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De las 30 variedades de papa cultivadas en Colombia tan solo
10 poseen importancia comercial. Entre otros factores, este
numero es limitado por la accién de hormonas endégenas
que aceleran diferentes fases del proceso de tuberizacidn,
especialmente en las especies mds precoces. En este trabajo
fueron recolectadas muestras de tubérculos de diferentes
especies de papa (Solanum tuberosum L. var. ICA-Unica y
Tuquerrena, y Solanum phureja Juz. et Buk. var. Yema de
Huevo), en los estadios fenoldgicos de desarrollo 03, 10 y 40.
Posteriormente, las concentraciones de dcido abscisico (ABA)
presentes en la fraccion dcida y de citoquininas presentes en la
fraccién organica delos extractos fueron determinadas a través
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia. Los resultados
en las variedades estudiadas relacionan la precocidad de la
tuberizacion con la ausencia de ABA y los periodos de mayor
latencia con su presencia; por otro lado, las concentraciones
de citoquininas fueron evidentes en las variedades con mayor
precocidad. Es decir, en S. phureja Juz. et Buk. var. Yema de
Huevo se encontraron concentraciones bajas de ABA vy altas
de citoquininas; mientras que en ICA-Unica y, en especial,
en Tuquerrena, variedades con periodos de latencia mayor,
las concentraciones de ABA fueron altas y las de citoquininas
menos significativas.
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Of all 30 potato varieties cultivated in Colombia only 10
possess a commercial importance. Among other factors, this
number is limited by the action of endogenous hormones
that accelerate different phases of tuberization process,
especially in the earliest species. In this work, the samples
of tubers from different potato species Solanum tuberosum
L. vars. ICA-Unica, Tuquerrefia and Solanum phureja Juz. et
Buk. var. Yema de Huevo were collected at the phenological
stages of development 03, 10 and 40. Later, the concentrations
of abscisic acid in the acid fraction and ones of cytokinins in
the organic fraction of the extracts were determined by high
performance liquid chromatography. The results in studied
varieties show a relationship between the early tuberization
and ABA absence, while the periods of deep latency were
related with ABA presence; otherwise, the cytokinin levels
were high in the varieties with early tuberization. That is to
say, it was found in S. phureja Juz. et Buk. var. Yema de Huevo,
characterized by early tuberization, low ABA concentrations
and considerable levels of cytokinins, whereas, in varieties with
periods of prolonged latency, such as ICA-Unica and, especially,
Tuquerrefia, ABA concentrations were considerable, but those
of cytokinin not.
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Introduccion

Entre las etapas de desarrollo del ciclo de la papa se en-
cuentra el proceso de tuberizacion. Este es regulado por las
caracteristicas propias de la variedad, la edad de la semilla,
la temperatura del suelo, la humedad, la nutricién, la in-
tensidad y duracién de la luz (favorecido en dias cortos),
la accién de fitorreguladores y por la incidencia de plagas
y enfermedades. Todos estos factores, ademds de afectar el
cultivo, influyen directamente en su rentabilidad.
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Ghassan et al. (2000) consideran el inicio de la tuberizacién
a partir del ensanchamiento de los estolones. Este proceso
ocurre, dependiendo de la precocidad de la variedad, entre
5y 7 semanas después de la siembra. Durante esta etapa,
los asimilados producidos por el follaje son utilizados para
el crecimiento del estoldn e iniciacién de la tuberizacidn.
Inicialmente una planta puede formar entre 20 y 30 tu-
bérculos, de los cuales, entre 5 y 15 estardn maduros al
momento de la cosecha.
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El dcido abscisico (ABA) es un fitorregulador tradicional-
mente asociado con el desarrollo de semillas, adaptacién
a condiciones de estrés y con el metabolismo de azicares
(Schwartz y Zeevaart, 2004). Suttle y Hulstrand (1994)
demostraron que el ABA enddgeno es esencial para la ini-
ciacién y conservacion del tubérculo. Al respecto, Coleman
y King (1984) y Suttle (1996) mostraron que las concen-
traciones de ABA disminuyen al final de la dormancia,
sin embargo, se desconocen las concentraciones de ABA
necesarias para el inicio del crecimiento del brote.

