente los efectos negativos del estrés salino, encontrando también una
menor absorcion y acumulacion del ion Na* en las hojas de plantas; sin embargo este
efecto del MeJa no fue significativo cuando las plantas fueron expuestas a un nivel muy
superior de salinidad, 120mM. Asi mismo, plantas de cebada, Hordeum vulgare,
pretratadas con acido jasménico, 12uM, presentaron una menor concentracion de Na®
en las hojas respecto al control, sugiriendo asi que la exclusion del ion Na* puede estar

iniciada o potenciada por la aplicacion exdgena de MeJa (Walia et al., 2007).

Por otra parte, en arroz, Oryza sativa, expuestos a un estres salino de 80mM de NaCl se
observd que los cultivares sensibles acumularon mayor cantidad de Na’ que los
tolerantes; indicando que el sodio es mas rapidamente transportado desde las raices
hacia los tallos en los cultivares sensibles que en los tolerantes (Kang et al., 2005). En
las plantas glicofitas, la menor tolerancia a la salinidad esta asociada a la incapacidad de
eliminar o expulsar el Na* del citoplasma para proteger los procesos metabdlicos (Parks
et al., 2002). En este sentido, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral apoyan a
los observados por Kang et al. (2005) respecto al papel protector de los jasmonatos

aplicados de forma exogena frente al estrés salino y en concreto el MeJa.

La induccion y acumulacion de compuestos osmoprotectores es otro de los mecanismos
de defensa de las plantas para hacer frente a situaciones de estrés, especialmente
aquellas relacionadas con el estrés osmatico. Este mecanismo esta relacionado con el
aminoacido prolina, el cual esta involucrado en el ajuste osmotico entre el citoplasma y
la vacuola (Sharp et al., 1988; Jyothsnakumari y Sudhakar 2003; Ali et al., 2007). Otras
hipdtesis sugieren que la prolina actia como agente protector de las enzimas y
estructuras intracelulares, actuando como un secuestrador de radicales libres o como

compuesto de almacenamiento de carbono y nitrégeno para recuperar rapidamente los
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tejidos del estrés (Ehsanpour y Fatahian, 2003). La acumulacion de prolina ha sido
observada en manzano, cerezo, banano y en hojas de colza expuestos al estrés salino
(Huguet et al., 2003; Sotiropoulos 2007; Sivritepe et al., 2008; Mahmood, et al., 2012).
El incremento en la actividad antioxidante también es un mecanismo de defensa que
permite disminuir la acumulacién de radicales libres toxicos para la planta; es otra de las
vias por la que las plantas muestran una mayor o menor tolerancia a situaciones de
estrés. Este mecanismo esta mediado por enzimas como la catalasa, la peroxidasa o la
superdxido dismutasa, las cuales poseen la capacidad de degradar los compuestos
toxicos mediante la regulacion de los niveles de peréxido de hidrégeno en las plantas
(Aghaei et al., 2009).

Aghaei et al. (2009), observaron en la parte aérea de explantos cultivados in vitro del
cultivar de patata Concord, sensible a la salinidad que la actividad de estas enzimas se
redujo significativamente con el incremento de la salinidad hasta 90mM. No obstante,
en las raices de estos explantos una salinidad de 60mM aumento la actividad de estas
enzimas, y que descendieron a niveles equivalentes al de las raices de los explantos
control cuando la salinidad era mayor a 90mM de NaCl. De forma contraria, la
actividad de la catalasa en tallos del cultivar tolerante a la salinidad Kennebec, no varié
cuando se expuso a una concentracion salina de 60mM. Al aumentar el estrés salino a
90mM la actividad de esta enzima se redujo significativamente respecto al control. En
raices la variacion de esta enzima fue semejante a la del cultivar Concord. Resultados
similares han sido publicados para remolacha, Beta vulgaris, y para arroz, Oryza sativa
(Sekmen et al., 2007).

Adicionalmente, varios estudios demuestran el papel del MeJa como activador o
inductor de respuestas de defensa frente el estrés salino, especialmente los relacionados
con el aumento de la tasa fotosintética. La reduccion de la tasa fotosintética es uno de
los efectos fisioldgicos negativos de la salinidad provocado basicamente por el cierre
estomatico (Wingler et al., 2000). En este sentido, Walia et al. (2007) demostraron que
un pre tratamiento con 12uM de JA aumento la conductancia estomatica en plantas de
cebada, Hordeum vulgare, expuestas a 40mM de NaCl. Fedina y Tsonev (1997)
observaron un efecto similar en plantas de guisante, Pisum sativum, pre-tratadas con
100mM de MelJa y expuestas a 30mM de NaCl. Sin embargo, el efecto del JA sobre la

conductancia estomatica es dependiente de la dosis y del tiempo de exposicién al acido
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jasmonico (Metodiev et al., 1996). Por otra parte, se ha demostrado que la aplicacion
exdgena de MeJa, 12uM, indujo en hasta siete veces la expresion de genes relacionados
con la Rubisco activasa y con la carbon anhidrasa respecto a las plantas control. La
Rubisco activasa es importante para mantener una adecuada tasa fotosintética bajo
situaciones de estrés salino, mientras que la expresion de la carb6n anhidrasa actia con
efecto “priming”, es decir, incrementando los niveles de las proteinas quinasas MAPK’s
que permiten a la planta responder més rapido y con mayor fuerza ante una situacion de
estrés salino (Walia et al., 2007). En este mismo sentido, estos autores identificaron que
la expresion de genes como los de la arginina decarboxilasa y de la apoplasto invertasa
esta directamente asociada a la tolerancia a la salinidad y su expresion es mayor después

de la aplicacion de JA.

Nuestros resultados obtenidos in vitro, en los cuatro cultivares de patata expuestos a
diferentes concentraciones de estrés salino, demuestran que la aplicacion exdgena de
MeJa permite reducir los efectos negativos del estrés salino en el desarrollo de los
explantos. La adicion de MeJa 10, 50, 250 y 1250nM al medio de cultivo en
combinacion con los diferentes niveles de salinidad evaluados, 30, 60, 90 y 120mM,
permitié que los explantos de los cuatro cultivares incrementaran su longitud, peso
fresco, area foliar, peso seco y cantidad y peso de raices. Estos resultados confirman
estudios previos que demuestran que la aplicacion exdgena de MeJa permite minimizar
los efectos del estrés abidtico, en este caso el salino. Kang et al. (2005) observaron que
la aplicacion exdgena de 30uM de JA increment6 el desarrollo vegetativo (peso seco)
de arroz Oriza sativa, expuesto a 40mM de NaCl; adicionalmente, observaron que los
cultivares mas tolerantes presentaron un mayor desarrollo y acumulacién de JA que los
sensibles. En banano, Musa accuminata, la aplicacion exdgena de Mela a
concentraciones entre 5 y 160uM permiti6 incrementar la tasa de proliferacion, el vigor,
el peso fresco, el contenido de agua, el contenido de prolina y reducir la perdida de agua
por hoja de los explantos expuestos a un estrés osmatico de 30g/l de poli etilenglicol
(PEG); por otra parte, si se cultivaban en ausencia de estrés osmotico y con 40uM de

MeJa el desarrollo era mayor que en los explantos control (Mahmood et al., 2012).
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En el cultivar Agata, sensible a la salinidad, el desarrollo vegetativo y radical de los
explantos expuestos a concentraciones salinas superiores a 30mM fue inhibido
practicamente en su totalidad. Sin embargo, cuando los explantos fueron expuestos a un
estrés salino de 30mM, las concentraciones de MelJa entre 10 y 1250nM permitieron
incrementar la longitud de los explantos, el peso fresco, el area foliar, el peso seco de
las hojas, la cantidad de raices, el peso seco de las raices y el peso seco de los explantos
respecto al control con dicha salinidad y sin MeJa. Como se menciond anteriormente, la
longitud del sistema radical se redujo significativamente con la adicion MeJa 10nM, y
se redujo ain mas conforme aumentaba la concentracion de MeJa, de forma contraria la
concentracion maxima de Mela ensayada incrementd la cantidad de raices de los
explantos expuestos a 30mM de salinidad, alcanzado valores similares a los explantos

del control sin salinidad y sin MeJa.

En el cultivar Monalisa, cultivar menos tolerante a la salinidad respecto al cultivar
Kennebec, el desarrollo vegetativo y radical fue inhibido de forma muy importante
cuando los explantos se cultivaron con un estrés salino superior a 60mM. La adicion del
MeJa en el medio de cultivo mostré un efecto importante sobre el aumento del
desarrollo vegetativo y radical de los explantos; cuando fueron expuestos a un estrés
salino de 30mM vy en algunos casos a 60mM de NaCl las concentraciones 250 y
1250nM de MeJa incrementaron ligeramente la longitud del explanto y su peso fresco,
mientras que este incremento fue més acusado sobre el area foliar, la cantidad de raices
y el peso seco de los explantos. Estos valores fueron superiores a los observados en el
control sin salinidad ni MeJa. De esta forma se demuestra el efecto del MelJa en el
aumento del desarrollo vegetativo y radical de los explantos asi como también su efecto

protector frente al estrés salino.

En el cultivar Kennebec, tolerante al estrés salino, también se observo el efecto negativo
de la salinidad pero en mucho menor grado que en el resto de los cultivares evaluados y
en particular que en Agata y Red Pontiac. En este cultivar la adicion de 30 a 60mM de
NaCl en ausencia de MeJa permitid obtener explantos con un desarrollo similar al de los
explantos control sin salinidad en buena parte de los parametros determinados. El
aumento de las concentraciones salinas hasta 120mM redujo la cantidad de raices en

este cultivar.
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Por otra parte, la adicion de MeJa permitié que los explantos expuestos a las diferentes
concentraciones salinas aumentasen su desarrollo; no obstante, la aplicacion de MeJa si
redujo la longitud del sistema radical de los explantos. Bajo un estrés salino de hasta
90mM, la adicion de 50, 250 y 1250nM de MeJa permitié obtener explantos con un
mayor desarrollo vegetativo y cantidad de raices, aunque mas cortas, y similar en
muchos aspectos superior al observado en los explantos control cultivados en ausencia
de NaCl y MeJa.

En el cultivar Red Pontiac, tolerante al estrés salino pero en menor grado que el cultivar
Kennebec, los efectos negativos de la salinidad hasta 120mM fueron mitigados con la
adicion MeJa, permitiendo que los explantos alcanzaran un mayor desarrollo general
que sin Mela. El peso fresco de los explantos de este cultivar aumentd, de forma
general, con la adicion de MeJa al medio de cultivo, sin embargo, este aumento fue
proporcionalmente menor que el observado en los otros tres cultivares. La longitud del
sistema radical, nuevamente, no aumentd con la aplicacion exdgena de Mela, no
obstante bajo un estrés salino de 90mM las concentraciones de 50, 250 y 1250nM de
MelJa incrementaron la cantidad de raices de los explantos mostrando valores similares e

incluso algo superiores al control sin salinidad y sin MeJa.

Los resultados obtenidos en este capitulo confirman el efecto negativo del estrés salino
sobre el desarrollo vegetativo y radical de los explantos de los cuatro cultivares
obtenidos en el capitulo 5 de esta Tesis Doctoral. La mayoria de los parametros
analizados disminuyeron con el aumento de la concentracion salina de 30 a 1220mM. Por
otra parte, también se confirmo el efecto positivo de la aplicacion exdgena de Mela
sobre el desarrollo vegetativo y radical de los explantos de patata observado en el
capitulo 4 de esta Tesis Doctoral, efecto que también se observé aun cuando los
explantos fueron expuestos a las diferentes concentraciones salinas ensayadas. Al
incrementar la salinidad el area foliar y desarrollo vegetativo de los explantos se redujo,
mientras que la adicion de MeJa permitié obtener un area foliar superior de los
explantos cuando se cultivaron con y sin salinidad. Bajo condiciones de estrés salino las
concentraciones de MeJa permitieron incrementar el desarrollo de los explantos en
general, aunque redujeron la longitud del sistema radical de los explantos de los cuatro
cultivares de patata evaluadas, sin embargo el peso seco de las raices de los explantos se

incrementd con la adicion de Mela, incremento que se debe a las concentraciones de
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MelJa que aumento de la cantidad de raices en los explantos de los cuatro cultivares de
patata. Asimismo, los cultivares Monalisa, Kennebec y Red Pontiac expuestos a estrés
salino y con concentraciones entre 50 y 1250nM de MelJa alcanzaron un desarrollo
vegetativo y radical similar y en algunos casos superior al control cultivado en ausencia
de MeJay NaCl.

En base a investigaciones previas que demuestran que la aplicacion de jasmonatos
activa los mecanismos de defensa de las plantas, los resultados obtenidos en esta Tesis
Doctoral también muestran el efecto protector del MeJa frente al estrés salino, el cual
sugiere estar mediado por la activacion de los mecanismos de defensa de las plantas. La
respuesta de los explantos a la aplicacion exogena de MelJa al medio de cultivo se
produjo de la misma forma en los cuatro cultivares analizados, por lo que aparentemente
es independiente del cultivar, pero la magnitud de la respuesta frente al estrés salino si
mostré ser dependiente del cultivar; los menos tolerantes alcanzaron un menor

desarrollo que los mas tolerantes.

Los efectos positivos del MeJa sobre el desarrollo vegetativo y radical de los explantos
cultivados con estrés salino se relacionan con la capacidad del MeJa en inducir o activar
los mecanismos de defensa de las plantas demostrado en estudios previos (Fedina y
Tsonev, 1997; Fits y Memelink, 2000; Ramakrishna y Ravishankar, 2011). En este
estudio el mayor desarrollo de los explantos expuestos a estrés salino se obtuvo con la
aplicacion exdgena de MeJa a concentraciones de 50 a 1250nM. La concentracion de
10nM en muchos de los casos no fue suficiente para mitigar los efectos perjudiciales del
estrés salino, lo que indica que la respuesta es dependiente de la concentracion. Es
importante también resaltar que las concentraciones de MeJa a nivel nM utilizadas en
esta Tesis Doctoral y que son eficaces para mitigar los efectos negativos de la salinidad
son muy inferiores a las de las hormonas vegetales que se usan habitualmente en la

agricultura.

Zhang et al. (2006) reportaron que concentraciones de JA entre 0,1 y 1uM
incrementaron el desarrollo de los explantos mientras que concentraciones inferiores a
0,1uM no causaron efecto alguno. EI mayor o menor desarrollo de los cultivares

evaluados también dependid en gran parte de las caracteristicas genotipicas propias de
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cada cultivar para hacer frente al estrés salino, lo cual demuestra que la tolerancia a la
salinidad es dependiente del cultivar.

