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RESUMEN EN QUECHUA (CHINTI)

Kay maskariyga UDEApa pogochinanpim ruwakurga. Iskay rikchaq papam wifiachinapi
tarpusga karga, sapiyoq muhumanta, chaymi soqgta wifiachinapi karga Yurag Kuchillu Paki
ancha imapapas imananan eqoyag, chaymanta sogtafiataq Puka Pugya ancha gagay gagay
mana imapapas imananan. Chay wifianakunam gasachigman winasga karga (-8°C) ancha
chiripi.

Chay iskayninmi Anti Pogorinanpaq Yachay Wasip kitinpi kachkan, chaymi Lirkay Kiti,
Angaray pacha, Wanka Willka suyupi

Kay maskariyga imaynas chay papakuna kanman ancha chiripi huknipi karga Yuraq Kuchillu
imapapas imananan hukninfiataq Puka Puqya ancha qgari gari mana imapapas imananan,
imaynam ancha chiriman chugasga kasganman hina.

Yaqga kimsa killayoq kachkaptinmi ancha chiriman churasqa karga chay CI1-340 paskaririq
puyusga Handheld Photosynthesis System sutichasqa, chaypim fiawinchana karga 261
kutikama wafiunayagkunata ichataq mana wafiunayagkunatapas.

Sapa fawinchaymi tinkurga kimsa foliolos kama. Kay fawinchaymi karga hayka
fotosintesistaq kanman yachanapaq, hayka humpaytaq hayka harkaqgta rapikunapi kanman
sapa kaqllapi.

Chay llapa ima orqosqam kayqa paskarisqa chay atipachi “t” chayan chanin 05 pachakaman.
Kay maskariypam tukuynin kayna kan: Tupuynin fotosintesis kan Yuraq Kuchillu Pakipa
llapa imapa imananan chaymanta Puka Pugya gagay gagay mana imapapas imananan aypan
anchata hinaspa pisichin 48 pachakaman aypanankama.

Tupuynin humpayninpawan rapikunapa harkaq garan kay Yurag Kuchillu Paki mana
imapapas imanananpam pisirun anchata; Puka Pugya mana imapapas imanananpafataq
mirargon anchata ancha chikiman gasaman churasga kasgan rayku.

Hinaptinga, ancha allin llapa imankuna kapugninman hina kutichigga kanancha chiki
gasaman churasga kagmi akllasga kanan ancha tupuynin humpayniyoq ichataq llapa rapipa
harkaq yurankuna gagay kananpag.

Chanin rimay: Fotosintesis tupuy, transpiracion tupuy, conductancia estomatica,

fotoinhibicion.
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RESUMEN

La helada es una importante limitacion que ejerce el medio ambiente sobre la poroduccion de
papa en las areas cultivadas tradicionalmente por los agricultores.
Ante los efectos del cambio climatico es importantes identificar material genético tolerante a

heladas de las variedades de papa nativa.

La presente investigacion se realizé en el invernadero de la Universidad Para el Desarrollo
Andino, en la cual se cultivd dos variedades de papa en macetas a partir de esquejes
enraizados, de las cuales tres fueron cultivadas con la variedad “Yuraq Kuchillo Paki”
(susceptible) y tres con la variedad “Puka Puqya” (tolerante). En laboratorio se introdujo las

macetas en una congeladora para ser sometidas al estrés por bajas temperaturas (-8°C).

Ambos recintos estan ubicados en el campus universitario de la Universidad Para el
Desarrollo Andino, situado en el distrito de Lircay, provincia de Angaraes, Region

Huancavelica.

El objetivo de la presente investigacion fue determinar las caracteristicas 0 respuestas
fisiologicas de dos variedades de papa “Yurac Kuchillo Paki” (susceptible) y “Puka Puqya”

(tolerante) cuando son sometidas al estrés por heladas.

Aproximadamente a los tres meses de edad las plantas fueron sometidas a un estrés por bajas
temperaturas y con un equipo analizador de gases CI1-340 Handheld Photosynthesis System

se tomo en cada variedad un total de 261 lecturas con y sin estres.

Cada lectura correspondi6é una lectura de tres foliolos reunidos. Estas lecturas sirvieron para
determinar la tasa fotosintesis netas, tasa de transpiracion y conductancia estomaticas por

modelos.
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Los datos fueron analizados por la prueba de “T” a un nivel de significacion del 0.05 %. Las
conclusiones de la presente investigacion fueron: la tasa de fotosintesis neta tanto en la
variedad “Yuraq Kuchillo Paki” (suceptible) y la variedad ‘“Puka Puqya” (tolerante) son
afectadas significativamente y la fotosintesis en ambas variedades disminuye hasta alcanzar el
48 %.