El proceso de la tuberizacién puede controlarse modifi-
cando el aporte de nitrégeno a la planta. Se sabe que este
nutriente no afecta la induccién de la tuberizacién, pero
si inhibe la formacién del tubérculo después de que la in-
duccién se ha producido. Se desconocen los mecanismos
de esta inhibicién, sin embargo, no se descarta la parti-
cipacién de las relaciones entre giberelinas (GAs/ABA) y
entre nitrégeno/carbohidratos. De esta tltima, se sefiala
que niveles altos de carbohidratos con relacién al contenido
de nitrégeno promoverian el proceso. Otro factor determi-
nante para la tuberizacién es la temperatura: condiciones
entre los 15 y los 18 °C favorecen el proceso, mientras que
en condiciones con valores mayores se presenta un alto
grado de inhibicién, aun mds en fotoperiodos largos. El
efecto negativo de la temperatura sobre la tuberizacién es
diferente de acuerdo al lugar de recepcién del estimulo;
asi, cuando el dosel se somete al aumento de temperatura,
la tuberizacién se afecta severamente, fenémeno quizds
asociado con el aumento de las concentraciones de GAs
en las zonas meristemadticas. Por otro lado, si el estimulo
se aplica en el sustrato, no se previene la accién de la sefial
inductora de tuberizacién, pero si se atrasa la formacién
del tubérculo (Jackson, 1999).

Con relacién a los fitorreguladores, se sabe que el conteni-
do de GA,;; promueve la elongacion del estolén e inhibe la
formacion del tubérculo; contrariamente, el ABA exdgeno
reduce lalongitud del estolén. Por su parte, el dcido indol-3-
acético (AIA) inhibe la elongacién de los estolones estimu-
lando la formacién de tubérculos pequenos, mientras que
las concentraciones endégenas de ABA disminuyen durante
la formacidén del estolén y el desarrollo del tubérculo. Final-
mente, las citoquininas exdgenas parecen no afectar ni la
elongacién ni la formacién del tubérculo (Xu et al., 1998);
sin embargo, la rapidez del proceso de tuberizacién en es-
pecies precoces estaria relacionada con sus concentraciones
endogenas (Garcia-Florez et al., 2007).

Con base en estudios locales previos (Flérez-Roncancio
et al., 2000a y Flérez-Roncancio et al., 2000b) y de otras
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latitudes (Ewing, 1995; Xu et al., 1998; Suttle y Hulstrand,
1994; Coleman y King, 1984; Suttle, 1996; Suttle, 2001;
Suttle y Banowez, 2000, y Kannangara et al., 1978) se puede
aseverar que uno o mads fitorreguladores estdn involucra-
dos en el proceso de tuberizaciéon. Se ha determinado la
posible presencia de auxinas, giberelinas, citoquininas y
dcido abscisico por bioensayos utilizando la técnica de
cromatografia de capa fina. Sin embargo, en nuestras con-
diciones y en las variedades objeto del presente estudio no
se tienen reportes precisos de las concentraciones de estos
compuestos. La cuantificacién de dichos fitorreguladores
por cromatografia liquida de alta eficiencia (Clae) en espe-
cies precoces y tardias permitird confirmar la informacién
previa obtenida por bioensayos y conocer de forma mads
precisa la participacién de ABA y de citoquininas en la
formacién del tubérculo.

El objetivo de este trabajo fue cuantificar las concentra-
ciones de ABA y de citoquininas por Clae en estadios
predeterminados, durante el proceso de la tuberizacién en
especies de papa con precocidad opuesta Solanum phureja
Juz. et Buk. variedad Yema de Huevo y Solanum tuberosum
L. variedades ICA-Unica y Tuquerrefia.

Material y métodos

El trabajo de campo se realiz6 en condiciones de inver-
nadero de casa de mallas del Centro de Investigaciones
Tibaitatd de Corpoica, ubicado en el municipio de Mos-
quera (Cundinamarca), a 2.550 msnm, con temperatura
promedio anual de 14 °C, 675 mm anuales de precipitacién
y una humedad relativa del 80%. Su ubicacién geografica
es de 40 42’ latitud norte y 72° 12’ longitud oeste. La parte
analitica se desarrollé en el Laboratorio de Nutricién
Animal de Corpoica.