Asi, en nuestro caso los explantos de los cultivares Agata y Monalisa presentaron un
menor desarrollo que los cultivares Kennebec y Red Pontiac. Esta respuesta puede
deberse, a que los cultivares mas menos tolerantes a la salinidad, Agata y Monalisa,
acumulan mayores niveles de iones perjudiciales en las hojas que los cultivares mas
tolerantes Kennebec y Red Pontiac, patrén de respuesta descrito previamente por
Iwama, (1998) y Shaterian et al., (2005).

Finalmente, el ensayo que hemos realizado muestra la eficacia del cultivo in vitro para
la seleccion de cultivares de patata que presentan tolerancia a la salinidad,
adicionalmente, mediante esta técnica también es posible evaluar la eficacia de
compuestos inductores o activadores del sistema de defensa de las plantas de forma
répida y fiable.

139



6. Posible efecto protector MelJa a la salinidad: CONCLUSIONES

6.5. CONCLUSIONES

El MeJa posee un efecto protector frente al estres salino en cultivares de patata

cultivados in vitro.

La aplicacion exdgena de MelJa hace que el desarrollo vegetativo y radical de los
explantos expuestos al estrés salino disminuya en menor proporcion o incluso

que aumente respecto a los cultivados sin MeJa y con salinidad.
La aplicacion de MeJa al medio de cultivo incrementa la longitud de explanto, el
peso fresco, area foliar, peso seco de hoja, peso seco de raices, cantidad de raices

en la mayoria de los cultivares ensayados.

La aplicacion de MeJa redujo la longitud del sistema radical de los explantos en

los cuatro cultivares de patata evaluados.

Las concentraciones de MeJa que mejor permiten mitigar los efectos del estrés
salino se sittan entre 50 y 1250nM.

La concentracion de 10nM de MeJa es insuficiente para obtener un aumento en

la tolerancia a la salinidad y en todas las variables evaluadas.
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6.7. ANEJOS

El peso seco de los explantos, de forma general, aumentd respecto al control con la
adicion de MeJa al medio de cultivo.
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Figura 32. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre el peso seco de los
explantos de los cuatro cultivares de patata cultivados en concentraciones crecientes de salinidad.
Resultados corresponden a la media de 20 explantos.

En el cultivar Agata cultivado sin NaCl las concentraciones de MelJa de 10, 50 y
1250nM incrementaron significativamente el peso seco de los explantos (Figura 32). Al
incrementar el estrés salino a 30mM aungue también todas las concentraciones de MeJa
incrementaron del peso seco de los explantos no se identificaron diferencias

significativas.
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Con concentraciones salinas de 60mM, el peso seco de los explantos aumento
significativamente con 50nM de MeJa, con 90mM de NaCl no se observaron diferencias
significativas entre las concentraciones de MeJa y finalmente con 120mM de salinidad
el peso seco de los explantos aumentd con la concentracion méaxima de Mela. Es
necesario destacar que concentraciones de NaCl superiores a 30mM inhibieron casi en
su totalidad el desarrollo de los explantos (Figura 32).

En el cultivar Monalisa las concentraciones de MeJa permitieron aumentar el peso seco
de los explantos cultivados con o sin estrés salino. En ausencia de NaCl se observé que
el peso seco de los explantos aumento6 con el aumento de la concentracion de Mela; este
aumento fue significativamente mayor respecto al control con las concentraciones de 50
y 250nM de MelJa (Figura 32). En los explantos cultivados con una salinidad de 30 6
60mM el peso seco aumentd cuando se afiadio 10, 50, 250 y 1250nM de MelJa,
destacando que con las concentraciones mas altas de MeJa, 250 y 1250nM, los valores
de peso seco fueron similares al del tratamiento sin salinidad y sin MeJa (Figura 32).
Para las concentraciones salinas de 90 y 120mM se observo un ligero incremento del
peso seco de los explantos debido a las concentraciones de MeJa, aunque sin diferencias
significativas para 90mM de NaCl, mientras que para la salinidad de 120mM, la

concentracion de 250nM de MeJa aumenté significativamente el peso seco (Figura 32).

En el cultivar Kennebec el peso seco de los explantos se redujo con la aplicacién de
10nM de Mela cuando los explantos se cultivaron sin salinidad; al aumentar la
concentracion de MeJa hasta 1250nM aumenté respecto al control (Figura 32). Bajo
condiciones de estrés salino 30mM concentraciones mayores de 10nM de Mela
incrementaron el peso seco de los explantos, especialmente con 50 y 1250nM de MeJa
(Figura 32). A partir de un estrés salino superior a 30mM las concentraciones de MeJa
50, 250 y 1250nM permitieron incrementar el peso seco de los explantos, destacando
que con el estrés salino maximo aplicado, 120mM, y la concentracion maxima de MeJa
los valores del peso seco fueron similares a los del control sin salinidad y sin MeJa
(Figura 32). También en el cultivar Red Pontiac, el peso seco de los explantos
cultivados con 0 y 30mM de NaCl se incrementd progresivamente con el aumento de
las concentraciones de MeJa (Figura 32). Cuando los explantos se expusieron a
concentraciones salinas de 60 y 90mM las concentraciones de MeJa superiores a 50nM

incrementaron el peso seco de los explantos. No obstante, bajo un estrés salino de
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120mM también se observo un ligero incremento del peso seco, especialmente con
1250nM de MeJa (Figura 32).
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Figura 33. Efecto de las concentraciones de MeJa en el medio de cultivo sobre el peso seco de los tallos
de los explantos de los cuatro cultivares de patata cultivados en concentraciones crecientes de salinidad.
Resultados corresponden a la media de 20 explantos.
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7. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE PROLINA EN EXPLANTOS DE
CUATRO CULTIVARES DE PATATA DE DIFERENTE CICLO DE
MADURACION EXPUESTOS AL ESTRES SALINO Y METIL JASMONATO

7.1. INTRODUCCION

La prolina (PRO) es uno de los aminoacidos que forman parte de las proteinas de los
seres vivos. Se trata del Ginico aminoacido proteinogénico cuya a-amina es una amina
secundaria en lugar de una amina primaria. La prolina en realidad es un iminoéacido,
pues su cadena lateral es ciclica y estd compuesta por 3 unidades de metileno que
quedan unidos al carbono alfa y al grupo amino, el cual pasa a llamarse imino. La
prolina se forma directamente a partir de la cadena pentacarbonada del acido glutamico,
y por tanto no es un aminoacido esencial; es una molécula hidr6foba de masa molar
115,13 g/mol (Figura 34).
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Figura 34. Estructura quimica de la prolina.

En el reino vegetal se han descrito dos rutas de sintesis para la prolina, la una a través de
la ruta del glutamato y la otra ruta a partir de la ornitina (Orn), la cual puede ser
trasaminada a pirrolina-5-carboxilato por accién de la Orn-6-aminotransferasa (Hu et
al., 1992).

La prolina en el citosol y cloroplasto de las plantas es sintetizada principalmente a partir
del glutamato, el cual es reducido a glutamato semialdheido (GSA) por la enzima
pirrolina-5-carboxilasa sintetasa P5CS, la cual convierte el glutamato a pirrolina-5-
carboxilato (P5C). A continuacion la pirrolina-5-carboxilato reductasa (P5CR) reduce la
pirrolina-5-carboxilato a prolina (PRO) (Verbruggen y Hermans, 2008). Bajo
condiciones de estrés salino la P5CS acumulada en los cloroplastos, potencia la
biosintesis de la prolina en los pléstidos. La degradacion de la prolina ocurre en la
mitocondria, donde es oxidada a P5C y glutamato mediante la accion secuencial de la

prolina deshidrogenasa (PDH) y de la pirrolina-5-carboxilasa deshidrogenasa (P5CDH)
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(Verbruggen y Hermans, 2008; Szabados y Savouré, 2009). Otra ruta se sintesis de la
prolina se produce a partir de la ornitina, la cual es transaminada por la ornitina-delta-
aminotransferasa produciendo glutamato semialdehido y pirrolina-5-carboxilato, el cual
es finalmente convertido a prolina (Ribarits et al., 2007; Verbruggen y Hermans, 2008;
Szabados y Savouré, 2009).

Bajo condiciones de estrés las plantas tienen la capacidad de acumular prolina en sus
Organos como mecanismo de respuesta adaptativa frente a condiciones adversas; se ha
demostrado que la acumulacién de prolina en plantas ocurre después de la exposicién a
la salinidad, sequia, altas y bajas temperaturas, infeccion de patdgenos, anaerobiosis,
deficiencias nutricionales, contaminacion ambiental y radiacion ultra violeta (Saradhi et
al., 1995; Hare y Cress, 1997; Siripornadulsil et al., 2002). Sus niveles en tejidos
vegetales ante una situacion de estrés varian entre especies e incluso entre variedades,
pudiendo llegar a ser 100 veces superiores a su nivel normal (Verbruggen y Hermans,
2008).

La acumulacion de prolina no solo se ha reportado bajo condiciones de estrés, también
se han detectado altos niveles de prolina en 6rganos reproductivos de plantas libres de
estrés, donde posiblemente actia como agente protector de la desecacion, dafos
osmoticos y celulares durante la embriogénesis y en la formacion de la semilla. En los
organos reproductivos de Arabidopsis, flores, polen, silicuas y semillas, el contenido de
prolina libre representd un 26% del total de los aminoécidos libres evaluados, mientras
que en los tejidos vegetativos unicamente fue entre el 1 y el 3% (Chiang y Dandekar,
1995). De forma semejante en flores de tomate, Lycopersicum esculentum, el contenido
de prolina libre fue 60 veces superior al analizado en érganos vegetativos de la planta
(Schwacke et al., 1999). Por otra parte, se ha demostrado que la prolina también actla
en varios procesos de desarrollo, como la elongacion del tubo polinico (Zhang et al.,
1982), o la elongacién de pelos radicales en dicotiledoneas (White et al., 1985), y en la
elongacion de la raiz primaria en maiz, Zea mays, bajo estrés hidrico (Voetberg y Sharp,
1991; Hare y Cress, 1997; Spollen et al., 2008).
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Teniendo en consideracion la limitacion que supone la salinidad para la agricultura
mundial, es necesario profundizar en el conocimiento del papel que juega la prolina ante
situaciones de estrés salino; altas concentraciones de sales en el suelo 0 agua de riego, o
un déficit hidrico (sequia) causan un desequilibrio osmotico en las plantas que
incrementa su contenido de prolina (Chiang y Dandekar, 1995). La salinidad y la sequia
también provocan un estrés oxidativo que afecta al crecimiento y desarrollo de las
plantas. Ante esta situacion, las plantas pueden desarrollar una respuesta adaptativa que
estd mediada por la acumulacion de prolina en los tejidos, esta actia como un osmolito
compatible que permite mitigar los efectos del estrés oxidativo a nivel celular,
estabilizando la actividad de enzimas oxidativas (Smirnoff y Cumbes, 1989; Hare y
Cress, 1997). Lineas transgénicas de soja que contienen el gen L.A' Pirrolina-5-
carboxilato reductasa (P5CR), con capacidad de sintetizar prolina, fueron comparadas
con las lineas no transformadas y expuestas al estrés hidrico, observandose que en las
lineas transgénicas el contenido de prolina fue mayor que en las no tranformadas (De
Ronde et al., 2004).

Los contenidos de prolina pueden ser indicadores para detectar sensibilidad a la
salinidad y al frio, al menos asi sucede en plantas mutantes de Arabidopsis que poseen
el gen ESK1 que mejora la respuesta de aclimatacion al frio, en las plantas mutantes a
bajas temperaturas mostraron un mayor porcentaje de supervivencia y una cantidad de
prolina superior a las plantas silvestres (Xin y Browse, 2008). En cultivares de patata
cultivadas en invernadero y expuestas a 60mM de NaCl, el cultivar Mozart acumulo
significativamente menos prolina que el cultivar Desiree, en este mismo estudio, el
analisis de expresion de los genes relacionados con la biosintesis de la prolina P5CS1 y
P5CR y el de degradacion PDH mostro que en el cultivar Desiree la expresion del
P5CS1 fue el doble respecto al cultivar Mozart mientras que la expresion de PDH se
redujo entre 3 y 4 veces en los dos cultivares (Jaarma et al., 2013).

El objetivo de este experimento fue determinar el papel que juega la prolina bajo
condiciones de estrés salino y como parametro para evaluar la tolerancia o
susceptibilidad de los cuatro cultivares de patata a la salinidad y el posible efecto

protector del MeJa frente al estrés salino.
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7.2. MATERIALES Y METODOS

La determinacion del contenido de prolina se realizd en la parte vegetativa (hojas y
tallos) de los explantos de los cultivares de patata, Agata, Monalisa, Kennebec y Red
Pontiac cultivados durante 4 semanas en una cdmara de cultivo a 20+1°C, con un
fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad y expuestos a la combinacion de las
concentraciones salinas de 0, 30, 60, 90 y 120mM y de 0, 10, 50, 250 y 1250nM de
Mela.

El método seguido para la extraccion y determinaciéon de la prolina se basé en el
propuesto por Bates et al. (1973). De cada tratamiento se pesaron, por triplicado, entre
0,1 y 0,25 gramos de material vegetal fresco, el cual se homogenizd con 5ml de una
solucion acuosa de acido sulfosalicilico al 3% para obtener el extracto inicial. La
solucion se filtrd y se hizo reaccionar 2ml del filtrado con 2ml de acido acético glacial y
con 2ml de una solucion de ninhidrina, que se habia preparado previamente disolviendo
1,25¢g de ninhidrina con 30ml de acido aceético glacial y 20ml de acido fosforico 6M. La
mezcla del extracto mas el acido acético glacial y la solucion de ninhidrina se mantuvo
en bafio maria a 100°C durante 1 hora, posteriormente se detuvo la reaccion en bafio
con hielo. A continuacion a los 6ml de la muestra se afiadieron 4ml de tolueno puro, se
agitd con un vortex durante 15 segundos a 1100 rpm y se dejé en reposo durante 5
minutos. Se recupero la fase orgénica (Tolueno) que contenia la prolina. Utilizando un
espectrofotometro se determind la absorbancia a una longitud de onda de 524nm,

utilizando tolueno como blanco.

A partir de la realizacion de la correspondiente recta patron se calcul6 el contenido de
prolina sobre el peso fresco del material vegetal utilizando la siguiente formula (Bates et
al., 1973).