La tasa de transpiracion y la conductancia estomatica en la variedad “Yuraq Kuchillo Paki”
(suceptible) disminuyeron significativamente; mientras en la variedad “Puka Puqya”
(tolerante) aumentaron significativamente cuando fueron sometidas al estrés térmico por bajas

temperaturas.

Las mejores caracteristicas o respuestas fisiologicas para seleccionar variedades de papa
nativa tolerantes a las heladas serian la tasa de transpiracion y conductancia estomatica

después de ser sometidas al estrés térmico.

Palabras claves: Tasa de fotosintesis, tasa de transpiracion, conductancia estomatica,

fotoinhibicion.
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ABSTRACT

The present research was carried out in the greenhouse where potting was grown and from
rooted cuttings of two varieties of potatoes, of which 3 pots were cultivated with the variety
"Yuraq Kuchillo Paki" (susceptible) and 3 pots were cultivated with the variety "Puka Puqya”™
(tolerant) and in the laboratory the pots were introduced in a freezer to be subjected to stress
by low temperatures (-8°C). Both are located in the university campus of the University for
Andean Development of the University for the Andean Development, located in the District

of Lirkay, Province of Angaraes, and Region Huancavelica.

The objective of the present investigation was to determine the characteristics or
physiological responses of two varieties of potato "Yurac Kuchillo Paki" (susceptible) and
"Puka Puqya" (tolerant) when subjected to stress due to low temperatures. Approximately
three months Old plants were subjected to low temperature stress and with a CI1-340 Handheld
Photosynthesis System gas analyzer equipment was taken in each variety a total of 261
readings with and without stress. Each reading corresponded to a reading of three foliolos
gathered. These readings were used to determine the net rate of photosynthesis, transpiration
rate and, stomatal conductance by models. Data were analyzed by the "t" test at a significance
level of 5 percent. The conclusions of the present investigation were: the net photosynthesis
rate in both the "Yurag Kuchillo Paki" variety (suctible) and the "Puka Puqya™ (tolerant)
variety are significantly affected and the would be the rate of transpiration and stomatal

conductance after being subjected to thermal stress.

Keywords: Rate of photosynthesis, transpiration rate and, stomatal conductance,

fotoinhibicion.
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INTRODUCCION

El cambio climatico amenaza con aumentar progresivamente el niUmero de personas con la
disnutricion en las proximas décadas, debido a los nuevos inconvenientes causados en la
agricultura y la alimentacion por este fendmeno. La temperatura alrededor del mundo podria
incrementarse hasta 6°C en el 2050, desencadenando una serie de amenazas en la agricultura

y alimentacion.

Entre éstas amenazas se encuentran heladas, sequias e inundaciones cada vez mas severas y
frecuentes, aumento en la poblacion de insectos y aparicion de enfermedades (GIPB, 2009).
Algunos de los impactos mas fuertes del cambio climatico se sentiran en los “pequefos
agricultores” o de “agricultura de subsistencia” de paises en desarrollo (Morton, 2007). La
produccion de los cultivos bajo el efecto del cambio climatico principalmente heladas que
ocasionaran presentara reduccion en su rendimiento, incremento en el costo de produccion y

consecuentemente hambre y desplazamiento.

El desarrollo de cultivares adaptados o tolerantes a estas amenazas son esenciales para
contribuir a la seguridad alimentaria de una poblacién creciente que requiere incrementos
significativos en la produccion de alimentos (Polania et al., 2009). ElI mejoramiento
convencional y la seleccion asistida con marcadores ofrecen una oportunidad para
incrementar significativamente la generacién de nuevos genotipos adaptados a sequia; sin
embargo, el uso de marcadores para mejorar caracteristicas complejas es ain uno de los retos
para los mejoradores de cultivos (Sorrells, 2007). Una constante que nunca cambiara es que el
progreso en los programas de mejoramiento depende de la seleccidn precisa de los genotipos
poco frecuentes que poseen atributos nuevos o mejorados (Sorrells, 2007); esto significa que

una precisa caracterizacion fenotipica seguira siendo uno de los pilares del mejoramiento.

