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RESUMEN

El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) estd limitado en su
produccién por la falta de semilla sana, certificada y de buena
calidad. La tuberizacién i vitro podria satisfacer esta necesidad.
Los reguladores de crecimiento y moléculas como H,O, se han
usado para la induccién de microtubéreulos. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto del H,O, como inductor de la
microtuberizacion durante tres subcultivos. La hipdtesis sugiere el
efecto inductor del H,O, en la tuberizacion in vitro de S. tuberosum
en mds de un subcultivo. El disefio experimental fue un factorial
de 2X6X 3, los factores principales fueron tratamiento con H,O,,
dias de observacién y subcultivos; cada subcultivo tuvo 12 unidades
experimentales con tres repeticiones por tratamiento. Explantes
nodales de microplantas de papa se sumergieron en H,O, 5 mM
por 1 h, se colocaron en medio MS y se incubaron 30 d, este fue
el primer subcultivo. Parte de las microplantas de este subcultivo
se transfirieron a medio de tuberizacidn y la otra parte se sub-
cultivé dos veces. El primer subcultivo se sumergié en H,O,. El
efecto inductor del H,O, se observd en la microtuberizacion de
los tres subcultivos. El H,O, estimulé la tuberizacién i vitro en
los dias de observacién y los tres subcultivos. El nimero mayor
de microtubéreulos (MT) se registrd en el subcultivo II, respecto
a Iy III; no obstante, el efecto inductor del H,O, se observd en
los tres subcultivos. La correlacién entre el peso y tamafio de los
MT fue positiva (=0.63) y 64% de los MT brotaron antes de
la cosecha. El H,O, podria incluirse en sistemas de produccién

intensivos de MT.
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ABSTRACT

'The production of potato crops (Solanum tuberosum L.) is limited
by the lack of healthy, certified, and good quality seed. Iz vitro
tuberization could satisfy this need. Growth regulators and
molecules such as H,O, have been used to induce microtubers.
The objective of this investigation was to evaluate the effect of
H,0, as inducer of microtuberization in three subcultures. The
hypothesis suggests H,O, has an inducing effect on the iz vitro
tuberization of S. uberosum in more than one subculture. The
experimental design was a 2X6X3 factorial design, in which
the main factors were: H,O, treatment, observation days, and
subcultures; each subculture had 12 experimental units with three
replicates per treatment. Nodal explants of potato microplants were
immersed in 5 mM of H,O, for 1 h, and then they were incubated
in a MS medium, during 30 d: this was the first subculture. One
part of the microplants of this subculture were transferred to a
tuberization medium, and another part was subcultured twice.
The first subculture was submerged in H,O,. The inducing
effect of H,O, was observed in the microtuberization of the three
subcultures. H,O, stimulated the i vizro tuberization in the three
subcultures during the observation days. The largest number of
microtubers (MT) was recorded in subculture II; however, the
inducing effect of H,0, was observed in all three subcultures.
The correlation between the weight and size of MT was positive
(t*=0.63) and 64% of MT sprouted before the harvest. H,0,

could be included in MT intensive production systems.

Keywords: Microtuberization, potato, hydrogen peroxide,

biotechnology.
INTRODUCTION

iotechnology allows the quick and efficient
production of globally important crops such
as potatoes (Solanum tuberosum L.), and in
Mexico, potato is appreciated for its availability
throughout the year, price, and nutritional value. The
continuous growth of world population demands the



AGROCIENCIA, 16 de noviembre - 31 de diciembre, 2019

INTRODUCCION

a biotecnologia permite la produccién répida

y eficiente de cultivos de importancia mundial

como la papa (Solanum tuberosum L.), y en
México la papa se aprecia por su disponibilidad du-
rante el afio, precio y valor nutricional. El incremento
constante de la poblacién global exige aumentar la
produccién y proveer al mercado tubérculos sanos,
inocuos y de buena calidad. La tuberizacién in vitro
o microtuberizacién ha cobrado importancia por las
ventajas de manejo, produccién y embalaje de semi-
llas sanas. Los reguladores vegetales y las moléculas,
como H,0O,, favorecen este proceso y se utilizan para
incrementar la produccién.

El H,0, es una molécula oxidante, como otras
especies reactivas de oxigeno (ERO) en las células de las
plantas; como otros oxidantes, se produce naturalmen-
te debido a reacciones celulares de 6xido-reduccién,
en respuesta a interacciones con el ambiente. Su pro-
duccién aumenta con el estrés bidtico y abidtico vy,
por su naturaleza quimica, es potencialmente dafiina
en concentraciones elevadas. Foyer y Noctor (2005)
senalaron que el H,O, es una molécula senal, que
acta como segundo mensajero en procesos asocia-
dos durante el crecimiento y desarrollo de las plantas
(Foreman et al., 2003; Mittler ez al., 2004; Deng ez
al., 2012).