' - rolina/ml x 4ml de tolueno x g de peso fresco
wmoles prolina/g peso fresco material vegetal = HgP gaep

115,549 /umoles x 2,5
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El analisis estadistico se realizd6 mediante un ANOVA para la variable prolina y en cada
uno de los cultivares expuestos a los diferentes tratamientos de salinidad y MeJa, y en
su caso la separacion de medias se obtuvo empleando el test de Tukey (p<0,05) del

paquete estadistico SAS version 9.
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7.3. RESULTADOS

La aplicacion de concentraciones crecientes de salinidad incrementé gradualmente el
contenido de prolina en los explantos de los cuatro cultivares evaluados e

independientemente de su ciclo de maduracion (Figura 35).
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** E| analisis de la prolina se realizo utilizando el tallo y las hojas de los explantos.

Figura 35. Contenido de prolina detectado en los explantos de los cuatro cultivares de patata expuestos a
concentraciones de NaCl. Resultados corresponden al promedio de tres repeticiones por tratamiento.

En el cultivar Agata el contenido de prolina aumenté significativamente un 225%, a la
concentracion de 30mM de NaCl, y un 470% con 60mM (Figura 35), a concentraciones
superiores el desarrollo de los explantos se inhibid totalmente. De forma semejante, en
el cultivar Monalisa la concentracion salina de 30mM incremento significativamente el
contenido de prolina un 250%; a condiciones superiores de estrés salino la prolina llego

a aumentar hasta un 850% (Figura 35).

En el cultivar Kennebec un estrés salino de 30mM no afecté a la concentraciéon de
prolina. Con una concentracion de 60mM de salinidad el contenido de prolina aumento
significativamente un 74%, sin embargo, en las concentraciones de 90 y 120Mm el

contenido de prolina aumenté significativamente un 360 y 530% respectivamente
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(Figura 35). En el cultivar Red Pontiac la prolina incremento significativamente en
todas las concentraciones salinas desde un 450% hasta aproximadamente un 1400% a la

maxima concentracion (Figura 35).
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Figura 36. Contenido de prolina detectado en los explantos de los cuatro cultivares de patata expuestos a
concentraciones de MeJa.

En el cultivar Agata el contenido de prolina no present6 diferencias significativas entre
las concentraciones de MeJa evaluadas; no obstante, la variacion entre las muestras fue
alta y las concentraciones de MeJa 10, 50 y 250nM aumentaron el contenido de prolina,
en algin caso hasta casi duplicarla respecto al control sin MelJa (Figura 36). La
aplicacion de concentraciones de hasta 250nM de MeJa en el cultivar Monalisa no
causd diferencias significativas en el contenido de prolina frente al control, solo la
maxima concentracion de Mela, 1250nM, increment6 significativamente el contenido
de prolina (Figura 36).

En el cultivar Kennebec la adicion de 10nM de MeJa incremento significativamente el
contenido de prolina respecto al control. Sin embargo, concentraciones superiores de
MeJa no tuvieron efectos significativos sobre el contenido de prolina (Figura 36). En

Red Pontiac se observo un efecto similar al del cultivar Monalisa. La aplicacion de las
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concentraciones de MeJa de hasta 250nM no presentaron diferencias significativas para
el contenido de prolina respecto al control, no obstante el contenido de prolina aumento

significativamente con la adicion de 1250nM de MeJa (Figura 36).
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Figura 37. Contenido de prolina detectado en los explantos de los cuatro cultivares de patata expuestos a
concentraciones de MeJa y NaCl.

El incremento del contenido de prolina bajo condiciones de estrés salino se redujo en
algunos casos con la aplicacion de MeJa. En el cultivar menos tolerante a la salinidad,
Agata, cultivado en ausencia de NaCl el contenido de prolina en los explantos no
presentd diferencias significativas tras la adicion de todas las concentraciones de MelJa.
Al incrementar el estrés salino a 30mM el contenido de prolina en los explantos
aumentd, sin embargo en estas condiciones de salinidad las concentraciones de 250 y
1250nM de Mela redujeron significativamente el contenido de prolina a valores

similares a los observados en ausencia de salinidad. Un efecto similar se observo al

160



7. Determinacién de la prolina: RESULTADOS

incrementar la salinidad a 60mM donde la concentracion maxima de Mela redujo
significativamente el contenido de prolina (Figura 37).

En el cultivar Monalisa cultivado sin salinidad el contenido de prolina aumentd
significativamente con la concentracion maxima de MeJa. Al incrementar el estrés
salino a 30mM el contenido de prolina aumentd respecto al control, pero en estas
condiciones se redujo, ligeramente, con las concentraciones de MelJa; esta reduccion fue
significativa Unicamente con 10nM de MeJa. En los explantos cultivados con 60mM de
NaCl el contenido de prolina aumenté de forma considerable respecto al control sin
salinidad, sin embargo en esta salinidad las concentraciones de 50 a 1250nM de MeJa
redujeron significativamente el contenido de prolina. Un efecto similar se observo en
los explantos cultivados con 50 y 1250nM de MelJa y expuestos a 90mM de NaCl. En la
concentracion salina de 120mM no se observaron diferencias significativas respecto al
tratamiento control sin MeJa (Figura 37).

En el cultivar més tolerante al estres salino, Kennebec, el contenido de prolina de los
explantos fue similar al observado en el resto de cultivares cultivados en ausencia de
salinidad. En los explantos cultivados con 30mM de NaCl el contenido de prolina no
aumento respecto al tratamiento control sin salinidad, sin embargo las concentraciones
de MeJa 10 y 250nM aumentaron significativamente el contenido de prolina en los
explantos cultivados con 30mM de NaCl. Al incrementar la salinidad a 60mM, el
contenido de prolina en los explantos también aumento respecto al tratamiento control;
a esta concentracion salina, 60mM, las concentraciones entre 10, 50 y 250nM de Mela
incrementaron significativamente el contenido de prolina. Al incrementar el estrés
salino a 90mM el contenido de prolina aumenté significativamente y de forma
importante; en esta concentracion salina aumenté ain mas con 10 y 250nM de Mela
mientras que las concentraciones de 50 y 1250nM de MeJa no mostraron diferencias
significativas respecto al control. Un efecto similar se observé con 120mM de NaCl
donde las concentraciones de MeJa de 10 a 250nM incrementaron el contenido de
prolina y la concentracion maxima ensayada de Mela no presentd diferencias
significativas con el control (Figura 37).
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En los explantos del cultivar Red Pontiac cultivados sin estrés salino y expuestos a las
concentraciones de 10, 50 y 250nM de MeJa, el contenido de prolina fue muy similar al
de los explantos sin MelJa, sin embargo la concentracion mas alta de MeJa, 1250nM,
aumento significativamente el contenido de prolina en los explantos. Al incrementar la
concentracion salina a 30mM el contenido de prolina en los explantos aumenté respecto
al tratamiento control. Las concentraciones de MeJa no aumentaron el contenido de

prolina en los explantos (Figura 37).

Al incrementar la salinidad a 60mM el contenido de prolina en los explantos aumentd
de forma importante. En estas condiciones, la adicién de 10nM de MeJa aumento
significativamente el contenido de prolina en los explantos. Al incrementar la salinidad
a 90mM el contenido de prolina en los explantos aumentd respecto al control sin
salinidad. En este caso la adicién de MeJa no causé diferencias significativas para el
contenido de prolina en los explantos en ninguna de las concentraciones ensayadas. Un
efecto similar se observo cuando los explantos se cultivaron con 120mM de NacCl; el
contenido de prolina en los explantos también aumentd respecto al control sin salinidad,
aunque no mas que con el nivel de salinidad anterior, 90mM, y la adicion de MeJa no
causO diferencias significativas en el contenido de prolina de los explantos

independientemente de cual fuera la cantidad de MeJa aportado (Figura 37).
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7.4. DISCUSION

En este experimento se observd que en general los contenidos de prolina aumentaron
gradualmente con el estrés salino en los cuatro cultivares de patata evaluados. El
promedio del contenido de prolina de los cuatro cultivares expuestos a las diferentes
concentraciones salinas, aument6 un 207% con 30mM de NaCl, un 512% con 60mM,
un 597% con 90mM y un 637% con 120mM respecto al tratamiento control. Este es un
mecanismo de respuesta propio de la planta frente al estrés salino reportado previamente
en otros cultivares de patata in vitro (Fidalgo et al., 2004; Texeira y Pereira, 2007;
Aghaei et al., 2008). La planta expuesta al estrés salino acumula prolina, la cual permite
mantener un balance ionico en el citoplasma y en las vacuolas permitiendo mantener el
flujo de agua en la planta (Hasegawa et al., 2000; Singh, et al., 2000; Zhifang y
Loescher, 2003). En base a estos resultados se demostré que la prolina es un
identificador del estrés salino, observandose que a mayor estrés salino mayor es la

acumulacién de prolina en los tejidos.

En los analisis individuales por cultivar se observo que en los explantos del cultivar
Agata expuestos a 30 y 60mM de NacCl, el contenido de prolina aumentd 325 y 549%,
respectivamente frente al control sin salinidad. El contenido de prolina en los explantos
del cultivar Monalisa aumentd un 355% cuando se cultivaron con 30mM de NaCl; al
incrementar la salinidad a 60, 90 y 120mM de NaCl el contenido de prolina aumentd
aproximadamente un 950% respecto al control. En los explantos del cultivar Kennebec
cultivados con 30mM de NaCl el contenido de prolina disminuyo ligeramente pero sin
presentar diferencias significativas con el control, al incrementar el estrés salino a
60mM de NaCl el contenido de prolina aumentd 174% frente al control. El incremento
de la concentracion salina a 90 y 120mM también aumento6 el contenido de prolina
aunque en un grado sustancialmente menor, un 461 y 630%, respectivamente frente al
control; no obstante, el contenido de prolina en los explantos del cultivar Kennebec
expuestos a cualquiera de las concentraciones salinas, fue menor respecto a los
obtenidos en los cultivares Agata, Monalisa y Red Pontiac. Estudios previos llevados a
cabo en esta especie demostraron que los cultivares més tardios, en general, presentan
una mayor adaptacion al condiciones adversas debido a que las etapas fenoldgicas son

mas largas que en los cultivares mas tempranos (Iwama, 1998).
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Asimismo, en estudios previos el cultivar Kennebec demostro ser mas tolerante al estrés
salino que el cultivar Concord, presentando un menor contenido de prolina y un mayor
desarrollo (Aghaei et al., 2008).

Por otra parte, es posible que la aplicacion exdgena de MelJa también incremente el
contenido de prolina cuando los explantos son cultivados sin estrés salino, aunque en
los ensayos realizados en ausencia de salinidad el incremento debido al MeJa fue muy
inferior al observado con el estrés salino. EI promedio general de los cuatro cultivares
ensayados muestra que la concentracion de MeJa 10nM incremento el contenido de
prolina un 77%, con 50nM aumentd un 39%, con 250nM aumenté un 64% y con
1250nM aumentd un 40%. Es importante recalcar que la concentracion de Mela, que
aumento significativamente el contenido de prolina en los explantos fue solo la de
1250nM, en los cultivares Monalisa y Red Pontiac. Resultados similares han sido
observados en cebada, Hordeum vulgare, donde el contenido de prolina aumentd en
plantas pre-tratadas con JA 15uM, respecto al control (Bandurska et al., 2003). El
incremento del contenido de prolina debido a la aplicacién de MeJa podria deberse a
que éste active la expresion de genes de la planta relacionados con las respuestas de
defensa ante situaciones adversas para soportar el estrés (Kazan y Manners, 2008). Una
de las respuestas al estrés debida a la aplicacion de MeJa puede estar relacionada con la
sefial de trascripcion de los genes responsables del ABA, el cual elicita la acumulacién
de prolina en los tejidos de las plantas (Kim et al., 2009). EI ABA es la hormona vegetal
relacionada con la respuesta al estrés osmotico (Bandurska et al., 2003).

El analisis de la interaccion salinidad por MeJa mostrd una respuesta independiente del
cultivar. Recientemente se ha demostrado que la aplicacion exdgena de MeJa restringe
la acumulacién de prolina en plantas de colza, Brassica napus, sensible a la salinidad,
cuando son expuestas al estrés salino (Huget et al., 2003). Por el contrario, en plantas de
cebada, Hordeum vulgare, especie descrita como tolerante a la salinidad, se demostro
que los contenidos de prolina se incrementaron al tratarlas con JA (Maslenkova et al.,
1992). En soja, Glicine max, especie altamente sensible a la salinidad, cultivadas con un
estrés salino de 60mM, la aplicacién de 20 y 30uM de MeJa incrementé los contenidos
de prolina (Yoon et al., 2009). Nuestros resultados difieren con los descritos por Yoon
et al, (2009), en nuestro ensayo, el cultivar menos tolerante Agata el contenido de

prolina aumento ligeramente con la adicién de MeJa al medio de cultivo mientras que
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bajo condiciones de estrés salino de 30 6 60mM las concentraciones de MeJa mas altas
redujeron significativamente el contenido de prolina en los explantos. De forma similar
en los cultivares Monalisa, Kennebec y Red Pontiac, algo més tolerantes a la salinidad
que Agata, las adicion de MeJa al medio de cultivo aumenté el contenido de prolina en
los explantos cultivados en ausencia de salinidad. Sin embargo, al incrementar la
concentracion salina hasta 120mM el contenido de prolina aument6 con algunas de las
concentraciones de MeJa unicamente en el cultivar mas tolerante Kennebec; en los
cultivares Monalisa y Red Pontiac expuestos a salinidad el contenido de prolina se
redujo con algunas concentraciones de MeJa y en algunos casos no presentd diferencias
significativas con el control sin MeJa. Resultados similares han sido descritos
previamente en cebada, Hordeum vulgare, por Maslenkova et al. (1992) quienes
demostraron que el contenido de prolina aumento al tratarlas con JA. Mas estudios son

necesarios para determinar el efecto del MelJa frente al estrés salino.