Las plantas, son organismo ectotermos poiquitermos, es decir, su temperatura depende de las
condiciones ambientales puesto que no poseen un mecanismo termorregulador por lo tanto
responden de forma completamente diferente cuando se encuentras expuestas a cambios de
temperatura. La temperatura influye en forma determinante en las plantas y afectan diversos

procesos metabdlicos y fisiologicos. Asi como la temperatura es fundamental para los
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diferentes procesos metabdlicos y fisiol6gicos también puede ser una barrera importante para
el adecuado crecimiento y desarrollo de las plantas. En este sentido las temperaturas bajas son
particularmente importantes por los dafios que puedan provocar a las plantas, incluso pueden

llegar a ser letales cuando alcanza  temperaturas de  congelamiento.

Las plantas tienen un desarrollo éptimo cuando las variaciones térmicas y valores extremos de
temperaturas no ejercen ningun efecto negativo sobre las funciones fisioldgicas. En su
contraparte cuando las plantas se encuentran bajo condiciones fuera de lo normal (en términos
de temperatura) pasan a una situacion de estrés, en este caso estrés por bajas temperaturas.
Debe indicarse que bajo situaciones de estrés por bajo temperaturas las plantas pueden sufrir
dafio durante y después del episodio de frio. En el caso del cultivo de papa (Solanum
tuberosum L.), los dafios fisioldgicos cuando estan sometidos a bajas temperaturas por debajo
del punto de congelamiento del agua en variedades susceptibles pueden producir cambios en
la bioquimica y biofisica de las membranas celulares, sintesis proteica, modificaciones en la
conformacién de las enzimas, cambios en la ultraestructura de los mitocondrias y
cloroplastos, deshidratacion, entre otros que afecta la tasa de fotosintesis neta, tasa de
transpiracion y conductancia estomatica; mientras que las variedades tolerantes de papa tienen
mecanismos tienen mecanismos de amortiguacion que impiden el dafio fisiolgico y son
afectadas en una menor medida que las plantas susceptibles y a veces responden

favorablemente al estrés por bajas temperaturas y superan eficazmente este episodio.

Algunos programas de mejoramiento para adaptacién las heladas en papa han incluido
algunas caracteristicas fisiologicas como criterios de seleccion, entre los que estan: la tasa de
fotosintesis neta, tasa de transpiracion y coeficiente de conductancia estomatica se
identificaran las mas significativas y de mayor importancia para ser incorporadas como

herramientas en un programa de mejoramiento genético de papa (Solanum tuberosum L)

Por ello que la presente investigacion es de importancia porque usando dos variedades de
papa nativa como una variedad susceptible de papa nativa “Yuraq Kuchillo Paki” y una
variedad tolerante de papa nativa “PukaPuqya” sometidas a un estrés inducido por bajas

temperaturas permita seleccionar cuales son las caracteristicas fisiolégicas en estudio mas

15



relevantes para seleccionar papas nativas tolerantes a las heladas en un programa de

mejoramiento genético de papa.
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CAPITULO I

1. REVISION DE LITERATURA

1.1. Antecedentes

Los efectos de las bajas temperaturas en las plantas incluyen cambios en la
bioquimica y biofisica de las membranas, en la sintesis proteica, modificaciones
conformacionales en enzimas, en la ultraestructura de mitocondrias y cloroplastos
(Kratsch y Wise, 2000) y en los metabolismos fotosintético y respiratorio (Nilsen y
Orcutt, 1996) ademas de disminucion del crecimiento y alteraciones en el desarrollo
(Allen y Ort, 2001). Uno de los efectos mejor caracterizados de las bajas
temperaturas es la disminucion de la fluidez delas membranas. El frio produce la
llamada ‘separacion de fases’, que si se prolonga en el tiempo, impide a la
biomembrana mantener los gradientes i6nicos y el metabolismo comienza a sufrir
alteraciones. Finalmente, la muerte de la célula puede sobrevenir si el dafio se
acentla. En este sentido, ha recibido considerable atencién el papel de la insaturacién
de lipidos de membrana en la tolerancia a bajas temperaturas y de hecho éste ha sido
considerado como uno de los factores criticos entre los mecanismos de tolerancia por
frio (Nishida y Murata, 1996).