Se utilizaron plantas de S. phureja Juz. et Buk. var. Yema
de Huevo y de S. tuberosum L. vars. ICA-Unica y Tuque-
rrefia, en los siguientes estadios, segiin Hack et al. (1993):
03 - tubérculos en final de latencia y con brotes 2 a 3 mm
de longitud; 10 - expansién foliar de las primeras hojas; y
40 - inicio de la tuberizacién: hinchamiento de las puntas
de los primeros estolones al doble del didmetro inicial.

Extraccion de fitohormonas

Parala extraccién y fraccionamiento del extracto se utilizé
la metodologia previamente establecida por Flérez-Ron-
cancio et al. (2000a). Se colectaron 2,5 g de masa fresca
vegetal para luego macerarlas con una solucién acuosa de
MeOH 80% acidificado + BTH (hidroxitolueno butilado).
Después de 24 horas en la oscuridad a 4 °Cy con agitacién

33|



continua, se procedié a la remocién del metanol en evapo-
rador rotativo a temperatura de 40 °C; posteriormente, se
retomo el filtrado en volumen conocido de tampén fosfato
pH 8,0 paraluego ser lavado con una solucién de acetato de
plomo 4% mas dcido acético 0,5%. Después de cada lavado
se filtré la solucidn, recolectdndose la fraccién orgdnica de
estay se lavo tres veces con igual volumen de carbonato de
sodio 5%. Al filtrado obtenido se le adiciond polivinilpirro-
lidona (PVP) 50 mg-L" de volumen original de la muestra
y se filtr6 nuevamente. La solucién obtenida fue ajustada a
pH de 2,5 a 3,0 con 4cido clorhidrico y se procedi6 a lavar
la muestra tres veces con acetato de etilo. Por ultimo se
recolectaron las fracciones orgdnica y acuosa.

Para la deteccién del acido abscisico, contenido dentro de
la fraccidn orgénica, se procedié a lavar esta fraccién tres
veces con bicarbonato de sodio 5% y se recolecté la fraccién
acuosa (Florez et al., 2000Db). Esta fraccién fue acidificada a
pH 3 y posteriormente lavada tres veces con acetato de etilo;
se concentr6 hasta sequedad en un rotavapor y se retomd
en volumen conocido de 2 mL de metanol grado Clae.

Parala deteccién de citoquininas, la fraccién acuosa se llevd
a pH 7 con bicarbonato de sodio 5% y se lavo tres veces
con n-butanol, y se concentré en un rotavapor retomando
avolumen conocido de 2 mL en metanol grado Clae (Flérez
et al., 2000a).

Cromatografia liquida de alta eficiencia (Clae)

Para la cuantificacién de trans zeatina ribosido (ZR), trans
zeatina (Z), 6-dimetil aminopurina ribésido (iPA), 6-dime-
tilaminopurina (iP), kinetina (K), 6- benzilaminopurina
(6BAP) y de ABA por Clae en las variedades de papa en
estudio se adaptd un protocolo producto de metodologias
descritas por Rodriguez et al. (1997), Flérez-Roncancio y
Pereira (2008), Andersen y Kemp, (1998), Sweetser y Vatvars
(1975) y Guinn et al. (1986). La separacion se logr6 con una
columna RP C-18, fase mévil de metanol-agua (40:60, v/v)
acidulada (4cido acético 5%) y velocidad de flujo de 0,8
mL-min™. La fase mévil se desgasific y se filtr6 (0,22 pm)
antes de su uso. El volumen de inyeccién fue de 20 pL con
deteccién en A = 280 nm y A= 254 nm para citoquininas
y 4cido abscisico, respectivamente. Se utiliz6 un cromaté-
grafo para Clae marca Hittachi con controlador L5000LC,
integrador 833A y detector UV, y una columna C;4250 mm
x4 mm (5 pm).

Se realizaron las curvas de calibracién de 20 uM a 100 uM
detectando los picos con sus respectivos tiempos y dreas en
cada concentracion para las fitohormonas antes menciona-
das. Los extractos obtenidos se pasaron por microfiltros de
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0,40 um, 0,2 pm y a través de un Sep-Pak C; (3 pm para 3
mL), para su posterior inyeccion en el cromatdgrafo.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente
con la prueba t, a una significancia de 5%.