Cuando los explantos del cultivar de patata Agata fueron expuestos a una salinidad de
30mM las concentraciones de 250 y 1250nM de Mela redujeron el contenido de
prolina; este mismo efecto se observo a una salinidad de 60mM en la que el contenido
de prolina se redujo con la concentracion maxima de MelJa. En los cultivares Monalisa,
Kennebec y Red Pontiac expuestos a una salinidad de 30mM el contenido de prolina no
fue muy diferente del de las plantas control aunque algunas de las concentraciones de
MeJa redujeron el contenido de prolina en los cultivares Monalisa y Red Pontiac,
mientras que en el cultivar Kennebec algunas de las concentraciones de Mela lo
aumentaron. Es importante destacar que el contenido de prolina observado en los
explantos del cultivar Kennebec, expuesto a 30mM de NaCl fue el més bajo respecto al
resto de los cultivares. Al relacionar la concentracion de prolina con el desarrollo
vegetativo y radical de los explantos se observé que la adicién de MeJa provocd poca
variacion en el contenido de prolina pero incremento el desarrollo vegetativo y radical
de los explantos, y de forma contraria, el estrés salino increment6 la concentracion de
prolina y redujo el desarrollo vegetativo y radical de los explantos de los cuatro

cultivares.
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Al incrementar la salinidad a 60mM el contenido de prolina en los cultivares Agata y
Monalisa se redujo con las concentraciones entre 50 y 1250nM de MeJa respecto al
control sin MeJa. Por el contrario en el cultivar Kennebec cultivado con 60mM de NaCl
el contenido de prolina aumentd con varias de las concentraciones de MelJa utilizadas,
no obstante su contenido de prolina siguié siendo menor que en el resto de los
cultivares. Bajo condiciones de estrés salino 90mM, las concentraciones de MeJa de 50
y 1250nM resultaron en un menor contenido de prolina en los explantos del cultivar
Monalisa. De nuevo de forma contraria, en el cultivar Kennebec las concentraciones de
MeJa de 10 y 250nM incrementaron el contenido de prolina mientras que, las
concentraciones de MeJa produjeron valores similares al control sin MeJa. Una vez mas
los contenidos de prolina observados en el cultivar Kennebec fueron los mas bajos
respecto al resto de los cultivares evaluados. A la concentracion salina maxima
ensayada el contenido de prolina no presento diferencias significativas con el control sin
MeJa en los cultivares Monalisa y Red Pontiac; sin embargo, en el cultivar Kennebec
las concentraciones de MelJa de 10, 50 y 250nM aumentaron significativamente el

contenido de prolina.

En resumen, cuando los explantos de los cuatro cultivares de patata fueron cultivados en
ausencia de estrés salino la adicion de MeJa incrementd el contenido de prolina respecto
al control sin MelJa asi como también incremento el desarrollo vegetativo y radical de
los explantos. Al incrementar la salinidad a 30mM de NaCl, concentracion que no
afectd al desarrollo vegetativo y radical de los explantos de los cultivares Monalisa y
Red Pontiac, la adicion de MeJa no causé cambios en el contenido de prolina. Mientras
que en el cultivar Kennebec las concentraciones de 30 y 60mM de NaCl tampoco
afectaron al desarrollo vegetativo y radical de los explantos, la aplicacion de MelJa si
incremento ligeramente el contenido de prolina en los explantos. Sin embargo, en con
concentraciones salinas superiores y que afectaron el desarrollo vegetativo y radical de
los explantos, el contenido de prolina aumento de forma considerable respecto al control
sin salinidad y la aplicacion de MeJa, en algunos casos, redujo significativamente el
contenido de prolina y en otros no presentd diferencias significativas con el control sin
MeJa. No obstante, la aplicacion de MeJa incrementé el desarrollo vegetativo y radical

de los explantos expuestos a altas concentraciones salinas.
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Cuando los explantos de los cultivares Monalisa y Red Pontiac fueron expuestos a
30mM de NaCl y Kennebec a las concentraciones de 30 y 60mM de NacCl,
concentraciones que no afectaron al desarrollo vegetativo y radical de los explantos, la
concentracion de prolina aumento ligeramente respecto al control sin salinidad y la
adicion de MeJa tampoco incrementd su contenido; este efecto se observo en los
cultivares Monalisa, Kennebec y Red Pontiac cultivados con 30mM de salinidad. Sin
embargo, al aumentar el estrés salino a niveles que afectan negativamente el desarrollo
vegetativo y radical de los explantos el contenido de prolina aument6 de forma
considerable respecto al control sin salinidad. Bajo condiciones de estrés salino que
afectan al desarrollo de los explantos la aplicacién exdgena de las concentraciones de
MeJa tampoco provocaron cambios en el contenido de prolina en los cultivares Agata,
Monalisa y Red Pontiac pero si favorecieron un mayor desarrollo vegetativo y radical
de los explantos expuestos a 90 y 120mM de NaCl. En el cultivar clasificado como
tolerante a la salinidad, Kennebec cultivado con 90 y 120mM de salinidad las
concentraciones de MelJa incrementaron el contenido de prolina, lo cual sugiere que
para este cultivar este aumento de la prolina puede estar relacionado directamente con el
mayor desarrollo vegetativo y radicular de los explantos cultivados con 90 y 120mM de
NaCl.
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7.5. CONCLUSIONES

La prolina mostré estar relacionada con la tolerancia al estrés salino en los

cuatro cultivares de patata evaluados.

El contenido de prolina en la mayoria de los cultivares no mostro estar
relacionada con la aplicacion exdgena de MeJa cuando el desarrollo vegetativo y

radical de los explantos no es afectado negativamente por el estrés salino.

El aumento de la concentracion de prolina en el cultivar tolerante Kennebec
favorece un mayor desarrollo vegetativo y radical bajo condiciones de alta

salinidad.

El contenido de prolina aumentd progresivamente con el aumento del estrés

salino en los cuatro cultivares.

Bajo condiciones de estrés salino de hasta 90mM el cultivar Kennebec presento6

los menores contenidos de prolina respecto al resto de cultivares evaluados.

La aplicacion exdgena de MeJa aumento ligeramente el contenido de prolina en

todos los cultivares cultivados en ausencia de estrés salino.

La concentracion de 1250nM de MeJa redujo el contenido de prolina en los

explantos del cultivar Agata expuestos a 30mM.

La concentracion de 1250nM de MeJa redujo el contenido de prolina en los
explantos de los cultivares Monalisa y Red Pontiac expuestos a 60 y 90mM de
NaCl.

Bajo condiciones de estrés salino en el cultivar Kennebec, las concentraciones

de MeJa aportadas al medio de cultivo incrementaron el contenido de prolina en

los explantos
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8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA CATALASA
Y PEROXIDASA EN EXPLANTOS DE PATATA DEL CULTIVAR KENNEBEC
EXPUESTOS AL ESTRES SALINO Y A CONCENTRACIONES DE METIL
JASMONATO.

8.1. INTRODUCCION

Como se ha mencionado anteriormente la salinidad es un factor limitante que afecta a a
la produccidn de cultivos. El efecto negativo de la salinidad sobre las plantas involucra
la reduccion del area foliar, el nimero de tallos, la cantidad de raices, la altura de las
plantas y la longitud de las raices Sin embargo, la tolerancia a la salinidad ha

demostrado ser variable entre especies e incluso entre cultivares (Dasgupta et al., 2008).

Para hacer frente al efecto negativo que causan los diferentes tipos de estrés abiotico vy,
en especial el salino, las plantas han desarrollado mecanismos de defensa que les
permiten continuar manteniendo sus funciones fisiologicas. En este sentido se conoce
que los efectos negativos de la salinidad se deben principalmente a tres procesos: a) el
estrés osmotico, b) la interrupcién de las actividades metabdlicas debidas a un
imbalance de iones y c) a la interferencia de los iones del NaCl en la absorcion de los
macro y micronutrientes (Daneshmand y Arvin, 2010). Estos procesos estan
relacionados con la produccion de las especies reactivas al oxigeno (ROS), del ingles
“reactive oxygen species”, consideradas como uno de los factores que méas dafio causan
en las células y plantas expuestas al estrés salino (Khan y Panda, 2002). Las ROS son
radicales libres, atomos o grupos de atomos que poseen un electron impar que los hace
inestables, favoreciendo asi reacciones rapidas con cualquier molécula para generar mas
radicales libres (Foyer y Halliwell, 1976). Se ha demostrado que organulos los como los
cloroplastos, mitocondrias o peroxisomas con alta actividad oxidativa o con un flujo
intenso de electrones son la mayor fuente de ROS en las células de las plantas (Kan y
Panda, 2002).

La capacidad de las plantas para convertir la radiacion visible en energia en forma de
compuestos organicos es un proceso que de por si es critico para las plantas debido a
que la actividad fotosintética ya implica por si mismo un dafio oxidativo que provoca la
acumulacién de acidos grasos polinsaturados en la cubierta de los cloroplastos y el cual
es eficazmente mitigado por los mecanismos antioxidantes propios de las plantas (Singh
Gill y Tuteja, 2010).
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La produccion de especies reactivas al oxigeno (ROS), como el ion superédxido (Oy), el
peroxido de hidrégeno (H,0,) y los radicales hidroxilo (OH") es comin en las plantas
pero son habitualmente eliminadas de forma eficiente por mecanismos antioxidativos.
Sin embargo, situaciones de estrés como pueden ser las altas temperaturas, la presencia
de metales pesados en el suelo, la sequia, la deficiencia nutricional o la salinidad,
provocan que los niveles de especies reactivas al oxigeno aumenten y se acumulen
rapidamente alterando el metabolismo normal de las células y provocando el dafio
oxidativo a nivel celular en las membranas, en sus proteinas y en los acidos nucleicos;
tambien provocan la peroxidacion de lipidos, la desnaturalizacion de proteinas y
también pueden causar la mutacién del ADN (Imlay, 2003; Singh Gill y Tuteja, 2010;
Joseph y Jini, 2011).

Para prevenir o hacer frente a los dafios provocados por las ROS, las plantas han
desarrollado un sistema antioxidante complejo. Este sistema tiene como principales
componentes los carotenoides, el ascorbato, el glutation y los tocoferoles;
adicionalmente tambien poseen las enzimas antioxidantes, como la superdxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la peroxidasa (POD), la glutation peroxidasa
(GPX), la ascorbato peroxidasa (APX) y la glutatién reductasa (GR) (Hernandez et al.,
2000).

La catalasa (CAT) es una enzima que permite la detoxificaciéon de las ROS mediante la
catélisis rapida del H,O, en H,O y O, durante situaciones de estrés; es una de las
enzimas mas eficientes en la detoxificacion; una molécula de CAT puede convertir
aproximadamente 6 millones de moléculas de H,O, en H,O y O,  por minuto, lo cual
hace de ella una enzima imprensindible para eliminar el H,O, generado en los
peroxisomas por la oxidacion de los acidos grasos, la fotorespiracion y el catabolismo
de la purina (Singh Gill y Tuteja, 2010). La catalasa ha sido estudiada en varias especies
vegetales expuestas a situaciones de estrés abiotico, por ejemplo Aghaei et al. (2009)
demostraron que en la parte aérea de los explantos del cultivar Kennebec expuestos a
60mM de NaCl la actividad de la CAT no vario respecto al control, sin embargo con
90mM la actividad de la enzima se redujo significativamente. De forma contraria en
este mismo trabajo la actividad de la CAT se redujo progresiva y significativamente en

los explantos del cultivar Concord expuestos a 60 y 90mM de salinidad.
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La peroxidasa es una enzima principalmente localizada en la pared celular y vacuolas,
cataliza la reduccion de H,O, en agua utilizando electrones de varias moléculas
donadoras. Esta actividad redox permite oxidar algunas sustancias como polifenoles,
flavonoides, alcaliodes, o promover la oxidacion de los polimeros de la pared celular
(Fry, 1986). El amplio espectro de reacciones bioquimicas que la peroxidasa es capaz de
catalizar y el gran numero de isoformas explican la dificultad del estudio de la
peroxidasa en las plantas (Carpin et al., 1999). Por una parte, Aghaei et al. (2009)
demostraron que en tallos de los cultivares de patata Kennebec y Concord cultivados in
vitro, la actividad de la POD se redujo significativamente con el aumento del estrés
salino hasta 90mM. El cultivar méas tolerante a la salinidad, Kennebec, presentd una
mayor actividad enzimatica de la POD. Daneshmand y Alvin (2010) tambien
confirmaron que en explantos Solanum stoloniferum, Solanum bulbosum y Solanum
acaule cultivados in vitro y expuestos a un estrés salino de hasta 120mM la actividad de
la peroxidasa se incrementd, la mé&xima actividad de la enzima se observo con 80mM de
NaCl y a 120mM la actividad enzimatica fue superior al control pero sin presentar

diferencias significativas.

Por otra parte, los jasmonatos son un grupo de hormonas vegetales entre cuyas
funciones estan la defensa de las plantas ante situaciones de estrés. Los mecanismos de
respuesta debidos al MeJa son complejos ya que no solo regula la respuesta de
desarrollo de las plantas, sino que su sintesis también esta influenciada por el ataque de
patdgenos y herbivoros (Faurie et al., 2009). Sin embargo, los factores involucrados en
la activacion de las defensas de las plantas debidas al MeJa ain no son del todo
conocidos, pero se ha demostrado que cultivares de tomate, Lycopersicum esculentum,
tolerantes a la salinidad poseen mayor concentracion de jasmonatos que los cultivares
sensibles (Hilda et al., 2003). En ajenjo, Artemisia annua L., aplicaciones exdgenas de
300uM de MelJa incrementaron la actividad de la CAT y redujeron la toxicidad del boro
(Aftab et al., 2011). En plantas de maiz, Zea mays, cultivadas bajo condiciones
controladas en invernadero, la aplicacion exogena de MeJa de 5 y 20uM no causo
efectos sobre la actividad de la CAT, sin embargo a una concentracion de 50uM la
actividad de la CAT aumento significativamente y a una concentracion mas alta, de
100pM, disminuyd significativamente respecto al control (Nojavan-Asghari vy
Norastehnia, 2006; Li, et al., 2012).

177



8. Actividad antioxidante: INTRODUCCION

El objetivo de este ensayo fue determinar las variaciones en la actividad antioxidante de
la CAT y de la POD en el cultivar de patata Kennebec expuesto a estrés salino y el
posible efecto protector del metil jasmonato ante el estrés oxidativo (ROS) ejercido

mediante las variaciones que pueda causar en la actividad de estas dos enzimas.
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8.2. MATERIALES Y METODOS

Para determinar la actividad de la CAT y POD se prepararon extractos vegetales a partir
de 5 réplicas conjuntas de tallos y hojas de los explantos del cultivar Kennebec
cultivados durante 4 semanas en una camara de cultivo a 20+1°C, con un fotoperiodo de
16/8 horas luz/oscuridad y expuestos a la combinacion de las concentraciones salinas de
0, 30, 60, 90 y 120mM y de 0, 10, 50, 250 y 1250nM de MelJa. El extracto enzimatico
se obtuvo pesando 200 mg de tallos y hojas frescos (muestra conjunta de 4-5 explantos)
que se homogeneizaron con 5ml de tampoén fosfato 0,1 M (pH 6,4) con la ayuda de un
mortero. El extracto se centrifugd a 4°C y 5000 rpm durante 20 minutos. El
sobrenadante resultante se utilizd6 como extracto enzimatico para la determinacion de la
actividad enzimatica de la CAT y de la POD.