Es importante destacar que el estrés por bajas temperaturas es un sindrome complejo
y dificilmente puede ser separado completamente de otros tipos de estrés. Es
frecuente observar un déficithidrico asociado a las bajas temperaturas. Este
fendbmeno puede tener diversas causas, entre otras, la disminucion de la
conductividad hidraulica de las raices y alteraciones en el grado de control
estomatico (Allen y Ort, 2001) conduciendo a un desbalance entre captacion de agua
y transpiracién. Las plantas sometidas a bajas temperaturas muestran una caida (al
menos transitoria) en el potencial hidrico y el contenido relativo de agua (RWC)
(Vernieri et al., 2001). De hecho, la respuesta de aclimatacién al estrés hidrico
asociado a bajas temperaturas esta recibiendo considerable atencion en la actualidad
(Vernieri et al., 2001).



El dafio inducido por bajas temperaturas varia ampliamente segun las especies, tanto
en magnitud como en la escala temporal en la que los primeros sintomas aparecen.
En algunas especies estos dafios pueden aparecer durante el episodio de estres, en
otras, en cambio, en el periodo posterior de recuperacién, en que las plantas son

sometidas a temperaturas ‘normales’ para la especie (Nilsen y Orcutt 1996).

La variabilidad en el grado de dafio también puede observarse a nivel celular, donde
unos componentes son mas daflados que otros. Se ha sefialado que los cloroplastos
parecen ser las organelas méas sensibles a las bajas temperaturas (Nilsen y Orcutt
1996). . Los procesos fotosintéticos que ocurren a nivel tilacoidal (transporte de
electrones, fotofosforilacion) como en el estroma cloroplastico pueden ser alterados

por bajas temperaturas (Tambusi, 2004).

En comparacion al estrés por déficit hidrico, los mecanismos de tolerancia al estrés
térmico son menos conocidos aunque estan recibiendo considerable atencion en la
actualidad. Las plantas han tenido diversos respuestas de las han sido vinculadas a
una mejor tolerancia al frio. Quizas el rasgo mas caracteristico es que el nivel de
insaturacion de los lipidos de la membrana, un mayor nivel de insaturacion de las
membranas protege al Fotosistema Il (PSIl) de la fotoinhibicion, acelerando el
proceso de reemplazo de proteinasDla nivel del centro de reaccion de este
fotosistema (Nishida y Murata, 1996). Otros mecanismos han sido propuestos como
posibles mecanismos de tolerancia, aunque poseen menos apoyo experimental. Entre
otros ha sido propuesto el acido abscisico (ABA) como un regulador que
incrementaria la tolerancia al frio (Xin y Li, 1992). Presumiblemente, el ABA podria
actuar en forma indirecta a través de la mejora del estatus hidrico (Pérez de Juan et
al., 1997) o bien mediando otro tipo de respuestas (tal como cambios a nivel de las
membranas (Janowiak y Dorffling, 1996). También las poliaminas estdn siendo
estudiadas en este sentido, aunque aun se desconoce el mecanismo exacto por el cual

pueden incrementar la tolerancia al frio (Lee et al, 1997).
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Finalmente debe mencionarse el papel de diversos antioxidantes en la tolerancia al
frio, un tema intensamente estudiado en la actualidad (por ejemplo lannelli y col.
1999; Paytonet al., 2001; Kang y Saltveit, 2002; Tambusi, 2004)

En papa en estrés por luz sometido a bajas temperaturas el dafio causado por
congelamiento se intensifica (Steffen y Palta, 1989) y puesto que las heladas
usualmente ocurre en la mafiana con un cielo despejado el dafio por heladas viene a
ser mas fuerte. Para evitar este dafio que puede ser letal en presencia de luz y bajas
temperaturas, las especies de papa han desarrollado mecanismos de utilizacién del
balance de energia y suministro de energia para la fotosintesis, siendo este muy
reducido por disminucion en la cantidad de clorofila en Solanum commensonii
(Steffen et al, 1974; Griffith et al, 1974), asi como en S.tuberosum (Steffen et al,
1985). El desarrollo de las plantas en una baja temperatura puede incrementar la
tolerancia por un estrés de luz en Solanum tuberosumy, Solanum commensonii;
aunque Solanum commensonii tiene una mejor tolerancia a la totoinhibicion (Steffen
y Palta, 19892, Steffen et al, 1995).

Ademas, tanto en papas silvestres y cultivadas tienen la capacidad de ajustar el

balance de energia ante estas condiciones.