Resultados y discusion

Macroestadio 03

De las tres variedades analizadas, Yema de Huevo presentd
una mayor concentracion de citoquininas en el macroesta-
dio 03 (tabla 1); los extractos de esta variedad mostraron
la presencia de ZR e iPA (figura la). Las variedades ICA-
Unica y Tuquerrefia presentaron un cromatograma con
un pico para iP (figura 1b y figura 1c). Es decir, se observa
la posible presencia de mayor concentracién de citoquini-
nas en S. phureja Juz. et Buk. var. Yema de Huevo, lo cual
estd de acuerdo con los estudios realizados por Flérez et
al. (2000a). En este macroestadio, la iniciacién de la bro-
tacion del tubérculo estd relacionada con la presencia de
zeatina. En estudios realizados por Suttle (2001), mediante
bioensayos, se correlacion6 el desarrollo de los brotes con
el incremento de zeatina, concordando con los indicios
del presente estudio en cuanto a la precocidad de la var.
Yema de Huevo. La presencia de citoquininas en las tres
variedades podria atribuirse a un desarrollo répido, en
funcién de tasas altas de division celular; justificando asi
el aumento total de citoquininas, el cual ocurre antes de
cualquier cambio demostrable en el estadio quiescente del
tubérculo (Suttle, 1998). Las clases hormonales como las

TABLA 1. Concentracion de citoquininas en extractos de Solanum phu-
reja Juz. et Buk. variedad Yema de Huevo y de Solanum tuberosum L.
variedades ICA-Unica y Tuquerrefa.

Concentracion de citoquininas (uM)

Estadios ZR z IPA K 6-BAP IP
Yema de Huevo

03 20,30 - 21,72 - - -

10 87,08 - 43,40 - - -

40 58,64 63,37 46,25 - - 45,35
ICA-Unica

03 - - - - - trazas

10 18,55 - trazas - - -

40 17,65 - - - - 19,92
Tuquerrena

03 - - - - - trazas

10 22,66 - 11,80 - - -

40 trazas trazas 17,18 - - -
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FIGURA 1. Cromatogramas obtenidos de la aplicacion de 20 uL de extracto de la fraccion acida, provenientes de 2,5 g de masa fresca
de brotes en el macroestadio 03 en papa para la determinacion de citoquininas. Gradiente metanol:agua acidificada con 0,5% de éacido
acético, flujo 0,8 mL-min”", columna fase reversa C-18 y longitud de onda de 280 nm.

Flecha negra: zeatina ribdsido; flecha gris: 6-diaminopurinaribdsido (iPA); cabeza de flecha: 6-diaminopurina (iP).

A = Yema de Huevo; B = ICA-Unica; C = Tuquerrena

auxinas, las giberelinas y las citoquininas participan en
la quiebra de la latencia y en el posterior desarrollo de la
yema, por lo que es previsible la presencia de citoquininas
en este estadio. En la variedad Yema de Huevo es evidente
el aumento de las citoquininas Z e iPA, posibles respon-
sables de su precocidad; por el contrario, en la variedad
Tuquerrefia se pudo constatar una menor presencia de
citoquininas, especificamente iP, lo cual estaria asociado
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a su condicién de variedad tardia. Por otro lado, las tres
variedades revelaron la presencia de ABA (figura 2); no-
tdndose mayor concentracion en los extractos provenientes
de la var. Tuquerrefia (figura 2 y tabla 2).

Macroestadio 10
En el macroestadio 10, caracterizado por la expansién de
las primeras hojas, se observan en el cromatograma co-

38,61

FIGURA 2. Cromatogramas obtenidos de la aplicacion de 20 uL de extracto de la fraccion acida, provenientes de 2,5 g de masa fresca de
brotes en el macroestadio 03 en papa, para la determinacion de acido abscisico. Gradiente metanol:agua acidificada con 0,5% de &cido
acético, flujo 0,8 mL-min”, columna fase reversa C-18 y longitud de onda de 254 nm.