EI H,O, se identific6 como molécula inductora de
la tuberizacién (Mani ez al., 2012) y de la microtuberi-
zacién en papa (Sinchez-Rojo y Lépez-Delgado, 2010;
Lépez-Delgado ez al., 2012). Ademis, Lépez-Delgado
et al. (2012) senalaron el potencial de induccién del
H,0, alargo plazo durante 30 d de crecimiento, des-
pués de la inmersién de los explantes por 1 h en con-
centraciones de 1, 5y 50 mM y subcultivo posterior en
medio de tuberizacién. Estos autores observaron que
1y 5 mM de H,O, en dos temperaturas y oscuridad
incrementaron el porcentaje de microtuberizacidn, el
peso de microtubéreulos (MT) y la brotacién, respecto
al testigo.

Ademds, el H,O, se asocié con la respuesta de
tolerancia a estrés bidtico (Romero-Romero y Lépez-
Delgado, 2009, Martinez-Gutiérrez et al., 2012),
abidtico en papa (Mora-Herrera ez al., 2005), al incre-
mento en el nimero de tubérculos, didmetro del tallo
y contenido de almidén y de lignina (Lépez-Delgado
et al., 2005) y al crecimiento de raices en papa (Deng
etal.,2012).
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increase of production, and the supply of healthy,
innocuous, and good quality tubers to the market.
In vitro tuberization or microtuberization has gained
importance, due to the advantages provided by the
handling, production and packaging of healthy seeds.
Plant regulators and molecules (such as H,O,) favor
this process and are used to increase production.

H,0O, is an oxidant molecule which —like other
reactive oxygen species (ROS)— can be found in
plant cells; just as other oxidants, it occurs naturally,
as a result of cellular oxidation-reduction reactions,
in response to interactions with the environment. Its
production increases with biotic and abiotic stress and,
because of its chemical nature, it is potentially harmful
at high concentrations. Foyer and Noctor (2005)
pointed out H,O), is a signal molecule, which acts as
a second messenger in associated processes during the
growth and development of plants (Foreman e 4l.,
2003; Mittler ez al., 2004; Deng ez al., 2012).

H,O, was identified as a molecule that induces
tuberization (Mani et /., 2012) and microtuberization
in potato (Sinchez-Rojo and Lépez-Delgado, 2010;
Lépez-Delgado ez al., 2012). Besides, Lépez-Delgado
et al. (2012) reported the long-term induction
potential of H,O, during 30 d of growth, after
the explants were immersed for 1 h at 1, 5, and
50 mM concentrations, and subsequent subculture in
a tuberization medium. The authors observed that 1
and 5 mM of H,O, at two temperatures and darkness
increased the microtuberization percentage, the weight
of microtubers (MT), and the sprouting, with respect
to the control.

In potatoes, H,O, was also associated with:
tolerance response to biotic stress (Romero-Romero
and Lépez-Delgado; 2009, Martinez-Gutiérrez ez
al., 2012), abiotic stress (Mora-Herrera et al., 2005),
increase in the number of tubers, stem diameter, and
starch and lignin content (Lépez-Delgado ez al., 2005),
and root growth (Deng ez al., 2012).

H,0, is mobilized between cellular compartments
through aquaporins (Bienert ez /., 2007), it is related
to salicylic acid (AS) in several physiological processes
in plants and acts as a second messenger (An and Mou,
2011). Its participation is probably similar to AS’,
since it takes part in the O, transfer reaction during
the synthesis of cinnamic acid, which is a precursor of
AS (Gilbert et al., 2004); in this interaction, it could
act in the signal transduction, in low concentrations,
from the moment it crosses the cell membranes.
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La movilizacién del H,O, entre compartimentos
de la célula es mediante las acuaporinas (Bienert ez al.,
2007), estd relacionado con el 4cido salicilico (AS) en
varios procesos fisioldgicos en plantas y actiia como
segundo mensajero (An y Mou, 2011). Su participa-
cién es probable que sea similar a AS, ya que interviene
en la reaccién de transferencia de O, en la sintesis del
dcido cindmico, que es un precursor de AS (Gilbert
et al., 2004); en esa interaccién podria acttar en la
transduccién de senales, en concentraciones bajas,
desde que atraviesa las membranas celulares.

En la tuberizacién in vitro de S. tuberosum partici-
pan: fotoperiodo, cantidad de sacarosa y otras condi-
ciones del medio de cultivo como los reguladores de
crecimiento, inhibidores de las giberelinas (Sadder y
Suwwan, 2004; Ghavidel ez al., 2012), temperatura
(Kolachevskaya ez al., 2015) e interaccién de senales
enddgenas y ambientales (Ferreira e /., 2010). Los
reguladores del crecimiento son determinantes para la
tuberizacién. La citocinina benzil amino purina (BAP)
estimula la microtuberizacién y participa en la emisién
y crecimiento de brotes (Ghavidel ez 4., 2012; Rou-
meliotis ez al., 2012; Pasare ez al., 2013; El Dessoky ez
al., 2015). El objetivo de esta investigacién fue evaluar
el efecto inductor del H,O, en la tuberizacién in vitro
de S. tuberosum hasta el tercer subcultivo.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El estudio incluyé microplantas de papa libres de virus, del
clon 981819, del banco de germoplasma i vitro del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,
campus Metepec, México. Con las microplantas de 30 d de edad
se obtuvieron explantes nodales, que se plantaron en medio de
cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) con 1 mg L™ 4cido gi-
berélico (GA3), sacarosa 3% (P/V) y phytagel (2.25 g LY, como
gelificante (Espinoza e al., 1986). Los explantes se mantuvieron
a20=1 °C, con fotoperiodo de 16 h con fuente fluorescente (35
umol m™? s_l, 400-700 nm).