Tanto en condiciones de luz limitada y luz en el punto de saturacién se ha encontrado
que las reacciones fotosintéticas son mas sensibles por estrés por congelamiento que
aquellas reacciones que se desarrollan en la respiracion dentro del mitocondria.
Aparentemente los dafios por bajas temperaturas por luz se localizan mas en el

cloroplasto que en los mitocondrias (Steffen y Palta, 1989a; Steffen et al, 1989)

En un estudio que compard la actividad fotosintética entre Solanum acaule y
Solanum tuberosum, luego de un periodo de aclimatacién a bajas temperaturas,
encontrandose una correlacion positiva entre la actividad fotosintética y la capacidad
de aclimatacion a bajas temperaturas (Steffen y Palta, 1989). Ademas, en Solanum

tuberosum, se ha observado una importante disminucion de la actividad fotosintética
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1.2.

a bajas temperaturas e incluso con dafios irreversibles en el sistema fotosintético

(Seppéanen y Coleman, 2003).

En papa cultivadas (Solanum tuberosum L), asi como en papas silvestres Solanum
comensonii (tolerante) y Solanum acaule (resistente) a las heladas sufren una
fotoinhibicion en presencia y ausencia de luz, cuando son expuestas a una bajas
temperatura de congelamiento (Hetherington et al, 1983; Steffen y Palta, 1986; 1989
a, b; Steffenet al, 1989, 1995; Griffith et al, 1995), (Steffen y Palta 1986) compard la
capacidad fotosintética de Solanum acaule (resistente a heladas) y Solanum
tuberosum (susceptible a heladas) después que se aclimataron al frio y encontraron
una correlacion positiva en la actividad fotosintética a baja temperatura mostrando
una buena capacidad de aclimatacion. Sin embargo, en ambas especies de papa la

actividad fotosintética se reduce.

Bases teodricas.

1.2.1. Origen.
Las primeras papas cultivadas probablemente fueron seleccionadas entre
6.000 y 10.000 afios atras, al norte del lago Titicaca, en los Andes del sur de
Perd. Alli, a partir de las especies silvestres Solanum bukasovii, Solanum
canasense y Solanum multissectum, pertenecientes al complejo Solanum
brevicaule, se cree que se origind Solanum stenotomum, que es considerada la
primera papa domesticada. Esta, a su vez, habria dado origen a Solanum
andigena a través de repetidos procesos de poliploidizacion sexual en
diferentes zonas de cultivo, con la consiguiente hibridacion interespecifica e
intervarietal que permitié ampliar la diversidad y adaptabilidad genética de la
papa de los Andes. Los cultivares de papas chilenas se derivaron
posteriormente por hibridacion de poblaciones andinas cultivadas con la
especie silvestre Solanum tarijense. En el siglo XVI, la papa migr6 a Europa
y se dispers6 por todo el orbe. Actualmente las papas cultivadas que se
siembran en el mundo son conocidas colectivamente bajo el nombre de

Solanum tuberosum (Rodriguez, 2010).
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Historicamente se ha discutido de forma amplia acerca de la especie o
especies que dio (dieron) origen a la papa cultivada. Teniendo en cuenta sus
rasgos morfoldgicos y fitogeograficos, planted que la primera papa cultivada
fue Solanum stenotomum, teniendo a Solanum leptophyes y Solanum
canasense como posibles ancestros. La Solanum stenotomum agrupa un
conjunto de plantas diploides que florecen y tuberizan bajo condiciones de
dias cortos, y que no presentan brotacion del tubérculo al momento de la

cosecha (Huaméan y Spooner, 2002; Ghislan et al., 2006).

Posteriormente, Hawkes (1990) favorecié a Solanum leptophyes como Gnico
ancestro, por estar distribuida a la misma altitud y en la misma region
ecogeografica que Solanum stenotomun (cerca al lago Titicaca). Esta ultima
se cultivd intensivamente en esa region, y estuvo ligada al desarrollo de la
cultura Tiwanaku, la cual posteriormente se diseminé en distintas direcciones,

incluyendo Argentina y Chile (Morales, 2007).

Autores como Ugent (1970) y Huaman y Spooner (2002) proponen que
Solanum stenotomum proviene de las especies Solanum brevicaule, Solanum
bukasovii, Solanum canasense, Solanum coelestipetalum, Solanum gourlayi,
Solanum leptophyes, Solanum multidissectum, Solanum multiinterruptum y

Solanum spegazzinii, pertenecientes al complejo Solanum brevicaule.