La actividad de la enzima catalasa (EC 1.11.1.6) se determiné siguiendo el método
descrito por Aebi (1983) con algunas modificaciones. La actividad de la enzima se
determiné a 23-25°C midiendo el descenso de la absorbancia de la reaccion en base al
H,O, a 240nm durante 1 minuto y a intervalos de 15 segundos utilizando un
espectrofotometro equipado con lampara U.V. La reaccion se realizd en una cubeta de
cuarzo de volumen total 3 ml donde se pipetearon 2,6ml de tampén fosfato 0,1M (pH
6,4); obtenido a partir de la mezcla de 19,2ml de una solucion de K,HPO, 1M con
80,8ml de una solucion de KH,PO4 1M, mas 0,2ml de una solucion de H,O, 10mM en
agua destilada; la reaccion se inici6 pipeteando 0,2ml del extracto enzimatico sobre la
cubeta del espectrofotometro. Una unidad de catalasa fue definida como la cantidad de
enzima que cataliza la descomposicion de 1 mol de H,O, por minuto (coeficiente de

extincion 36mM.cm™).

La actividad de la catalasa (U/ml) se determiné utilizando la siguiente formula:

a A (240nm)
0,036 (cm?/zmol) x t (min) x b (cm)

Actividad U/ml =
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Donde:

» A= Diferencia en absorbancia a 240nm en 1 minuto
0,036 cm?/ umol = coeficiente de extincion del H,O;.

t = Tiempo de duracién de la reaccion (1 min).

b = Ancho de la cubeta (1cm).

La actividad de la peroxidasa (EC 1.11.1.7) se determiné siguiendo el método descrito
por Amako et al. (1994) con algunas modificaciones. La actividad de la enzima se
determino a 23-25°C midiendo el descenso de la absorbancia del H,0, a 436nm durante
1 minuto y a intervalos de 15 segundos utilizando un espectrofotometro. La reaccion se
realizd en una cubeta de volumen total 3ml donde se pipeted 2,8ml de tampon fosfato
0,1M (pH 6,4), obtenido afiadiendo 19,2ml de una solucién de K;HPO,4 1M a 80,8ml de
una solucion de KH,PO4 1M, més 0,05ml de una solucién de H,O, al 30% y 0,05ml de
una solucién 0,018M de Guayacol. La reaccion se inicié con la adicion de 0,1ml del
extracto enzimatico. Una unidad de peroxidasa fue definida como la cantidad de enzima
que cataliza la descomposicién de 1mol de H,O, por minuto (coeficiente de extincidn

del guayacol es 25,5mM cm™).

La actividad de la peroxidasa (U/ml) se determind utilizando la siguiente formula:

a A (436nm) x 4 x Vt x fd
25,5x Vs

Actividad U/ml =

Donde:

» A= Diferencia en absorbancia a 436nm en 1 minuto.

4 = Constante de la unidad de definicion y principio.

Vt = Volumen final de la reaccién (3ml).

fd= Factor de dilucién del extracto enzimatico (1).

25,5 cm?/umol = coeficiente de extincién molar del guayacol.

Vs = Volumen de la muestra (0,1ml).

El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA para cada enzima; en su caso la
separacion de medias se obtuvo empleando el test de Tukey (p<0,05) del paquete

estadistico SAS version 9.
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8.3. RESULTADOS

En los explantos de patata Solanum tuberosum ssp tuberosum del cultivar Kennebec,
cultivados en ausencia de estreés salino, la adicion de 10, 250 y 1250nM de Mela
incremento significativamente la actividad enzimética de la CAT respecto al control
(Figura 38).
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* Letras diferentes en cada concentracién salina indican diferencias significativas (p<0,05).

Figura 38. Actividad de la catalasa (CAT) en explantos del cultivar de patata Kennebec expuestos a
concentraciones de 0, 30, 60, 90 y 120mM de NaCl y 0, 10, 50, 250 y 1250nM de MeJa.

La actividad de la CAT en los explantos del cultivar Kennebec aumentd ligeramente al
incrementar el estrés salino hasta 90mM (Figura 38). Cuando los explantos se cultivaron
en ausencia de salinidad la mayoria de las concentraciones de Mela ensayadas
incrementaron significativamente la actividad de la CAT respecto al control sin MeJa
(Figura 38). Un efecto similar se observé cuando los explantos fueron expuestos a un
estrés salino de 30mM. La concentracion minima de MeJa no fue suficiente para
incrementar la actividad de la CAT, mostrando valores similares al control sin MeJa.
Las concentraciones de 250 y 1250nM de MeJa incrementaron significativamente la
actividad de la CAT (Figura 38). Al incrementar el estrés salino a 60 y 90mM la
actividad de la CAT incremento significativamente con el aporte de 50 y 250nM de
MeJa, mientras que los incrementos por aportes superiores de MeJa no fueron
significativos (Figura 38). En la concentracion salina méxima ensayada, 120mM, no se
observaron diferencias significativas para la actividad de la CAT entre todas las
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concentraciones de MeJa evaluadas, no obstante se observd la misma tendencia del
incremento de la actividad de la CAT con las concentraciones de MeJa, en particular
con 50nM (Figura 38).

En los explantos del cultivar de patata Kennebec cultivados en ausencia de salinidad la
actividad de la POD no presentd diferencias significativas debida a la adicion de

ninguna de las concentraciones de MeJa ensayadas (Figura 39).
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Figura 39. Actividad de la peroxidasa (POD) en explantos del cultivar de patata Kennebec expuestos a
concentraciones de 0, 30, 60, 90 y 120mM de NaCl y 0, 10, 50, 250 y 1250nM de MeJa.

De forma general se observé que la actividad de la POD en los explantos del cultivar
Kennebec aumento con la exposicion al estrés salino a partir de 60mM (Figura 39). La
adicion de las concentraciones de MeJa al medio de cultivo incremento la actividad de
la POD en los explantos cultivados sin salinidad, siendo este incremento significativo
con la concentracion de 50nM de MeJa (Figura 39). Al incrementar el estrés salino a
60mM la adicion de MeJa no causo diferencias significativas en la POD (Figura 39). Al
aumentar la concentracion salina a 90mM las concentraciones de 10 y 1250nM de Mela
presentaron valores similares al control sin MelJa, sin embargo las de 50 y 250nM de
MelJa redujeron significativamente la actividad de la POD (Figura 39). Con el estrés
salino maximo aplicado, 120mM, todas las concentraciones de MeJa redujeron la
actividad de la POD, esta reduccion fue progresiva con el aumento de la concentracién
de MeJa, siendo significativamente menor con las concentraciones de 250 y 1250nM de
MelJa (Figura 39).
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8.4. DISCUSION

El MelJa presenta varios modos de accion sobre las plantas (Fedina y Tsonev, 1997;
Farmer, 2001; Faurie et al., 2009). Uno de los posibles papeles del MeJa y objetivo de
estudio de este ensayo, fue evaluar el efecto de la adicion de Mela en el medio de
cultivo como estrategia para contrarrestar la produccion de ROS debida al estrés salino,
mediante el aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y POD en
explantos de patata Solanum tuberosum cultivar Kennebec. La produccion de ROS
provoca dafios irreversibles en las células vegetales, principalmente, la peroxidacion de
lipidos insaturados de la membrana celular, la desnaturalizacion de las proteinas y la
mutacion de los acidos nucleicos (Mittler, 2002; Miller, 2009; Singh Gill y Tuteja,
2010). En este sentido es de gran importancia la basqueda de compuestos que aplicados
de forma exdgena permitan incrementar la tolerancia de las plantas a situaciones de

estrés, como es el salino.

Para mitigar o hacer frente a la generacion de ROS las plantas han desarrollado
mecanismos de respuesta mediados por compuestos antioxidantes no enzimaticos, como
los flavonoides, y los tocoferoles, entre otros, y enzimaticos, como la catalasa (CAT), la
peroxidasa (POD), la ascorbato peroxidasa (APX), la glutation reductasa (GPX) y la
superdxido dismutasa (SOD), que permiten reducir los niveles de H,O,, O," y OH™ de
los tejidos vegetales (Willekens, et al., 1995; Mittler, 2002; Miller, 2009). La expresion
de genes que codifican las respuestas antioxidantes es uno de los criterios para la
seleccion de cultivares tolerantes a la salinidad; en este sentido, Joseph y Jini (2011)
sugieren la manipulacion genética para incrementar las respuestas antioxidantes como

una alternativa para reducir el impacto negativo de la salinidad en los cultivos.

Se ha demostrado que la actividad antioxidante de las plantas aumenta en respuesta al
estrés salino para proteger y evitar los dafios celulares que provocan los altos niveles de
ROS que se generan en las células, lo cual permite obtener una mayor tolerancia a la
salinidad (Rahnama y Ebrahimzadeh, 2005; Mandhania et al., 2006; Neto et al., 2006).
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Sin embargo, otros estudios muestran que la actividad enzimatica antioxidante no es la
Unica respuesta a elevados niveles de ROS, sugiriendo que los mecanismos de
detoxificacion pueden ser varios y diferir entre especies, cultivares e incluso entre
estados fenoldgicos de la planta (Volk y Feierabend, 1989; Hertwig et al., 1992; Streb y
Feierabend, 1996; Turhan et al., 2008).

En el presente estudio se observo que la actividad de la CAT solo aumento ligeramente
en los explantos del cultivar Kennebec cultivados in vitro y expuestos a concentraciones
crecientes de salinidad y en ausencia de Mela. Estos resultados difieren a los
observados por Aghaei et al. (2009) donde la actividad de la CAT aumentd al
incrementar el estrés salino a 60mM, pero al aumentar la salinidad a 90mM la actividad
de la CAT se redujo significativamente respecto al control en explantos del cultivar de
patata Kennebec cultivados in vitro durante tres semanas. Otros estudios muestran un
aumento de la actividad enzimaética de la CAT y la POD bajo condiciones de estrés
salino en cultivares de patata tolerantes (Agria y Kennebec) y sensibles (Diamant y
Ajax) a la salinidad (Rahnama y Ebrahimzadeh, 2005). En algoddén, Gosypium sp, la
actividad de la CAT y los niveles de tocoferol se incrementaron significativamente mas
en las lineas tolerantes al estrés salino frente a las lineas sensibles (Gosset et al., 1994).
En trigo, Triticum sp, la actividad de la CAT y POD se incrementd con el aumento de la
salinidad en cultivares de trigo tolerantes y sensibles a la salinidad; el aumento de la

actividad antioxidante fue superior en los cultivares tolerantes (Mandhania et al., 2006).

Nuestros resultados sugieren que bajo las condiciones de cultivo establecidas en este
ensayo con el cultivar Kennebec, el aumento de la actividad de la CAT y de la POD en
los explantos son mecanismos propios de la planta que permiten reducir eficientemente
los niveles de ROS y asi mitigar los efectos negativos del estrés salino sobre el
desarrollo vegetativo y radical de los explantos, lo que tendria relacion con la tolerancia
del cultivar a la salinidad. La eficacia de la actividad de la CAT y POD en reducir los
altos niveles de ROS esta estrechamente relacionada con los resultados observados en el
capitulo 6 de esta Tesis Doctoral donde el cultivar Kennebec alcanzé el mayor
desarrollo y crecimiento de los explantos expuestos a los diferentes niveles de estrés

salino respecto al resto de los cultivares evaluados.
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Por otra parte, la adicion de cualquiera de las concentraciones de MeJa como posible
inductor de la respuesta antioxidativa en el medio de cultivo incremento la actividad de
la CAT de los explantos del cultivar Kennebec expuestos a las diferentes
concentraciones de salinidad y ain mas en ausencia de estrés salino. Bajo las
concentraciones salinas entre 30 y 90mM de salinidad la concentracién minima de MeJa
ensayada, 10nM, no fue suficiente para incrementar la actividad de la CAT, mientras
que las concentraciones de 50 6 250nM de MelJa aumentaron de forma importante la
actividad de la CAT,; la concentracion méaxima de MeJa, 1250nM, también aumento la
actividad de la CAT pero en menor grado que las dos anteriores. En los explantos del
cultivar Kennebec cultivados con las concentraciones de MeJa de 50, 250 y 1250nM se
observo que la actividad de la CAT fue siempre superior a la observada en el
tratamiento control sin MeJa. Nuestros resultados sobre la actividad de la CAT como
mecanismo eficaz para la reduccién de los niveles altos de ROS soportan a estudios
previos que demuestran que el aumento en la actividad de la CAT permite una mayor y
rapida eliminacion de las ROS (Aghaei et al., 2009), lo cual, se traduce en una mayor
tolerancia de los explantos a condiciones salinas. El incremento de la actividad de la
CAT debida al MeJa ha sido demostrada por varios investigadores. Jung (2004)
demostré que los niveles de CAT aumentaron significativamente, un 58%, siete dias
después del tratamiento con MeJa 10uM en Arabidospsis thaliana. En hojas de
higuerilla, Ricinus comunis, la actividad de la CAT se increment6 12 horas después del
tratamiento con MelJa (1,1mM); a las 24 y 48 horas la actividad disminuyd,
posiblemente debido a la estabilizacién del MeJa en los tejidos de la planta (Martins dos
Santos Soares, 2010).