Flecha: 4cido abscisico. )
A = Yema de Huevo; B = ICA-Unica; C = Tuquerrena
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rrespondiente al extracto de la var. Yema de Huevo picos
que corresponden a las citoquininas ZR e iPA (figura 3a).
De forma similar, se observan los picos de ZR e iPA en
las variedades ICA-Unica y Tuquerrefia (figura 3). Con
respecto al estadio 03, se constaté un aumento en las con-
centraciones de ZR e iPA en S. phureja Juz. et Buk. y en S.
tuberosum L.; presentdndose en orden decreciente en las va-
riedades Yema de Huevo, ICA-Unica y Tuquerrefia (tabla 1).

Por otro lado, la mayor concentraciéon de ABA fue detectada
en los extractos de Tuquerrena (figura 4); y, en menor con-
centracion, en la var. ICA-Unica (figura 4). Por el contrario,
Yema de Huevo (figura 4) no present6 picos que indiquen
la presencia de este fitorregulador. La tabla 2 muestra las
concentraciones de ABA en las diferentes variedades.

Macroestadio 40

En el macroestadio 40, cuando se inicia el llenado de los
tubérculos, la concentracién de citoquininas (ZR, Z, iP e
iPA) aumenta en Yema de Huevo (figura 5 y tabla 1). En
ICA-Unica también aumenta esta clase hormonal, eviden-
cidndose Z e iP (figura 5). Asi mismo, Tuquerrefia presenta
un cromatograma con picos de ZR, Z e iPA (figura 5).

6,54

28,32

o
x
&
5
©
N8Bz <
_v—m ~ s O
Oo’j 0 5

12,10
%3
—210

= 256

A B

12,

20,
30
40

Las concentraciones de ABA fueron representativas en la
variedad Tuquerrena (figura 6), mientras que en las otras
variedades esta fitohormona no fue detectada (figura 6 y
tabla 2).

El ABA se encuentra presente en el estadio de latencia,
definida por Jackson (1999) como la ausencia de germi-
nacién en condiciones ambientales que la promueven.
En plantas de papa, al iniciarse la formacién de brotes los
niveles de ABA disminuyen; sin embargo, en la variedad
Tuquerrefia todavia se presentan concentraciones altas de
ABA, posiblemente por tratarse de una variedad tardia.
Esta variedad presenta un lento desarrollo de las primeras

TABLA 2. Concentracion de &cido abscisico en extractos de Solanum
phureja Juz. et Buk. variedad Yema de Huevo y de Solanum tuberosum
L. variedades ICA-Unica y Tuquerrefa.

Concentracion de ABA (uM)

Estadios -
Yema de Huevo ICA-Unica Tuquerrena
03 trazas 20,12 35,26
10 - trazas Trazas
40 - - 62,25
8 3

c

FIGURA 3. Cromatogramas obtenidos de la aplicacion de 20 uL de extracto de la fraccion acida, provenientes de 2,5 g de masa fresca
de brotes en el macroestadio 10 en papa, para la determinacion de citoquininas. Gradiente metanol:agua acidificada con 0,5% de acido
acético, flujo 0,8 mL-min™', columna fase reversa C-18 y longitud de onda de 280 nm.

Flecha negra: zeatina ribdsido; flecha gris: 6-diaminopurinaribdsido (iPA).

A = Yema de Huevo; B = ICA-Unica; C = Tuquerrefia
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FIGURA 4. Cromatogramas obtenidos de la aplicacion de 20 uL de extracto de la fraccion acida, provenientes de 2,5 g de masa fresca de
brotes en el macroestadio 10 en papa, para la determinacion de dcido abscisico. Gradiente metanol:agua acidificada con 0,5% de &cido
acético, flujo 0,8 mL-min", columna fase reversa C-18 y longitud de onda de 254 nm.