Por su parte, Bukasov (1971) propuso a Solanum canasense, Solanum
leptophyes, Solanum brevicaule, Solanum bukasovii, Solanum candolleanum
y Solanum sparsipilum como ancestros de Solanum stenotomum, mientras
Ochoa (1990) plantea que los ancestros serian Solanum brevicaule, Solanum
bukasovii y Solanum canasense. Sin embargo, en su mayoria, estas especies
silvestres se relacionan entre si, y aun existe controversia sobre su
clasificacion taxonomica (Hawkes 1990; Ochoa, 1990; Van den Berg et al.,
1998; Sukhotu et al., 2006). La diferencia entre estas hipotesis resulta de la

controversia acerca de la taxonomia de un grupo de especies silvestres
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ancestrales, ya que Solanum bukasovii, Solanum canasense y Solanum
multidissectum fueron consideradas por (Ochoa 1999) como una sola especie.
La hipotesis de (Hawkes 1990) ha sido controvertida con base en el analisis
de sitios de restriccion de DNA nuclear y cloroplastico (Sukhotu et al., 2005;
Sukhotu y Hosaka, 2006). Estos autores plantean que Solanum stenotomum se
origind a partir de las especies silvestres Solanum bukasovii, Solanum
canasense y Solanum multidissectum, las cuales tienen en comun el haplotipo
s-ctdna. En este punto coinciden con Hawkes al considerar a Solanum
stenotomum como la primera papa domesticada en Perd, la cual
posteriormente se habria dispersado hacia Bolivia. Para determinar la
variabilidad de las poblaciones primitivas diploides cultivadas de Solanum
stenotomum y de sus ancestros silvestres, (Sukhotu et al. 2006) utilizaron
marcadores de alta resolucion para DNA cloroplastico (ctdna). Esta técnica
les permitid encontrar cinco haplotipos basicos (w, t, ¢, s y a), todos los
cuales, excepto t, se encuentran en Solanum stenotomum (Hosaka et al., 1988;
Hosaka, 1995). Este haplotipo, predominante en Solanum tuberosum subsp,
Solanum tuberosum, fue probablemente incorporado por Solanum tuberosum
subsp. Andigena durante su migracion a las costas meridionales de Chile, a
partir de poblaciones de Solanum tarijense (Hosaka, 2003; Hosaka, 2004;
Sukhotu et al., 2006).

Las papas del grupo Andigena (andigenum) (Solanum tuberosum L. subsp.
andigena Hawkes) (Hawkes, 1990) o grupo Andigena (Huaméan y Spooner,
2002; Spooner et al., 2007), constituyen un grupo importante de cultivares
nativos seleccionados por agricultores andinos, que se cultiva a lo largo de los
Andes en alturas que varian entre 2.000 y 4.000 msnm, y forman tubérculos
bajo condiciones de dia corto (Hawkes, 1990; Sukhotu y Hosaka, 2006).
Solanum andigena proviene de Solanum stenotomum a través de repetidos
procesos de poliploidizacion sexual ocurridos en diversos lugares, con la
consiguiente hibridacion interespecifica e intervarietal a través de cruces (4x
x 4X) ylo (2x x 4x 6 4x x 2X) (Sukhotu y Hosaka, 2006).
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1.2.2.

La tetraploidizacion sexual en papa ha sido sugerida por la capacidad que
tiene la papa diploide y las especies con ella relacionadas, de producir granos
de polen 2n (Iwanaga y Peloquin, 1982; Wantabe y Peloquin, 1989; Werner y
Peloquin, 1991), siendo ésta considerada como la forma mas probable de
poliploidizacién de la papa (Den Nijs y Peloquin, 1977; Mendiburu y
Peloquin, 1977). (Ghislain et al. 2006), afirman que la papa que crece en los
Andes contiene mezclas de especies silvestres y cultivadas con diferentes
niveles de ploidia. Esto es explicable si se tiene en cuenta que los genotipos
diploides con gametos no reducidos son frecuentes tanto en especies
silvestres como cultivadas, lo cual facilita la transferencia de genes entre

diferentes niveles de ploidia.

Diversidad

La papa silvestre, asi como la cultivada (Solanum L. sect. Petota), crece desde
el suroccidente de Estados Unidos hasta el sur de Chile (Rodriguez et al.,
2009). Posee un rico pool de genes, constituido por 190 especies silvestres
que forman tubérculos (Spooner y Salas, 2006), de las cuales el 70% son
diploides (2n = 2x = 24), y el resto poliploides, principalmente divididas entre
tetraploides (2n = 4x = 48) y hexaploides (2n = 6x = 72) (Spooner et al.,
2005, 2008; Hijmans et al., 2007), con una presencia escasa de triploides y
pentaploides (Hijmans et al., 2007). A diferencia de otros cultivos, la papa
presenta un pool genético secundario extremadamente grande, compuesto por
especies silvestres cercanas que forman pequefios tubérculos comestibles
(Van den Berg y Jacobs, 2007). Actualmente, las distintas variedades
cultivadas se encuentran agrupadas dentro de la especie Solanum tuberosum
L. (Sponner et al., 2007; Andre et al., 2007).