De forma similar a la observada en la CAT pero en unos valores mucho mas acusados,
la actividad de la POD aumentd cuando los explantos del cultivar Kennebec fueron
expuestos al estrés salino. Estudios previos también demuestran un aumento de la
actividad de la POD bajo el estrés salino. Daneshmand y Arvin (2010) observaron el
aumento de la actividad de la POD en Solanum stoloniferum, Solanum bulbosum y
Solanum acaule cultivados in vitro y expuestos a un estrés salino de hasta 120mM y
determinando en base a la actividad de la enzima la mayor o menor tolerancia al estrés
salino. En otras especies vegetales se observo que la actividad de la POD aumenta ante
situaciones de estrés como mecanismo de respuesta antioxidante (Jung, 2004; Rahnama
y Ebrahimzadeh, 2005; Mandhania et al., 2006; Neto et al., 2006).
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Asi mismo, la adicion de MeJa al medio de cultivo incremento la actividad de la POD
cuando los explantos se cultivaron en ausencia de salinidad. Sin embargo en los
explantos expuestos a un estrés salino de 60mM y con las concentraciones de Mela
ensayadas, la actividad de la POD presentd valores similares al tratamiento control sin
MeJa, mientras que con 90 y 120mM de salinidad las concentraciones de MeJa
redujeron la actividad de la POD. La reduccion de la POD con la adicién de MeJa fue
mayor cuando los explantos estuvieron expuestos a la concentracion salina maxima y en
este caso con la concentracion maxima de MeJa la actividad de la POD fue similar a la
observada en el control sin salinidad. Resultados similares han sido observados en
berenjena, Solanum melongena, en la que la salinidad y la adicion de 10uM JA
incremento la actividad de la POD y el JA promovio un mayor desarrollo vegetativo
respecto al control (Manar et al., 2013). Por otra parte, en semillas de pepino, Cucumis
sativus, la aplicacion de 10uM de Mela increment6 la actividad de la POD y la CAT
respecto al control y mostrando una mayor tolerancia el estrés por bajas temperaturas
(Lietal., 2012).

Estos resultados obtenidos en el cultivar de patata Kennebec, cultivar clasificado como
tolerante a la salinidad, confirman que las variaciones en la actividad enzimatica de la
CAT vy de la POD son mecanismos eficaces para eliminar o reducir los niveles toxicos
de ROS debido al estrés salino. La adicion de MeJa provoca un aumento importante de
la actividad de la CAT, el cual es relativamente independiente de la concentracion
salina, sugiriendo que el MeJa promueve una mayor actividad de la CAT para
contrarrestar los efectos toxicos de las ROS. Las concentraciones de 50, 250, 1250nM
de MeJa fueron las que promovieron una mayor actividad de la CAT. Son necesarios
mas estudios para confirmar si las actividades de la CAT y POD estan relacionadas
entre si 0 actian de forma independiente. También es necesario profundizar en el
conocimiento, a nivel genomico, como el propuesto por Joseph y Jini (2011) para
identificar genes potenciales relacionados con la actividad antioxidante y su relacion
con el efecto inductor del MeJa como estrategia para aumentar la tolerancia de los

cultivos al estrés salino.
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8.5. CONCLUSIONES

- El aumento de la concentracién de NaCl en el medio de cultivo increment6 la

actividad de la CAT en los explantos del cultivar Kennebec.

- Laadicion de las concentraciones de MeJa incrementaron la actividad de la CAT

en los explantos cultivados en ausencia de estrés salino.

- El aporte de las concentraciones de 50, 250 y 1250nM de MeJa al medio de
cultivo incrementaron la actividad de la CAT cuando los explantos fueron

expuestos a las concentraciones salinas evaluadas.

- El'aumento del estrés salino aumentd la actividad de la POD en los explantos del

cultivar Kennebec.

- La adicién de las concentraciones de MeJda al medio de cultivo incrementaron la

actividad de la POD en los explantos cultivados en ausencia de salinidad.

- La aplicacién de las concentraciones de MeJa en los explantos expuestos a un

estrés salino de 30 y 60mM no mostré variacion en la actividad de la POD.

- Todas las concentraciones de MeJa redujeron la actividad de la POD cuando los

explantos fueron cultivados con 90 y 120mM de NaCl.
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9. DISCUSION GENERAL
9.1. CARACTERIZACION DE CULTIVARES DE PATATA

Las areas con potencial agricola van disminuyendo con el aumento continuo de la
poblacién humana, que ocupa progresivamente mas territorio. Este hecho hace que la
produccidn agricola se desplace hacia areas con menor potencial y que regularmente son
afectadas por factores limitantes para los cultivos, como la sequia, las altas o bajas
temperaturas, la salinidad del suelo y del agua de riego. Por esta razén es necesario
insistir en la basqueda de cultivares tolerantes que permitan producir alimentos bajo

condiciones limitantes de estrés abidtico y bidtico (Ravishankar, 2011).

El cultivo in vitro de secciones nodales de especies agricolas se ha mostrado como una
técnica idonea para la caracterizacion de cultivares en base a su desarrollo vegetativo y
radical (Dasgupta et al., 2008; Daneshmand y Arvin, 2010; Rai et al., 2011). El cultivo
in vitro ha facilitado la caracterizacion de diferencias fenotipicas entre cultivares de una
misma especie cultivados bajo condiciones estrictamente controladas, principalmente de
temperatura, fotoperiodo y humedad, y de componentes del medio nutritivo, lo cual ha
permitido seleccionar cultivares con las caracteristicas agrondmicas mas adecuadas para
su cultivo en invernadero y campo (Gopal e Iwama, 2007). Es importante recalcar que
se han obtenido resultados de desarrollo, tolerancia y resistencia a factores bidticos y
abioticos bajo estrictas condiciones controladas que estan altamente correlacionados con
la respuesta en condiciones reales de cultivo (Gopal y Minocha, 1998; lwama y
Yamaguchi, 2006; Pérez-Clemente et al., 2006).

Esta técnica no solo se utiliza frecuentemente para la multiplicacion y mejora genética
en plantas con interés agronémico, para la conservacién de recursos fitogenéticos, para
la regeneracion de plantas transformadas genéticamente, para la obtencion de plantas
libres de plagas y enfermedades o para la produccion de metabolitos secundarios, sino
que también permite realizar estudios fisiologicos, bioguimicos o anatomicos, entre
otros (Ranalli et al., 1994; Gopal y Minocha, 1998; Gopal et al., 2002; Donnelly et al.,
2003; Gopal et al., 2005). Sin embargo, en el caso de la patata, Solanum tuberosum spp.
tuberosum, aun existe poca informacion sobre la caracterizacion de cultivares in vitro.
Elhag (1991) caracterizé méas de 80 genotipos de patata frente al estrés salino tanto en

campo como en cultivo in vitro y demostrd que el sistema de cultivo de secciones
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nodales es una herramienta adecuada para realizar un screening de genotipos capaces de
desarrollarse en diferentes situaciones de estres. De igual manera, mediante el cultivo in
vitro nosotros hemos caracterizado cuatro cultivares de patata de consumo en fresco con

diferente ciclo de maduracion en base a su desarrollo vegetativo y radical.

Secciones nodales de cada cultivar fueron cultivados en medio MS con 2% de sacarosa,
a 20°C vy fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad. Bajo estas condiciones el cultivar
Agata, el méas temprano, presentdé un mayor desarrollo vegetativo y radical respecto a
los cultivares Monalisa, Kennebec y Red Pontiac. En el cultivar Monalisa el desarrollo
vegetativo y radical fue significativamente menor que el observado en el cultivar Agata.
Mientras que en el cultivar Kennebec el desarrollo de los explantos fue superior al de
los cultivares Monalisa y Red Pontiac e incluso algunas de las variables, como el peso
fresco de explanto, el area foliar y el peso seco de las raices, no mostraron diferencias
significativas respecto a las del cultivar Agata. Los explantos del cultivar Red Pontiac
fueron los que menor desarrollo vegetativo y radical alcanzaron. Estos resultados son
similares a los observados por Gopal e Iwama (2007), y sugieren que el desarrollo
vegetativo y radical de los explantos depende de las caracteristicas genotipicas de cada
cultivar y que posiblemente esta relacionado con el ciclo de maduracion. Asi, el cultivar
Agata, al poseer el ciclo de maduracion més corto, presentd un desarrollo vegetativo y
radical mas rapido que los cultivares con ciclo de maduracion mas largo Monalisa,

Kennebec y Red Pontiac.

En base al mayor o menor desarrollo vegetativo y radical observado entre los cultivares
Monalisa, Kennebec y Red Pontiac bajo condiciones in vitro, estos pueden ser
caracterizados en relacion a su ciclo de maduracion. No obstante, es importante aclarar
que la clasificacion obtenida bajo estas condiciones de cultivo in vitro no coinciden
exactamente con la proporcionada por Appacale, (2008) en condiciones de Navarra,
debido a que la duracion del ciclo de maduracion de los cultivares es dependiente de la
temperatura y del fotoperiodo. Ello sugiere que el ciclo de maduracién de un cultivar
puede acortarse si se cultiva bajo condiciones de mayor temperatura y fotoperiodo
(Hassanpanah, 2010). Este mismo autor demostro que el cultivar Kennebec cultivado in
vitro posee un mayor desarrollo y adaptacién a condiciones adversas, como el estrés

salino, respecto a los cultivares Agria, Caesar, Santé y Satina.
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Los explantos del cultivar Red Pontiac presentaron desarrollo vegetativo y radical
significativamente menor que el del resto de cultivares evaluados. Estos resultados
concuerdan con lo observado por Shaterian et al. (2005), quienes demostraron que los
cultivares de patata mas tempranos presentan mayor tasa de crecimiento y biomasa que
los cultivares mas tardios cultivados bajo condiciones contraladas en invernadero. Las
diferencias encontradas en el desarrollo vegetativo y radical de los cuatro cultivares de
patata, cultivados in vitro permitieron caracterizar al cultivar Agata como extra
temprano, al cultivar Monalisa como semi tardio, al cultivar Kennebec como semi
temprano y al cultivar Red Pontiac como tardio cuando se cultivaron a una temperatura
de 20°C y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad. Estos resultados
también confirman que el cultivo in vitro es util y eficaz como herramienta para la
caracterizacion de cultivares (Elhag, 1991). Esta caracterizacion sera mas acertada en la
medida en que el cultivo in vitro se realice simulando las condiciones climaticas de la

region o localidad de donde se pretende realizar el cultivo.

9.2. EFECTO DEL METIL JASMONATO SOBRE EL DESARROLLO DE LOS
EXPLANTOS DE PATATA

Las hormonas vegetales son sustancias producidas de forma enddgena por la planta y en
cantidades muy pequefias, pero su papel sobre el desarrollo y en la respuesta ante
situaciones de estrés biotico y abiotico es de vital importancia para la supervivencia y
desarrollo de la planta (Creelman y Mullet, 1997; Kim et al., 2009). Sin embargo, se ha
demostrado que al igual que otros compuestos, generalmente componentes estructurales
de hongos o bacterias, la aplicacion exdgena de algunas hormonas vegetalespermite
activar el sistema de defensa natural de las plantas y protegerlas ante situaciones de
estrés bidtico y abidtico (Munns y Tester, 2008). En nuestros ensayos evaluamos el
efecto de la adicion exdgena de metil jasmonato (MeJa) al medio de cultivo sobre el
desarrollo de explantos de cuatro cultivares de patata. Estudios previos reportan los
efectos de la aplicacion exogena de JA y Mela sobre el desarrollo de las plantas
(Nojavan-Asghari e Ishizava, 1998; Corbineau et al., 1988; Preston et al., 2002; Toro,
2003; Pelacho y Mingo-Castel, 1991; Nojavan-Asghari y Norastehnia, 2006), asi como
también sobre la activacion del sistema de defensa de las plantas ante situaciones de
estrés bidtico y abiotico (Howe et al., 1996; McConn et al., 1996; Vijayan et al., 1998;
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Rao, et al., 2000; Reymond et al., 2000; Farmer, 2001; Nibbe et al., 2002; Xiao et al.,
2004; Schilmiller y Howe, 2005; Wasternack, 2007; Kim et al., 2009).

La aplicacion exdgena de jasmonatos provoca cambios a nivel celular que pueden
resultar beneficiosos o perjudiciales para el desarrollo vegetativo y radical de las
plantas. En funcién de la concentracion éstos promueven el aumento del area foliar, el
desarrollo radical y la tuberizacion o bien, la aplicacion de jasmonatos reducen la
longitud del sistema radical, la germinacién de semillas o la viabilidad del polen, entre
otros. El incremento de la concentracién de jasmonatos en las células vegetales provoca
cambios importantes en su metabolismo, como el incremento de los niveles de
compuestos fendlicos, de fitoalexinas y de la actividad enzimatica oxidativa (Rao et al.,
2000; Nibbe et al., 2002; Xiao et al., 2004; Schilmiller y Howe, 2005; Wasternack,
2007; Kim et al., 2009). Otros efectos asociados a la aplicacién exdgena de jasmonatos
en plantas incluyen la senescencia, la disminucién del crecimiento radical, la induccion
de la tuberizacion, el aumento de longitud de los tallos y el aumento del area foliar
(Pelacho y Mingo-Castel, 1991; Martin-Closas, 2007; Norastehnia et al., 2007; Kim et
al., 2009; Ramakrishna y Ravishankar, 2011). Los resultados obtenidos en nuestros
ensayos, en los que se aplica exdgenamente jasmonatos y en concreto del MeJa sobre el

crecimiento y desarrollo de las plantas, confirman varios de estos efectos.

La respuesta sobre el desarrollo vegetativo y radical del MelJa aplicado fue
independiente del ciclo de maduracion del cultivar. La aplicacion exdgena de MelJa de
determinadas concentraciones permitio incrementar la longitud de los explantos, el area
foliar, la cantidad de raices, el peso de las hojas, raices y del explanto entero en los
cuatro cultivares de patata ensayados Agata, Monalisa, Kennebec y Red Pontiac. Por
otra parte también se observé que la aplicacion exdgena de Mela tuvo siempre, un
efecto negativo para todas las concentraciones ensayadas sobre el alargamiento de las
raices. La longitud de los explantos de los cuatro cultivares aumentd progresivamente
cuando se cultivaron con concentraciones de 10 y 50nM de MelJa; si bien al incrementar
a 250nM de MelJa se observO una cierta saturacion en la respuesta. Incluso el
tratamiento con 1250nM de Mela, claramente produjo explantos mayores que los no
tratados. Estos resultados corroboran los observados por Pruski et al., (2002) y Zhang et
al., (2006).
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La aplicacion de concentraciones crecientes de MeJa al medio de cultivo permitié de
forma general incrementar el peso de los explantos. En todos los cultivares evaluados el
area foliar fue mayor en todos los tratamientos con Mela, aunque la variabilidad
obtenida no permitio identificar diferencias significativas. EI aumento del area foliar es
un efecto asociado a los jasmonatos ya demostrado en varias especies por Martin-Closas
et al., (2000) y Martin-Closas, (2007). Adicionalmente, se observé que las hojas de los
explantos cultivados con MelJa presentaron sintomas de clorosis de manera similar a la
reportada por Zhang et al., (2006). Por otra parte, en los cuatro cultivares la longitud del
sistema radical se redujo progresivamente con el incremento de la concentracion de
MeJa. El efecto negativo sobre la longitud del sistema radical fue demostrado
anteriormente en patata por Pruski et al. (2002), Zhang et al. (2006), Norastehnia et al.
(2007) y Martin-Closas (2007).