Induccién de la tuberizacién in vitro

Explantes nodales sin hoja, aislados de microplantas de 30 d de
edad, se mantuvieron inmersos por 1 hen H,O, 5 mM pH 5.6, se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y se plantaron en
el medio MS donde se mantuvieron 30 d. Los explantes testigo se

sumergieron en agua destilada estéril al mismo pH. Setenta micro-

Factors which are involved in the in vitro
tuberization of S. zuberosum include: photoperiod,
quantity of sucrose, and other conditions of the
culture medium —for instance, growth regulators,
gibberellin inhibitors (Sadder and Suwwan, 2004;
Ghavidel ez al., 2012), temperature (Kolachevskaya
et al., 2015), and interaction of endogenous and
environmental signals (Ferreira ez /., 2010). The
growth regulators are determinants for tuberization.
Cytokinin benzylaminopurine (BAP) stimulates
microtuberization and participates in the production
and growth of sprouts (Ghavidel ez /., 2012;
Roumeliotis et al., 2012; Pasare et al., 2013; El
Dessoky et al., 2015). The objective of this research
was to evaluate the inducing effect of H,O, on the
in vitro tuberization of S. tuberosum up to the third
subculture.

MATERIALS AND METHODS
Plant Material

The study included virus-free potato microplants (clone
981819) from the in vitro germplasm bank of the Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,
campus Metepec, Mexico. Nodal explants obtained from 30 days
old microplants were planted in a MS culture medium (Murashige
and Skoog, 1962) with 1 mg L™t gibberellic acid (GA3), 3%
sucrose (W/V), and phytagel (2.25 g L_l) as a gelling agent
(Espinoza ez al., 1986). The explants were kept at 20%1 °C, for
a 16 h-photoperiod with fluorescent source (35 gmol m™?s™",
400-700 nm).

Induction of in vitro tuberization

Nodal explants without leaves, isolated from 30 d old
microplants, were immersed for 1 h in H,O, (5 mM, pH 5.6),
rinsed three times with sterile distilled water, and planted in the
MS medium where they were kept 30 d. The control explants
were immersed in sterile distilled water with the same pH. Seventy
microplants were obtained from each treatment. After 30 d, 12
microplants per replicate were obtained from each treatment.
Those rootless microplants were individually subcultured in a
tuberization medium within glass tubes (CIP, 1988) with MS salts,
80% sucrose (W/V), 5 mg Lt BAP and 4.5 g Lt phytagel. In
order to induce microtuberization, the microplants were kept for
15 d under lighting and afterwards in darkness. Two subcultures
of nodal explants were developed with the remaining microplants

of this first subculture. The microtuberization induction in these
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plantas se obtuvieron de cada tratamiento. Después de los 30 d, se
obtuvieron 12 microplantas, por repeticién, de cada tratamiento;
sin rafz y subcultivadas individualmente en tubos de vidrio con
medio de tuberizacién (CIP, 1988) con sales MS, sacarosa 80%
(P/V), BAP 5 mg L™y phytagel 4.5 g L™". Las microplantas se
mantuvieron 15 d con iluminacién y luego en oscuridad, para
inducir la microtuberizacién. Con las demds microplantas de
este primer subcultivo se hicieron dos subcultivos de explantes
nodales. El seguimiento para inducir la microtuberizacién en
estos subcultivos fue similar al primero y Gnicamente cuando se
estableci6 el primer subcultivo, los explantes se sumergieron en
el H,O,.

Los MT se cosecharon 60 d después de que las microplantas
estuvieron en medio de induccién de microtuberizacién y en
oscuridad. Todos los MT que no brotaron en el tubo, se subcul-
tivaron en medio MS con AGj3 (0.05 mg L™h (Lépez-Delgado er

al.,2012) y mantuvieron con luz difusa para inducir la brotacién.
Variables evaluadas

El nimero de MT se registré durante la induccién de la tube-
rizacién in vitro cada 10 d por 2 meses. Al finalizar, se contabilizd
el nimero total de MT'y se registré el peso, tamano, y porcentaje
de brotacién in situ. Los MT que no brotaron en el tubo se man-

tuvieron 120 d mds para registrar la brotacion.
Anilisis estadistico

El disefio experimental fue un factorial 2X6X 3, los factores
principales fueron el tratamiento con H,O,, los dias de observacién
y los subcultivos. Cada subcultivo tuvo 12 unidades experimentales
con tres repeticiones por tratamiento. Los resultados se analiza-

ron con un ANDEVA y SAS 9.0 (SAS, 2004). El modelo fue:
Yij/e/ : ﬂ+§l+y]+fk+§* ')/l]"l'g* T]-k‘l'Z* Tik+z*g*‘[ijk+£ijk/

donde, Y, : variable respuesta (formacién de MT), m: media
general. Los efectos principales fueron: {;: efecto del i-ésimo
tratamiento (H,O, 5 mM y testigo), y;: efecto principal de los
dfas de observacién (j: 10, 20, 30.....60). 7, efecto del A-ésimo

subcultivo (4: 1,2,3), las interacciones, €jpl el error experimental.