La mayoria de las especies silvestres presenta estolones largos, al final de los
cuales se produce un tubérculo (Hijmans et al., 2002), aunque algunas
especies de la serie Piruana los tienen a lo largo del estoldn (Salas et al.,
2001). El tamafio de los tubérculos varia desde unos pocos mm (Solanum

clarum, Solanum morelliforme) hasta tamarios similares a los de las especies
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1.2.3.

cultivadas (Solanum burtonii, Solanum candolleanum). Su forma varia
también, desde tubérculos globosos hasta tubulares, ya sean rectos o curvos, y

con muchas morfologias intermedias (Hijmans et al., 2002).

Una de las tendencias morfoldgicas de la domesticacion de la papa fue la
reduccion en la longitud de los estolones, lo que favorecio la concentracién
de los tubérculos al pie del tallo (Hijmans et al., 2002; Spooner et al., 2005).
En la domesticacion pudo estar implicada la seleccion de tubérculos menos
toxicos y con menores niveles de glicoalcaloides. Los agricultores andinos
mantuvieron una variedad mas amplia de formas de tubérculos, colores de
piel y pulpa comparado con los observados en las especies silvestres
(Simmonds, 1995). Posteriormente seleccionaron poblaciones de madurez
temprana (precocidad), periodo de dormancia adecuado y resistencia a
diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico (Bradshaw, 2007), buscando

siempre tubérculos de mejor sabor y mayor tamafio.

Taxonomia y morfoldgica
1.2.3.1. Taxonomia.

Las papas cultivadas se encuentran en las siguientes categorias:

Reino : Plantae
Divisién : Magnolophita.

Clase : Magnoliopsida.

Subclase . Asteridae.

Orden : Solanales

Familia . Salanéceas.
Género : Solanun

Subgénero : Pachistemonun

(5 secciones).
Seccion . Petota.
(2 subsecciones).
Subseccion . Potatoe
Especies : 8 especies cultivadas.

200 especies silvestres.
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1.2.3.2. Especies cultivadas.

Las especies cultivada de papa epresentan un valioso recurso para el
desarrollo de nuevas variedades, sus formas indigenas contienen una
amplia variabilidad genética, se conservan desde tiempos
prehispanicos y se cultiva preferentemente en la region de los andes
de Sudamérica (Programa de Investigacion y Proyeccion social — La

Molina y Universidad Nacional Agraria La Molina, 1987).

Las principales especies cultivadas son:

Solanum stenotomun (STN)

Especie cultivada de gran antiguedad; originaria inicialmente a partir
de la seleccion continua de los productos de recombinacién genética
de un complejo de especies silvestres diploides, han desempefiado un
papel importante en el origen de las especies cultivadas. Algunos de
los cultivares en el Perl y pertenecientes a esta especie son:
“Pitiquifia”, “Durazno”, Iscu phuru”, “Chichi huichi”, “Poccoya”,

Clavel juiti”, etc.

Solanum phureja (PHU).

Especie diploide derivada de S. stenotomun. Se caracteriza
fundamentalmente por el caracter aperiddico (ausencia de reposo) de
sus tubérculos. Se cultiva en los valles abrigados y en las vertientes
orientales de los andes y es de ciclo vegetativo corto por lo que se le
conoce como “Chaucha”. En el Peru se tiene variaciones de Phureja.
Los tubérculos pueden ser redondos o largos, rojos o amarillos a los

que siempre se denominan como “Chauchas”.

Solanum goniocalyx (GON).
Derivada igualmente de Solanum stenotomun. Se caracteriza por el
color amarillo intenso o particularmente “yema de huevo” de la

pulpa de los tubérculos. El clon o variedad “amarilla” es su
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representante por excelencia. Otras denominaciones a las plantas y
clones de esta especie en el Perl son: “Runtush”, “Zapallo”,

“Luntus”, etc.

Solanum x ajanhuiri.

Originaria con caracter hibrodogénico a partir de S. stenotomun el
cual se ha hibridado con una especie silvestre muy resistente a
heladas Solanum megistacrolobum. En el Perl se denomina “Yari”,
“Ajahuire” o “Kakahbiri” a los clones de esta especie, se cultivan
preferentemente desde el centro del Per( en las zonas del altiplano

Punefo.