En todos los cultivares la cantidad de raices aumentd progresivamente con la
concentracion de MeJa aportada al medio de cultivo. Resultados similares fueron
descritos en los cultivares de patata Favorita y Helanwuhua cultivados con 0,1 y 1uM
de JA (Zhang et al., 2006) y maiz, Zea mays, cultivado con 50 y 100uM de Mela
(Norastehnia et al., 2007). Este efecto también fue observado por Pruski, (2002) en
cultivares de patata expuestos a 2500nM de JA. La determinacién del peso seco de los
explantos, como variable que permite determinar el efecto del MeJa sobre los explantos,
mostrd que en los cuatro cultivares de patata las concentraciones de MeJa aumentaron el
peso seco. Estos resultados concuerdan con los observados en los cultivares de patata
Favorita y Helanwuhua cultivados entre 0,1 y 1 uM de JA (Zhang et al., 2006) y por
Pruski, (2002) en cultivares de patata expuestos a 2500nM de JA.

La aplicacion exdgena de MeJa aumento el area foliar de los explantos de los cuatro
cultivares de patata, siendo el cultivar Monalisa fue el que menor area foliar desarroll6
al final de las cuatro semanas de cultivo. Nuestros resultados concuerdan con los
obtenidos aplicando por via foliar 5,7 y 11,4uM de Mela en alcachofa, Cynara
scolymus, (Martin-Closas et al., 2004) y en plantas de girasol, Helianthus annus,
expuestas a 100uM de MeJa (Rowe et al., 2012).
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Por otra parte, la reduccion en la longitud del sistema radical provocada por la
exposicion a concentraciones crecientes de MeJa es clara y posiblemente se deba a que
los jasmonatos como hormonas vegetales, presentan un antagonismo con el etileno
limitando su produccion. Otros autores indican que la reduccién de la longitud del
sistema radical se debe a que los jasmonatos y en especial las oxilipinas, subgrupo de
los jasmonatos, activan genes responsables de pérdida de la dominancia apical en las
raices por modificaciones estructurales en la pared celular relacionadas con la calosa y
la pectina (Vellosillo et al., 2007). Sun et al. (2009) y Yoon et al. (2009) han
demostrado que una concentracion de 1000nM de MelJa no inhibe el desarrollo radical
primario de plantas de arabidopsis y soja, respectivamente, pero concentraciones
superiores provocaron la inhibicion de crecimiento primario y promovieron el desarrollo

radical lateral.

En nuestros ensayos, el aumento en la cantidad de raices de los explantos se debe al
efecto de la aplicacion de Mela, que provoca un mayor desarrollo radical lateral;
posiblemente es una accion directa del MeJa que estimula una rapida diferenciacion de
los tejidos radicales (Toro, 2003; Sun et al., 2009). Los resultados obtenidos por Sun et
al., (2009) y Yoon et al., (2009) demuestran que la aplicacion exdgena de MeJa induce
la expresion de genes relacionados con la sintesis de auxinas que apoyan esta hipotesis,
ya que el incremento de los niveles de auxinas favorece la formacion de raices laterales

y limita el alargamiento de la raiz principal.

9.3. EFECTO DEL ESTRES SALINO EN CULTIVARES DE PATATA

El estrés osmdtico causado por la concentracion de sales en el suelo y en el agua de
riego provoca efectos que reducen el desarrollo y la produccion de los cultivos. La
salinizacion de las areas agricolas se debe principalmente al uso continuo de
fertilizantes y al riego con agua con elevado contenido de sales, siendo este problema
mas grave en regiones agricolas aridas y semiaridas. Para que las areas agricolas
propensas al estrés osmotico continden siendo productivas, es necesaria la basqueda de
soluciones que permitan mitigar los efectos perjudiciales de la salinidad en los cultivos.
La seleccion de cultivares tolerantes al estrés salino es una de las vias para lograr este
objetivo. En nuestros ensayos evaluamos in vitro los efectos perjudiciales de la

salinidad y la tolerancia al estrés salino en cuatro cultivares de patata.
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El efecto del estrés salino sobre los cultivares de patata observados en nuestros ensayos
es similar a los reportados por varios autores. El estrés salino es conocido por causar
efectos adversos sobre el desarrollo de las plantas incluyendo la disminucion de su
altura, el peso de hoja, tallo y raices, y la cantidad de raices de los explantos (Elkhatib et
al., 2004; Flowers, 2004; Pour et al., 2010). De forma general a concentraciones de
100mM de NaCl el crecimiento de las plantas se ve severamente afectado, el
enraizamiento y el crecimiento de tallos de los cultivares de patata expuestos a 100mM
de NaCl in vitro y en condiciones de campo se reduce y en muchos casos es inhibido
completamente (Fidalgo et al., 2004; Texeira y Pereira, 2007; Pour et al., 2010).

En nuestros ensayos se determind la tolerancia al estrés salino en base a varios
parametros de desarrollo que de una u otra forma repercuten en el peso total de los
explantos, por lo que se toma este como mayor indicador de la tolerancia a la salinidad.
La adicion de concentraciones de 0, 30, 60 90 y 120mM de NaCl al medio de cultivo
redujo progresiva y significativamente el desarrollo vegetativo y radical de los
explantos de los cuatro cultivares de patata. Sin embargo, la sensibilidad a la salinidad
fue diferente entre ellos. Esta respuesta estd relacionada con las caracteristicas
genotipicas propias de cada uno de los cultivares y quiza también influenciada por la

duracién del ciclo de maduracion.

El estrés salino afectdé en mayor porcentaje a los cultivares con ciclo de maduracién mas
corto. El peso seco de los explantos de los cultivares Agata y Monalisa se redujo
drasticamente con el incremento de la concentracion salina en el medio de cultivo. Con
un estrés salino de 30mM el peso seco de estos cultivares se redujo en un 40 y 12%,
respectivamente. Al aumentar la concentracion de NaCl a 60, 90 y 120mM la reduccion
del peso seco fue mayor y en el caso del cultivar Agata el desarrollo de los explantos se
inhibid practicamente en su totalidad con cualquiera de estos tres niveles de salinidad.
En los cultivares Kennebec y Red Pontiac el peso seco de los explantos se redujo
progresivamente con el incremento del estrés salino, pero en menor grado que el

observado en los cultivares de ciclo de maduracion mas corto.
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El cultivar Kennebec fue el menos afectado por el estrés salino e incluso mostré un
mayor desarrollo cuando se cultivé con 30mM de NaCl, y cuando se aport6 60mM de
NaCl practicamente no se presentaron diferencias en el desarrollo respecto al
tratamiento control sin NaCl. En estudios previos, el cultivar Kennebec demostré ser

mas tolerante al estrés salino que el cultivar Concord (Aghaei et al., 2008).

Las diferencias encontradas en el peso seco de los explantos de los cultivares Agata y
Monalisa, Kennebec y Red Pontiac, cultivados in vitro, es un indicativo de la mayor o
menor tolerancia al estrés salino, indicando asi que los cultivares mas tolerantes
presentan un peso seco mayor que los no tolerantes. Resultados de tolerancia al estrés
salino, 90mM de NaCl en patata fueron descritos por Aghaei et al. (2008) en los
cultivares de patata tolerante y menos tolerante, Kennebec y Concord, cultivados in
vitro, sugiriendo asi que la respuesta observada frente al estrés salino es dependiente del
cultivar. Sin embargo, la duracion del ciclo de maduracién tambien puede interferir en
el aumento del peso seco ya que los cultivares con ciclo de maduracion corto poseen un
desarrollo vegetativo y radical mas rapido y el efecto negativo de la salinidad es mas
fuerte respecto a los cultivares de ciclo de maduracion méas largo. En este sentido,
Shaterian et al. (2005) al comparar clones de patata de ciclo de maduracion temprano y
tardio y expuestos a un estrés salino, no observaron diferencias sigificativas en el
desarrollo vegetativo, pero si observaron que los clones mas tempranos el rendimiento

fue menor que en los clones mas tardios.

Por otra parte, se ha demostrado que tanto los cultivares de ciclo de maduracion corto y
como los de ciclo de maduracién mas largo acumulan sodio en las hojas como respuesta
al estrés salino (Munns y Tester, 2008; Rajendran et al., 2009). Sin embargo, los
cultivares tolerantes al estrés salino acumulan menos sodio en sus hojas que los menos
tolerantes. Por otra parte la concentracion de sodio en las raices es mayor en los
cultivares tolerantes respecto a los menos tolerantes. La mayor concentracion de sodio
en las raices es posiblemente el mecanismo de respuesta a la salinidad, mecanismo que
evita que el sodio llegue a las hojas y cause la deshidratacion, clorosis y senescencia de
las hojas; este fendmeno es conocido como tolerancia al estrés salino y que permite que
la planta tenga un adecuado flujo de agua interno que permita mantener la transpiracion
(Pour et al., 2010).
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Nuestros ensayos muestran los efectos adversos del estrés salino sobre el desarrollo
vegetativo y radical de los explantos, que en general fueron menores en los cultivares
Kennebec y Red Pontiac que en los cultivares Agata y Monalisa. La efectividad del
sistema in vitro observada en este experimento para la seleccion de cultivares con
diferente tolerancia a la salinidad se plantea como una herramienta que permitiria
seleccionar los cultivares con potencial tolerancia a la salinidad y otros factores
abioticos.

9.4. EFECTO PROTECTOR DEL METIL JASMONATO FRENTE AL ESTRES
SALINO EN CULTIVARES DE PATATA

El uso de compuestos que permitan a las plantas responder positivamente ante el estrés
salino mediante el aumento de la tolerancia es necesario y presenta un uso potencial en
la agricultura actual. En nuestros ensayos evaluamos el efecto protector del metil

jasmonato (MeJa) ante el estrés salino en cuatro cultivares de patata cultivados in vitro.

La respuesta de las plantas a situaciones de estreés biotico y abiotico depende de la
activacion de sus sistemas de defensa. Estos sistemas involucran diferentes respuestas,
como la induccion de compuestos osmoprotectores, entre ellos la prolina que actla
como protector celular ante un estrés salino o hidrico, la eliminacién de los iones
toxicos a través de las hojas o la acumulacion de iones en las vacuolas y la induccién de
genes de defensa que incrementan los niveles de metabolitos secundarios y aumentan la

capacidad antioxidante que ayudan a mitigar el dafio del estrés.

Los jasmonatos son hormonas vegetales inducidas de forma endogena ante situaciones
de estrés bidtico y abiotico (Wasilewska et al., 2008; Vlot, 2009). La aplicacién
exogena de jasmonatos y otras hormonas vegetales, como el &cido salicilico, el etileno o
los brasinosteroides, activan los sistemas de defensa de la planta, mostrando un gran
potencial de uso en la agricultura para contrarrestar situaciones de estrés biotico y
abiotico (Yoon et al.,, 2009; Del amor y Cuadra-Crespo, 2011). En nuestros
experimentos evaluamos el potencial efecto protector del MeJa ante el estrés salino.
Cuatro cultivares de patata de diferente ciclo de maduracion se cultivaron con
concentraciones salinas de 30, 60, 90 y 120mM vy a todas ellas se afiadio 10, 50, 250 y
1250nM de MeJa. Los resultados obtenidos confirman la accion protectora del MeJa

ante el estres salino. Los explantos de los cultivares evaluados que contenian MeJa en el
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medio de cultivo mostraron un incremento en el desarrollo vegetativo y radical aun en
condiciones de salinidad. La aplicacién exdgena de Mela incrementd el desarrollo
vegetativo y radical de los explantos. Estos efectos asociados a la aplicacion exdgena de
MeJa, descritos en el capitulo 4 de esta Tesis Doctoral, concuerdan con estudios
realizados por otros autores (Martin-Closas et al., 2000; Pruski et al., 2002; Zhang et al.,
2006).

Por otra parte, la salinidad provoco la reduccion de la longitud del sistema radical en los
explantos de los cuatro cultivares, efecto que fue potenciado con la aplicacion exdgena
de MeJa. Este efecto asociado al estrés salino se debe principalmente a la acumulacion
de iones que causan un estrés osmatico en el explanto (Munns y Tester, 2008). La
reduccion de la longitud del sistema radical debida a la aplicacion exdgena de Mela se
debe a una pérdida de dominancia apical provocada por la expresién de genes que
inducen la biosintesis de auxinas (Sun et al., 2009; Yoon et al., 2009).

El aumento en el desarrollo vegetativo y radical observado tras la aplicacion de MeJa
posiblemente se debe a la capacidad de este compuesto para promover el aumento de la
cantidad de raices de las plantas. Este efecto puede ser una estrategia importante para la
planta para mitigar el efecto negativo del estrés salino, ya que permitiria incrementar y/o
mantener absorcién de agua y nutrientes necesario para la transpiracion (Orozco-
Cardenas et al., 2001; Neill et al., 2002; Hung y Kao, 2003).

En nuestros ensayos el mayor desarrollo vegetativo y radical de los explantos expuestos
al estrés salino se obtuvo con la aplicacion exdgena de MeJa a concentraciones de 50 a
1250nM; la concentracion de 10nM de MeJa en muchos de los casos no fue suficiente
para mitigar los efectos perjudiciales del estrés salino; la respuesta del Mela es
dependiente de la concentracion. Zhang et al., (2006), demostraron que concentraciones
de JA entre 0,1 y 1uM incrementaron el desarrollo vegetativo y radical de los explantos

mientras que concentraciones inferiores a 0,14M no causaron efecto alguno.

Por otra parte, el mayor o menor desarrollo vegetativo y radical de los cultivares
evaluados frente al estrés salino también dependid en gran parte de las caracteristicas
genotipicas de cada cultivar, como ha sido descrito en estudios previos (lwama, 1998;
Shaterian et al., 2005).
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Finalmente, nuestros ensayos demuestran la eficacia del cultivo in vitro para el estudio
de los mecanismos de respuesta de las plantas expuestas a un estrés abiético como la
salinidad (Dasgupta et al., 2008; Daneshmand y Arvin, 2010). Mediante esta técnica es
posible realizar analisis de eficacia de compuestos inductores o activadores de los
mecanismos de defensa de las plantas de forma réapida y fiable (Queiros et al., 2007;
Dasgupta et al., 2008; Aghaei et al., 2009; Daneshmand y Arvin, 2010; Singh-Gill y
Tuteja, 2010; Rai et al., 2011).