La comparacion de medias de los efectos principales se obtuvo
con la prueba de Tukey (p=<0.05). Peso y tamafo de los MT se
examinaron con la prueba de rango multiple de Duncan. El andlisis
de correlacién lineal simple entre ambas variables cuantitativas se
desarrolld y el porcentaje de brotacién de los MT in situ (en el
tubo) se cuantificd y se observé solo la brotacién de los MT que

no brotaron en el tubo.
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subcultures was similar to the first one. Only when the first
subculture was established, the explants were submerged in H,O,.

The MT were harvested, sixty days after the microplants had
been left in the dark, within the microtuberization induction
medium. All the MT that did not sprout in the tube were
subcultured in a MS medium with AG; (0.05 mg LY (Lépez-
Delgado ez al., 2012); in order to induce sprouting, they were kept
under a diffuse light.

Variables evaluated

During the induction of 7 vitro tuberization, the number of
MT was recorded every 10 d for 2 months. At the end, the total
number of MT, as well as the in-situ weight, size, and percentage
of sprouting were documented. Those MT that did not sprout in

the tube were kept 120 d more in order to register the sprouting.
Statistical analysis

The experimental design was a 2°6X3 factorial, the main
factors were H,O, treatment, observation days, and subcultures.
Each subculture had 12 experimental units with three replicates
per treatment. The results were analyzed with ANOVA was and
SAS [9.0] (SAS, 2004). The model was:

Yij/?l u +§t+y]+‘[/e+€* ')/Z]+g* Tj/e+Z* Ti/?+z*g*Tt'j/e+8ij/e/

where: Yy response variable (formation of MT), m: general
mean. The main effects were: §;: effect of the i-th treatment (5
mM of H,0, and control), y;: main effect of observation days (j:
10, 20, 30 ... 60), 7j: effect of the £-th subculture (#: 1,2,3), the

interactions, € ;: experimental error.

The mean comparison of the main effects was obtained
with the Tukey test (p=<0.05). The weight and size of MT were
examined with Duncan’s multiple range test. The simple linear
correlation analysis between two quantitative variables was
developed and the sprouting percentage of MT i situ (in the
tube) was quantified. Only the sprouting of those MT that did

not sprout in the tube was observed.
RESULTS AND DISCUSSION
Induction of in vitro tuberization

The effect of H,O, on the induction of
microtuberization was confirmed in the three
subcultures. Sdnchez-Rojo and Lépez-Delgado (2010)
and Lépez-Delgado er al. (2012) demonstrated the
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RESULTADOS Y DISCUSION
Induccién de la tuberizacién iz vitro

El efecto del H,O, en la induccién de la microtube-
rizacién se confirmé en tres subcultivos. Sdnchez-Rojo
y Lépez-Delgado (2010) y Lépez-Delgado ez al. (2012)
demostraron la capacidad inductora en S. muberosum.
cv. Atlantic. El efecto del H,O, se evalué por 30 d,
correspondientes a un subcultivo. En nuestro estudio
se demostré la capacidad inductora del H,O, en la
microtuberizacién hasta el tercer subcultivo.

En los efectos simples (los tratamientos, los dias de
observacién y los subcultivos) se observaron diferencias
y la interaccién entre los tratamientos y los subcul-
tivos fue significativa (p=<0.05). El efecto inductor
del H,O, en la microtuberizacién se confirmé con el
nimero de MT producido por microplanta tratada
con H,O,; en los tres subcultivos superé significati-
vamente al testigo (Cuadro 1y Figura 1).

Los MT variaron en el tiempo. Los subcultivos
primero y tercero produjeron 13y 10.66 MT y el se-

inducing capacity in S. tuberosum. cv. Atlantic. The
effect of H,O, was evaluated for 30 d, corresponding
to one subculture. In our study, the inducing capacity
of H,O, in microtuberization was demonstrated up
to the third subculture.

In the simple effects (treatments, observation
days, and subcultures) there were differences and the
interaction between treatments and subcultures was
significant (p=<0.05). The inducing effect of H,O,
on the microtuberization was confirmed based on
the number of MT produced by each microplant
treated with H,O,; in all three subcultures, the
control was significantly surpassed (Table 1 and
Figure 1).