Flecha: acido abscisico. )
A = Yema de Huevo; B = ICA-Unica; C = Tuquerrefia

hojas, en contraste con lo que ocurre en la var. Yema de
Huevo. Dentro de los factores mas influyentes que afec-
tan la tuberizacion se encuentra: el nivel de nitrégeno, la
accién de fitorreguladores, la temperatura y la radiacién
fotosintéticamente activa. A pesar de que estos factores
muestran consistencia en sus efectos, es importante con-
siderar también que la variacién en la respuesta a dichos
estimulos depende del genotipo, edad y estadio fisiolégico
de la planta (Jackson, 1999).
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El estudio del control hormonal del proceso de tuberizacién
ha demostrado la participacién de las GAs en el crecimien-
to y desarrollo morfolégico del tubérculo. Se establecié
claramente la relacién entre induccién de la tuberizacién
y disminucién de actividad de GAs, al retardar el inicio de
la tuberizacién después de la aplicacion de dcido giberélico
a brotes, estolones y tubérculos de papa (Xu et al., 1998).
Por otro lado, las citoquininas también participan en el

28,21
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FIGURA 5. Cromatogramas obtenidos de la aplicacion de 20 uL de extracto de la fraccion acida, provenientes de 2,5 g de masa fresca de
brotes en el macroestadio 40 en papa, para la determinacion de citoquininas. Gradiente metanol:agua acidificada con 0,5% de citoquini-
nas, flujo 0,8mL-min™", columna fase reversa C-18 y longitud de onda de 280 nm.

Flecha negra: zeatin ribosido; flecha gris: 6-diaminopurinaribdsido (iPA); cabeza de flecha gris: 6-diaminopurina (iP); cabeza de flecha

negra: zeatina. ’
A = Yema de Huevo; B = ICA-Unica; C = Tuquerrefia
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FIGURA 6. Cromatogramas obtenidos de la aplicacion de 20 uL de extracto de la fraccion acida, provenientes de 2,5 g de masa fresca de
brotes en el macroestadio 40 en papa, para la determinacion de acido abscisico. Gradiente metanol:agua acidificada con 0,5% de écido
acético, flujo 0,8 mL-min”, columna fase reversa C-18 y longitud de onda de 254 nm.

Flecha: acido abscisico )
A = Yema de Huevo; B = ICA-Unica; C = Tuquerrefia

proceso y se conoce que la razén entre las concentraciones
de citoquininas:auxinas es importante para promover la
tuberizacion (Guivarc et al., 2002; Rosin et al., 2003; Ser-
geeva et al., 2000), que se ve claramente favorecida con el
aumento de la concentracién de citoquininas en especies
precoces (Garcia-Florez et al., 2007).

La accién del ABA por lo general estd relacionada con
procesos inhibitorios; no obstante, recientemente se evi-
dencid su presencia en tejidos en desarrollo, donde tendria
una accion promotora (Peng et al., 2006). En el proceso de
tuberizacién participa en la latencia de yemas o inhibe la
formacion de estolones.

El estudio realizado permite visualizar que el ABA participa
en el proceso de tuberizacién inhibiendo el crecimiento de
yemas y retardando la formacién de estolones dependiendo
de la variedad de S. tuberosum.

La presencia de ABA en la variedad Yema de Huevo se
constaté sélo en el estadio 03 y en la var. ICA-Unica en los
estadios 03y 10. La variedad Tuquerrefa, ademds de presen-
tar ABA en los tres estadios analizados, mostroé las concen-
traciones mads altas (tabla 1). Este orden de concentraciones
decrecientes de ABA entre las tres variedades ratifican la
hipétesis hormonal citoquininas:ABA en relacién con la
dormancia en las yemas del tubérculo de papa. Asi, las
concentraciones altas de ABA serian las responsables de que
las variedades ICA-Unica y Tuquerrefa sean de precocidad
medianamente tardia y tardia, respectivamente.
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En el presente estudio, las concentraciones de ABA en el
proceso de tuberizacién de papa relacionan la inhibicién o la
no formacién temprana de brotes y estolones con las carac-
teristicas tardias y precoces de las respectivas variedades.

Este trabajo proporciona nuevos indicios de la relacién
citoquininas:ABA con la tuberizacién. Se sugiere que
ademds de la participacién de las citoquininas en el ini-
cio del proceso, donde el crecimiento longitudinal de los
estolones continda con el desarrollo de la planta, el ABA
puede controlar la longitud de los estolones impidiendo un
desarrollo rdpido. Asi, la duracién de este proceso inicial
de desarrollo es dependiente de las caracteristicas de pre-
cocidad de cada variedad.
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