9.5. DETERMINACION DE LOS CONTENIDOS DE PROLINA COMO
INDICADOR DE TOLERANCIA AL ESTRES SALINO

El contenido de prolina aumenté gradual y progresivamente con el estrés salino. En el
conjunto de los cuatro cultivares la concentracion de 30mM de NaCl lo increment6 en
un 207%, con 60mM el aumento fue del 512%, con 90mM del 597% y con 120mM del
637%. EIl aumento del contenido de prolina es un mecanismo de respuesta propio de las
plantas frente al estrés salino demostrado previamente en otros cultivares de patata
(Fidalgo et al., 2004; Texeira y Pereira, 2007; Aghaei et al., 2008). La planta expuesta al
estrés salino acumula prolina, la cual permite mantener un balance iénico en el
citoplasma y en las vacuolas, permitiendo asi mantener un flujo de agua en la planta y
con ello continuar su crecimiento y desarrollo (Hasegawa et al., 2000; Singh et al.,
2000; Zhifang y Loescher, 2003). La prolina demostrd ser un potencial marcador del
estrés salino, observandose que a mayor estrés salino mayor es la acumulacion de

prolina en los tejidos.

Por otra parte, se observd que la aplicacion exdgena de MelJa también increment6 el
contenido de prolina cuando los explantos fueron cultivados sin estrés salino.
Resultados similares han sido observados en cebada, Hordeum vulgare, donde el
contenido de prolina aumento6 con la aplicacion de JA 15uM (Bandurska et al., 2003).
El mayor contenido de prolina relacionado con la aplicacion de MeJa posiblemente se
debe a que el Mela activa la expresion de varios genes de la planta relacionados con la
respuestas de defensa a situaciones de estrés (Kazan y Manners, 2008). Una de estas
respuestas puede estar relacionada con la sefial de transcripcion de los genes

responsables de la sintesis del ABA, hormona vegetal relacionada con la respuesta al

203



9. Discusién general

estrés osmotico y que promueve la acumulacion de prolina en los tejidos de las plantas
(Kim et al., 2009).

En el anélisis del estrés salino por cultivar, se observd que en ausencia de NaCl el
cultivar Agata presentd el contenido de prolina mas alto, seguido por los cultivares
Monalisa, Kennebec y Red Pontiac que presentaron valores similares. Al incrementar el
estrés salino a 30 y 60mM de NaCl el patron de respuesta fue similar, mientras que con
la aplicacion de 90 y 120mM de NacCl el cultivar Agata no pudo ser evaluado debido a
su falta de desarrollo. A estas concentraciones salinas evaluadas el contenido de prolina
fue mayor en el cultivar Red Pontiac, seguido por el cultivar Monalisa, el cultivar
Kennebec presentd el contenido de prolina mas bajo. En estudios previos llevados a
cabo en patata demuestran que los cultivares con ciclo de maduracion mas largos
presentan una mayor adaptacion a condiciones adversas debido a que la duracién de las
etapas fenoldgicas son méas largas que en los cultivares con ciclos de maduracién mas
tempranos (lwama, 1998; Shaterian et al., 2005). Shaterian et al. (2005) observaron que
los clones de patata de ciclo de duracion mas largo presentaban mayores niveles de

prolina respecto a los mas tempranos bajo condiciones de estrés salino 150mM.

El analisis del efecto protector del MeJa frente al estrés salino mostré que cuando los
explantos de los cuatro cultivares fueron expuestos a diferentes concentraciones de
salinidad, el contenido de prolina aument6. En plantas de cebada, Hordeum vulgare,
tratadas con JA, el contenido de prolina se increment6d (Maslenkova et al., 1992). En
soja, Glicine max, la aplicacion de MeJa incrementd el contenido de prolina (Yoon et
al., 2009). Por el contrario la aplicacién exdgena de MeJa restringe la acumulacién de
prolina en plantas de colza, Brassica napus, expuestas al estrés salino (Huget et al.,
2003). Nuestros resultados demuestran que los cultivares, mas sensibles al estrés salino,
Agata y Monalisa, acumularon méas prolina que los cultivares tolerantes, Kennebec y
Red Pontiac bajo condiciones de estrés salino de hasta 120mM. El cultivar Kennebec
presentd un mayor desarrollo y una menor acumulacion de prolina que los mas
sensibles. Sin embargo estos resultados difieren con otros estudios que indican que altos
niveles de prolina estan relacionados con los cultivares tolerantes (Verbruggen y
Hermans, 2008). La respuesta de la prolina ante el estrés salino puede ser dependiente

de la especie y en algunos casos de la variedad sobre la cual se ensaya.
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9.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE FRENTE AL
ESTRES SALINO

Para mitigar o hacer frente a la generacion de ROS las plantas han desarrollado un
eficiente sistema de respuesta antioxidante, el cual esta mediado por compuestos
antioxidantes no enzimaticos, como los flavonoides o los tocoferoles, entre otros, y
enzimaticos, como la catalasa (CAT), la peroxidasa (POD), la ascorbato peroxidasa
(APX), la glutation reductasa (GPX) y la superéxido dismutasa (SOD), que permiten
eliminar los niveles de ROS de los tejidos vegetales (Willekens, et al., 1995; Mittler,
2002; Miller, 2009). Estudios previos han demostrado que la actividad antioxidante de
las plantas puede estar relacionada con los niveles endogenos de los jasmonatos, 0 bien
ser inducida mediante la aplicacion exdgena de compuestos como el MeJa, que activan
estos mecanismos de defensa y tambien incrementan la actividad de las enzimas
antioxidantes (Jung, 2004; Wang et al., 2007; Parra-lobato et al., 2009; Martins dos
Santos Soares, 2010). Se ha demostrado que la actividad antioxidante de las plantas
aumenta en respuesta al estrés salino para proteger y evitar los dafios celulares que
provocan los altos niveles de ROS que se generan en las células, lo cual permite obtener
una mayor tolerancia a la salinidad (Rahnama y Ebrahimzadeh, 2005; Mandhania et al.,
2006; Neto et al., 2006).

En el cultivar Kennebec, tolerante a la salinidad, se observo que la actividad de la CAT
aumento ligeramente bajo condiciones de estrés salino de hasta 120mM. La actividad de
la CAT aumentd con la aplicacion exdgena de MelJa tanto en los explantos cultivados
con o sin estrés salino. Bajo condiciones de estrés salino superiores a 30mM las
concentraciones entre 50 y 1250nM de MeJa permitieron incrementar la actividad de la
CAT, concentraciones por de bajo de 50nM de MeJa presentaron una actividad
enzimatica similar al control sin MeJa. Estos resultados demuetran que la actividad de la
CAT es un mecanismo eficaz para la reduccion de los niveles altos de ROS (Aghaei et
al., 2009), lo cual, se traduce en una mayor tolerancia de los explantos a condiciones
salinas y un mayor desarrollo vegetativo y radical. El incremento de la actividad de la
CAT debida al MeJa ha sido demostrada por varios investigadores. Jung (2004)
demostro que los niveles de CAT aumentaron significativamente, un 58%, siete dias

después del tratamiento con MeJa 10uM en Arabidospsis thaliana. En hojas de
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higuerilla, Ricinus comunis, la actividad de la CAT se increment6 12 horas después del
tratamiento con MelJa (1.1mM); a las 24 y 48 horas la actividad disminuyod,
posiblemente debido a la estabilizacion del MeJa en los tejidos de la planta (Martins dos
Santos Soares, 2010).

La actividad de la POD aument6 en los explantos del cultivar Kennebec cultivados bajo
estrés salino. Daneshmand y Arvin (2010) observaron el aumento de la actividad de la
POD en Solanum stoloniferum, Solanum bulbosum y Solanum acaule cultivados in vitro
y expuestos a un estrés salino de hasta 120mM para determinar la mayor o menor
tolerancia al estrés salino. Otros estudios tambien respaldan el aumento de la actividad
de la POD ante situaciones de estrés como mecanismo de respuesta antioxidante (Jung,
2004; Rahnama y Ebrahimzadeh, 2005; Mandhania et al., 2006; Neto et al., 2006).

La actividad de la POD aumentd cuando los explantos se cultivaron con MeJa y en
ausencia de salinidad. La aplicacion de MeJa no afecté a la actividad de la POD de los
explantos cultivados con hasta 60mM de NaCl, mostrando valores similares a control
sin MeJa. Sin embargo, con concentraciones salinas de 90 y 120mM todas las
concentraciones de Mela redujeron la actividad de la POD. La reduccion méaxima de la
POD se observo con la adicién de MeJa en la concentracion salina maxima de 120mM y
presentando valores similares al control sin salinidad. Resultados similares han sido
observados en berenjena, Solanum melongena, en la que la salinidad y la adicion de
10uM JA incrementd la actividad de la POD y el JA promovié un mayor desarrollo
vegetativo respecto al control (Manar et al., 2013). Por otra parte, en semillas de pepino,
Cucumis sativus, la aplicacion de 10uM de MeJa incremento la actividad de laPOD y la
CAT respecto al control y mostrando una mayor tolerancia el estrés por bajas

temperaturas (Li et al., 2012).

Estos resultados obtenidos en el cultivar de patata Kennebec, cultivar clasificado como
tolerante a la salinidad, confirman que las variaciones en la actividad enzimatica de la
CAT y de la POD son mecanismos eficaces para eliminar o reducir los niveles toxicos
de ROS debido al estrés salino. La adicion de MeJa provoca un aumento importante de
la actividad de la CAT, el cual es relativamente independiente de la concentracion
salina, sugiriendo que el MeJa promueve una mayor actividad de la CAT para

contrarrestar los efectos téxicos de las ROS. Las concentraciones de 50, 250, 1250nM
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de MeJa fueron las que promovieron una mayor actividad de la CAT. Son necesarios
mas estudios para confirmar si las actividades de la CAT y POD estan relacionadas
entre si 0 actuan de forma independiente. También es necesario profundizar en el
conocimiento, a nivel gendémico, como el propuesto por Joseph y Jini (2011) para
identificar genes potenciales relacionados con la actividad antioxidante y su relacion
con el efecto inductor del MeJa como estrategia para aumentar la tolerancia de los

cultivos al estrés salino.
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CONCLUSIONES GENERALES

- El cultivar Agata fue el que mayor desarrollo vegetativo y radical alcanzo y bajo
las condiciones de cultivo de esta tesis se caracteriz6 con un ciclo de maduracion

extra temprano.

- EIl cultivar Monalisa presenté un menor desarrollo vegetativo y radical y se

caracterizo con un ciclo de maduracion semi tardio.

- EIl cultivar Kennebec presentdé un desarrollo vegetativo y radical inferior al
cultivar Agata y superior a Monalisa, este cultivar se caracterizo con un ciclo de

maduracion semi temprano.

- El cultivar Red Pontiac fue el que menor desarrollo vegetativo y radical presentd

y se caracterizd con un ciclo de maduracion tardio.

- La aplicacion exdgena de MelJa promueve el desarrollo vegetativo y radical de
los explantos de patata cultivados in vitro.

- Las concentraciones de MeJa de 10, 50, 250 y 1250nM incrementan el
desarrollo vegetativo y radical de los explantos de patata; la respuesta observada
es dependiente del cultivar y de la concentracion de Mela.

- La aplicacion exogena de MeJa incrementd la cantidad de raices y el area foliar

de los explantos de patata evaluados.

- El estrés salino redujo el desarrollo vegetativo y radical de los explantos de los

cuatro cultivares de patata.

- El desarrollo vegetativo y radical del cultivar con ciclo de maduracion mas
corto, Agata, es el mas afectado por el estrés salino, mientras que los cultivares
de ciclo de maduracion mas largo presentaron una mayor adaptacion al estrés

salino.
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El cultivar Kennebec es el mas tolerante al estrés salino, seguido por los
cultivares Red Pontiac y Monalisa.

La aplicacion exdgena de MelJa produjo un efecto protector frente al estrés
salino en los cultivares de patata evaluados, permitiendo incrementar el
desarrollo vegetativo y radical de los explantos cultivados en condiciones de

salinidad.

La aplicacion exdgena de MeJa bajo condiciones de estrés salino increment6 la
longitud de explanto, peso fresco y seco, area foliar y cantidad de raices en los

explantos.

El MeJa redujo la longitud del sistema radical de los explantos pero incrementa
la cantidad de raices.

La concentracion minima de MeJa utilizada, 10nM, no fue suficiente para
mitigar los efectos negativos del estrés salino; las concentraciones superiores, de

hasta 1250nM, de MeJa si permitio incrementar la tolerancia al estrés salino.

El contenido de prolina en los explantos aumenté progresivamente con el

aumento de la salinidad.

La aplicacion exdgena de Melda incrementd los niveles de prolina en los

explantos de todos los cultivares cultivados en ausencia de estrés salino.

El cultivar Kennebec fue el que menor contenido de prolina presento, lo cual

esta relacionado con su mayor tolerancia al estrés salino.

El estrés salino incremento ligeramente la actividad de la CAT en el cultivar

Kennebec.

La aplicacion exdgena de MeJa entre 10 y 1250nM incremento la actividad de la

CAT en el cultivar Kennebec con y en ausencia de estrés salino.
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10. Conclusiones generales

La salinidad aumentd la actividad de la POD en los explantos del cultivar
Kennebec.

El estrés salino de hasta 30mM no incrementd la actividad de la POD en el

cultivar Kennebec.

La aplicacion exdgena de Meda no incrementd la actividad de la POD en los

explantos cultivar Kennebec cultivados hasta con 60mM de NaCl.

La actividad de la POD se redujo con la aplicacion exdgena de MeJa cuando los

explantos fueron expuestos a 90 y 120mM de NaCl.
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L_a salinidad es un factor limitante para la produccién agricola especialmente en la
regiones aridas y semidridas del planeta, la salinidad disminuye severamente el desarrollo
vegetativo, radical y las cosechas de los cultivos. La caracterizacion in vitro de cultivares
con mayor tolerancia el estrés salino es necesaria para garantizar la produccion y
abastecimiento de los productos agricolas. Asi mismo la evaluacion de compuestos, como
el metil jasmonato, con capacidad de incrementar la tolerancia de las plantas expuestas a
situaciones de estrés bidtico y abiotico, y en este caso el estrés salino, son una alternativa
atil para mitigar o al menos disminuir el impacto negativo de la salinidad sobre el
desarrollo, crecimiento y produccion de los cultivos.