The MT wvaried over time. The first and third
subcultures produced 13 and 10.66 MT, and the
second 18.33 MT. In the three subcultures, the H,O,
treatment produced more MT at 60 d (Figure 2). At
the time of the harvest, 7 of the 12 control microplants
had developed microtubers. However, when H,O, was
used, 9.3 microplants developed microtubers, which
confirmed its inducing capacity.

Cuadro 1. Comparacién de medias de los efectos simples, trata-

mientos, dias de observacién y subcultivos, del ndmero
promedio de MT producidos por microplanta.
Table 1. Comparison of the means of the simple effects —treatments,
observation days, and subcultures— of the average number
of MT produced per microplant.

Microtuberizacién

(Numero de MT)

Tratamientos
H,0,
Testigo
Dias de observacién
60
50
40
30
20
10
Subcultivos
I
I
111

0.8518 a
0.5246 b

0.9537 a
0.7916 ab
0.7500 bc
0.6342 bc
0.5879 cd
0.4120d

0.6250 b
0.8263 a
0.6134 b

Medias con letra distinta en una hilera son estadisticamente diferentes
(Tukey, p<0.05), n=3. < Means with different letter in a row are
statistically different (Tukey, p<0.05), n=3.
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Figura 1. Microtubérculos producidos por microplanta en cada subcultivo con el
tratamiento H,O, 5 mM y el testigo respectivo. Los datos representan
las medias de tres repeticiones por subcultivo. (Tukey, p<0.05).

Figure 1. Microtubers produced per microplant in each subculture with the 5
mM of H,O, treatment and the respective control. The data represent
the means of three replicates per subculture. (Tukey, p<0.05).

gundo 18.33 MT. En los tres subcultivos el tratamien-
to con H,O, produjo mds MT alos 60 d (Figura 2).
En la cosecha, siete de las 12 microplantas del testigo
microtuberizaron. Pero con H,0O,, microtuberizaron
9.3, lo que confirm su capacidad inductora.

Las diferencias indicaron que la presencia de H,0O,
5 mM estimuld la tuberizacién in vitro, en el tiempo
y en los tres subcultivos. Estos resultados coinciden
con los de Sdnchez-Rojo y Lépez-Delgado (2010),

The differences indicated that the presence of
5 mM of H,0, stimulated iz vitro tuberization
in the three subcultures. These results match those
of Sinchez-Rojo and Lépez-Delgado (2010), who
observed the physiological effect of 1 and 50 mM
of H,O, in the induction of microtuberization;
this effect may be the consequence of genotype or
temperature. Mani ef al. (2012) evaluated the effect
of H,0, on the tuberization of cv. Spunta, and they
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Figura 2. Microtubérculos producidos en 60 d, por subcultivo en presencia de H,O, 5 mM y
el control respectivo (Tukey, p<0.05; n=3).

Figure 2. Microtubers produced after 60 d per subculture in the presence of 5 mM of H,O,
and the respective control (Tukey, p<0.05), n=3.
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quienes observaron efecto fisiolégico de H,O, 1y
50 mM en la induccién de la microtuberizacién; la
respuesta puede deberse al genotipo o ala temperatura.
Mani ez al. (2012) evaluaron el efecto del H,O, en
la tuberizacién del cv. Spunta, y encontraron que 40
mM de H,O, favorecieron el rendimiento del cultivo,
pero no superaron al testigo y concentraciones mayores
afectaron negativamente las plantas.

El incremento en el nimero de MT, en las mi-
croplantas tratadas con H,O,, respecto al testigo en
los tres subcultivos, pudo deberse a que la molécula
es reconocida como un segundo mensajero en pro-
cesos asociados con el crecimiento y desarrollo de
las plantas (Foreman ez al., 2003; Foyer y Noctor,
2005). Al respecto, una de las principales rutas por
las que las plantas transmiten informacién es la via
de produccién de superoxido en la membrana plas-
madtica (Doke er al., 1994; Schoper, 1996, Bienert
et al., 2007). Ademis, el H,O, pudo haber actuado
en sinergia con la BAP en el medio de tuberizacién.
Wilson-Garcia et al. (2008) sefialaron la asociacién
similar de BAP y H,O, al evaluar el efecto de la ci-
tocinina en el crecimiento y senescencia de Daczylis
glomerata L.

Correlacién del peso y tamaiio de los MT

El peso y tamano promedio de MT por subcultivo
mostraron diferencias significativas con H,O, 5 mM
y el testigo (Cuadro 2). En el tratamiento con H,O,
el subcultivo I presenté los valores mayores en ambas
variables y el subcultivo IT mostré los valores menores,
pero ambos fueron superiores a los otros subcultivos
(Figura 1). El testigo mostré que la produccién menor
de MT generé tamafio y peso mayores. En ambos casos
la correlacién entre ambas variables fue positiva.

observed that 40 mM of H,O, favored crop yield,
but did not surpass control’s; meanwhile, higher
concentrations had a negative impact on the plants.

The increase in the number of MT in microplants
treated with H,O, Mcompared to the control in
the three subcultures— could be the result of the
molecule being recognized as a second messenger
in processes associated with plant growth and
development (Foreman ez al.., 2003; Foyer and
Noctor, 2005). In this regard, one of the main ways in
which plants transmit information is the production
of superoxide in the plasma membrane (Doke ez
al., 1994, Schoper, 1996, Bienert et al., 2007). In
addition, H,O, likely acted in synergy with the
BAP in the tuberization medium. Wilson-Garcia
et al. (2008) reported a similar association between
BAP and H,O,, when they evaluated the effect of
cytokinin on the growth and senescence of Dactylis
glomerata L.

Correlation of weight and size of MT

The average weight and size of MT per subculture
showed significant differences with 5 mM of
H,0,, and the control (Table 2). In the H,O,
treatment, subculture I had the highest values in
both variables, while subculture II showed the lowest
values; however, both were higher than the other
subcultures (Figure 1). The control showed that the
lower production of MT generated larger size and
weight. In both cases, the correlation between both
variables was positive.

The size and weight are variables that evaluate
the production of MT and depend on factors such
as the amount of sucrose, growth regulators, and
anti-gibberellics compounds (Hoque, 2010). The size

Cuadro 2. Comparacién de medias del peso y longitud de los MT producidos en tres subcultivos (n=3).
Table 2. Comparison of the mean weight and length of MT produced in three subcultures (n=3).

H,0, (5 mM) Testigo
Subcultivo
Peso (mg) Tamafo (cm) Peso (mg) Tamano (cm)
I 82.37 a 0.68 a 59.52 b 0.49 b
II 63.97 b 0.52b 60.42 a 0.51a
111 65.97 b 0.56 b 63.39 a 0.53a

Medias con letra distinta en una columna son estadisticamente diferentes (Duncan, p=<0.05). <* Means with
different letters in the columns are statistically different (Duncan, p<0.05).
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El tamafio y peso son variables que evaltan la
produccién de MT y dependen de factores como la
cantidad de sacarosa, reguladores del crecimiento y
compuestos antigibérelicos (Hoque, 2010). El tamano
y peso de los MT coincidieron con los reportados por
Sadder y Suwwan, (2004) y Uranbey ez al. (2004).
Ellos observaron que aunque la morfologfa y el proceso
de division y alargamiento celular de la tuberizacién in
vitro es similar a la condicién natural, en la primera el
crecimiento se detiene cuando MT alcanza didmetro
aproximado de 0.8 cm; lo que explica el nombre de
MT y tamano promedio que puede lograr. El tamafio y
peso en el primer subcultivo se explica por la actividad
mayor del H,O, en el citoplasma celular, pues su vida
molecular media es corta (Foyer ez al., 1997). Ademds,
la inmersién de los explantes en H,O, pudo activar
senales durante los subcultivos, ya que, la produccién
continué y el tamafo y peso de los MT fue propor-
cional en practicamente tres subcultivos (Figura 3).

La presencia de BAP y la concentracién de sacarosa
en el medio de tuberizacién (CIP; 1988) probable-
mente contribuyeron a la correlacién estrecha entre
el peso y tamano de los MT; BAP es una de las prin-
cipales hormonas que estimula la tuberizacién iz vitro
(Ghavidel ez al., 2012; Joseph ez al., 2015) y funciona
en la emisién y crecimiento de brotes (Wilson-Garcia
et al., 2008; El Dessoky et al., 2015). La disponibi-
lidad de sacarosa en el medio de cultivo promueve
la brotacién y posiblemente actta como molécula
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and weight of MT coincided with those reported by
Sadder and Suwwan (2004) and Uranbey ez al. (2004).
They observed that —although the morphology and
the cell division and lengthening process of the in
vitro tuberization are similar to those under natural
conditions— in the first case growth stops when MT
reaches an approximate diameter of 0.8 cm —which
explains the name of MT and the average size that
can be achieved. The greater activity of H,O, —which
has a short average molecular life— is short in the
cellular cytoplasm accounts for the size and weight in
the first subculture (Foyer ez /., 1997). In addition,
the immersion of the explants in H,O, could have
activated signals during the subcultures, since the
production continued and the size and weight of MT
were proportional in practically all three subcultures
(Figure 3).

The presence of BAP and the concentration of
sucrose in the tuberization medium (CIP, 1988)
probably contributed to the close correlation
between the weight and size of MT; BAP is a major
hormone that stimulates iz vitro tuberization
(Ghavidel ez al., 2012; Joseph et al., 2015) and
influences the emission and growth of sprouts
(Wilson-Garcia ez al., 2008; El Dessoky ez al., 2015).
The availability of sucrose in the culture medium
promotes sprouting and possibly acts as a signal
molecule (Perl ez al., 1991; Ferreira et al., 2010) and
as a nutrient, because it is a primary source of C for

0 0.2 0.4 0.6

0.8 1 1.2 1.4 1.6

Tamafo promedio de los MT (cm)

Figura 3. Correlacion entre peso y tamafio de MT producidos usando tres subcultivos

(Duncan, p=<0.05).

Figure 3. Correlation between weight and size of the MT produced using three subcultures

(Duncan, p=<0.05).
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senal (Perl ez al., 1991; Ferreira ez al., 2010) y como
nutriente, ya que es fuente primaria de C para las mi-
croplantas (Gopal ez al., 2004; Aafia e Igbal, 2010).
La concentracién de azidcar en el medio de induccién
provee condicién osmética favorable para el desarrollo
de MT (Sadder y Suwwan, 2004; Sabba et al., 2007;
Sonnewald y Sonnewald, 2014; Joseph ez 4l., 2015).
Ademis, Ozaki e al. (2008) demostraron que H,O,
20 mM, considerada una concentracién baja, actud
como molécula sefal para la sintesis y asimilacién de
azucares solubles en plantas de mel6n de tres meses y
aument6 su contenido en hojas y frutos. El H,O, en
los explantes durante la inmersién pudo favorecer la
entrada posterior de la sacarosa del medio de induccién
de la tuberizacién.

El tamafo y peso de MT son importantes en un
sistema de produccién; para beneficiar estas carac-
teristicas deba regularse la concentracién de BAP y
sacarosa, el tiempo de inmersién de los explantes en
H,0,, su concentracién y evaluar otros cultivares.

Brotacién de los MT

Los MT se cosecharon a los 60 d, en la cosecha
los del tratamiento con H,O, 5 mM vy el testigo
presentaron mds de 50% de brotacién (Figura 4).
En ambos casos los brotes fueron alargados y frigiles
(Figura 5), aunque mds notorio con H,O,. Esto

microplants (Gopal ez al., 2004; Aafia and Iqgbal,
2010). The concentration of sugar in the induction
medium establishes favorable osmotic conditions
for the development of MT (Sadder and Suwwan,
2004; Sabba ez al., 2007; Sonnewald and Sonnewald,
2014; Joseph ez al., 2015). Furthermore, Ozaki ez al.
(2008) showed that a low concentration (20 mM)
of H,O, acted as a signal molecule for the synthesis
and assimilation of soluble sugars in 3 months old
melon plants and increased their content in leaves
and fruits. The H,O, in the explants during the
immersion likely favored the subsequent entry of
sucrose from the tuberization induction medium.

The size and weight of MT are important in a
production system. In order to take advantage of these
characteristics, the following aspects should be taken
into account: the regulation of the concentration
of BAP and sucrose; the time that the explants are
immersed in H,O,; their concentration; and the
evaluation of other cultivars.

Sprouting of MT

The MT were harvested at 60 d, MT with 5 mM of
H,O, and the control had more than 50% sprouting
(Figure 4). In both cases, the sprouts were elongated
and fragile (Figure 5), although this phenomenon
were more noticeable with H,O,. This indicates that
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Figura 4. Porcentaje de brotacion promedio registrado en la cosecha (60 d),
respecto al total de MT cosechados en tres subcultivos.

Figure 4. Average sprouting percentage registered during the harvest (60 d),
in relation to the total MT harvested from three subcultures.
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Figura 5. Brotacion in situ de MT cosechados a los 60 d en medio de tuberizacién. A: Testigo; B:
H,0, 5 mM.
Figure 5. In situ sprouting of MT harvested at 60 d in the tuberization medium. A: Control; B: 5
mM of H,0,.

indica que los primeros MT que se formaron y per-
manecieron mds tiempo en la oscuridad, brotaron
en el tubo; este fendmeno se documenté cuando
los tubérculos se almacenaron en oscuridad (INIA,
2009; CIP- INIAP, 2011).

La brotacién de los MT in situ, como en esta
investigacién, es indeseable, pero indica la capacidad
de los MT para generar plantas nuevas y su cosecha
puede realizarse en menos tiempo. La brotacién
de los MT in situ pudo deberse a la temperatura
(20%=1 °C) en la etapa de induccién de la microtu-
berizacién y disponibilidad de BAP (Ghavidel ez /.,
2012; Joseph ez al., 2015) y sacarosa (Gopal ez al.,
2004; Aafia e Igbal, 2010; Ferreira ez al., 2010), ya
que favorecen esta respuesta fisioldgica; el periodo de
oscuridad en el que los MT permanecieron hasta la
cosecha y probablemente al H,O,. Este pudo actuar
como molécula sefial que ocasioné acumulacién y
almacenamiento de proteinas para coordinar cambios
metabdlicos y transcripcionales que favorecen la bro-
tacién de MT (Kloosterman ez /., 2008; Ozaki ez al.,
2008; Sonnewald y Sonnewald, 2014). También, el
H,0, pudo limitar la actividad meristemdtica que por
lo general coincide con el inicio de la latencia (Joseph
etal., 2015). Estos resultados permitieron determinar
que el periodo para la produccién de tubéreulos i vitro
puede ser menor respecto a la produccién convencio-
nal, lo que podria beneficiar un sistema de produccién
intensivo de MT de papa.
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the first MTs that grew and remained more time in
the dark sprouted in the tube; this phenomenon was
documented when the tubers were stored in darkness
(INIA, 2009, CIP-INIAP, 2011).

In the case of this research, the in situ sprouting
of MT is undesirable; however, it indicates that
MT are capable of generating new plants, and it
shows that they can be harvested at an earlier date.
The in situ sprouting of MT might be due to the
temperature (20*1 °C) during the induction
of microtuberization and the availability of BAP
(Ghavidel ez al., 2012; Joseph et al., 2015) and
sucrose (Gopal ez al., 2004; Aafia and Igbal, 2010;
Ferreira ez al., 2010), which favor this physiological
response; the period that MT remained in darkness
until harvest; and probably H,O,. This could
act as a signal molecule that caused protein
accumulation and storage to coordinate metabolic
and transcriptional changes that favor the sprouting
of MT (Kloosterman et /., 2008; Ozaki ez al., 2008;
Sonnewald and Sonnewald, 2014). Additionally,
H,O, likely limited meristematic activity, which
generally coincides with the beginning of the
latency period (Joseph ez al., 2015). Based on
these results, it was established that the period for
the in vitro production of tubers can be shorter
than in conventional production. This could be
advantageous for an intensive potato MT production
system.
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Los MT que no brotaron in situ se cosecharon
y sembraron en medio MS, con una concentracién
baja de AG3, para promover la brotacién que ocurrié
entre 50 a 120 d. Estos resultados difirieron de los
reportados por Sdnchez-Rojo y Lépez-Delgado (2012),
quienes obtuvieron 50 a 70% de brotacién en los MT
tratados con 1 y 5 mM de H,0O,, 20 d después de
permanecer en el medio de induccién de la brotacién.
La diferencia en el tiempo de brotacién pudo deberse
a los genotipos diferentes. En este estudio, el tiempo
prolongado para la brotacién se debié al tamano
variable de los MT, los de mayor tamafo tardaron
mds en brotar, pero los brotes fueron cortos, verdes y
vigorosos; los de tamafo menor ya habian brotado y
formado raizalos 50 d, pero parecian menos vigorosos.

La brotacién de los MT es un proceso fisiolégico
que se manifiesta después del periodo de reposo; en
la mayoria de los cultivares de papa varia entre 1 y 6
meses, en dependencia del cultivar y otros factores
(Alonso, 1996). El H,O, afecta la brotacién de MT
de papayy el efecto estd relacionado con la temperatura
ala que se realice la induccién de la microtuberizacién
(Sdnchez-Rojo y Lépez-Delgado, 2012). Thieme
(1992) sugirié que temperaturas bajas durante la
formacién de MT pueden extender significativamen-
te la latencia. Este efecto lo comprobamos en esta
investigacién, pues 90% de los MT transferidos al
medio de induccién, para la brotacién, después de la
cosecha presentaron latencia de 50 a 120 d cuando se
mantuvieron entre 8 y 10 °C durante la formacién de

los MT.
CONCLUSIONES

El efecto inductor de H,O, en la tuberizacién in
vitro de S. tuberosum se confirmé en un genotipo di-
ferente a los probados previamente y el efecto persistié
hasta el tercer subcultivo. EI H,O, en el pretratamien-
to de explantes, en sistemas de produccién intensivos
de papa, es una opcidén porque en concentraciones
bajas es inocuo, su costo es bajo, su manipulacién es
segura y su efecto es de largo plazo en la produccién

de MT.
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The MT that did not sprout in situ were
harvested and planted in a MS medium with low
AGj concentration; they sprouted between 50 to
120 d later. The results differed from those reported
by Sdnchez-Rojo and Lépez-Delgado (2012) who
recorded 50-70 % sprouting in MT treated with 1
and 5 mM of H,O,, 20 days after they were placed
in a sprouting induction medium. The difference
in sprouting time could be the result of different
genotypes. In this study, the lengthy sprouting time
was caused by the variable size of MT: the larger ones
took longer to sprout, but their sprouts were short,
green, and vigorous; the smaller ones had already
sprouted and grown root at 50 d, but they looked less
vigorous.

The sprouting of MT is a physiological process that
becomes evident after the resting period; depending on
the cultivar and other factors, this occurs between the
first and the sixth month, in most of potato cultivars
(Alonso, 1996). The H,O, affects the sprouting of
potato MT, and this effect is related to the temperature
at which microtuberization was induced (S4dnchez-
Rojo and Lépez-Delgado, 2012). Thieme (1992)
suggested that low temperatures during MT formation
can significantly extend latency. This research verified
this effect: 90% of MT transferred to the induction
medium for sprouting had a 50-120 days latency after
the harvest; this was the case when the temperature
for MT in formation was kept at 8 to 10 °C.

CONCLUSIONS

The inducing effect of H,O, on the in vitro
tuberization of S. ruberosum was confirmed in a
genotype not previously tested, and the effect persisted
up to the third subculture. In the pretreatment of
potato explants, H,O, is an option that can be taken
into account in intensive production systems, because
it is innocuous in low concentrations, it is inexpensive,
it can be handled without risk, and it has a long-term
effect in MT production.
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