Solanum x juzepszukii (JUZ).

Triploide seleccionado de la especie tetraploide silvestre S. acaule
con la cultivada Solanum stenotomun. Se cultiva en las partes altas
del centro del Peru hasta el noroeste argentino, sus tubérculos son
muy amargos. Se le consume deshidratado en forma de “chufio” o
“moraya”. Los nombres nativos se les conoce en la sierra peruana

son “Kanchalle”, “Mallcu”, “Puca chariquito ruckiu, etc.

Solanum x chaucha (CHA).

Triploide hibridogénico de alta calidad culinaria; originado de una
hibrigacién natural y seleccion de cruces entre la subespecie
tetraploide andigena y la diploide Solanum stenotomun
Probablemente algunos clones de chaucha son alotriploides y
autotriploide de los clones de Solanum stenotomun. En el Perd
tenemos un numeroso numero de clones de esta especie, algunos de
los nombres mas conocidos son “Huaro”, “Capiah”, “Ritipasisan”,

29 ¢¢

“Lomo”, “Amarillo de tarma”, etc.

Solanum tuberosum
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1.2.3.3.

Sub especie tuberosum (TUB), tetraploide originado por seleccion de
Solanum andigena y de otras formas nativas que crecen en el sur de
chile. Esta sub especie se siembra en todo el mundo y especialmente
en los paises no tropicales. Adaptado a las condiciones de
fotoperiodo largo. Las variedades maés conocidas son “Russet
Burbank”, “Kathadin”, “Red Pontiac”, “Bintje”, “King Edward y

entre otras.

La sub especie andigena (ADG), es un tetraploide andino , adaptado
al fotoperiodo corto y originario de las hibridaciones, duplicacién
crecomosdémica y seleccién de especies diploides -cultivadas,
especialmente de Solanum stenotomun y especies silvestres
especialmente de Solanum sparsipilum y otras. El 70 % de las papas
cultivadas del Per( pertenecen a esta subespecie. Existen una gran
variedad de atributos y caracteristicas. Algunos de los conocidos
son: “Huanghalina”, “Casa Blanca”, “Chata Blanca de Huasahuasi”,
“Ccllohuaccoto”, “Huayruro”, “Compis”, “Yana imilla”, “Ccusi”,

“Pacusa”, “Ccllohuaccoto”, “Lamellina”, entre otras.

Solanum x curtilobum.

Especie pentaploide de origen hibrido: sus tubérculos pertenecen al
grupo de papas amargas y de plantas de buena tolerancia a las
heladas. Se ha originado del cruce natural entre S. x juzepszukii que a
los gametos n=3X=36 cromosomas con la subespecie subespecie
andigena como polinizador que aportd n=2X=24 cromosomas.
Algunos nombres de variedades mas comunes en el Perd son los
clones “Rucki”, “Choquepito”, “Ocucuri”, “Huana”, “Yuracc-

huana”, etc.

Botéanicas y morfol6gicas
Botanica sistematica es la identificacion organizada, clasificacion y

denominacion de las plantas de acuerdo con un sistema de reglas.
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Todas las plantas incluidas en un grupo, comparten un numero de

atributos (caracteres) similares, tales como forma y estructuras.

Morfologia es el estudio de la forma y la estructura de las plantas
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Figura 1, Planta de papa con todas sus partes.

Fuente: INIA-Chile (2009)

Habito de crecimiento.

La papa es una planta herbéacea. Su habito de crecimiento varia entre
las especies y dentro de cada especie. Cuando todas las hojas (o casi
todas) se encuentran cerca de la base o en la base de tallos cortos, y
estdn cerca del suelo, se dice que la planta tiene habito de

crecimiento arrosetado o semiarrosetado.

Entre las demas especies se pueden encontrar lo siguientes habitos
de crecimiento:
¢ Rastrero (Tallos que crecen horizontalmente sobre el suelo).

e Decumbente (Tallos que se arrastran pero que levantan el apice).



e Semierecto y erecto.

En la figura 2, se muestra el habito de crecimiento erecto de la papa.

Fuente . INIA-CHILE

Raiz.

Las plantas de papa pueden desarrollarse a partir de una semilla o de
un tubérculo. Cuando crecen a partir de una semilla, forman una
delicada raiz axonomorfa con ramificaciones laterales. Cuando
crecen de tubérculos, primero forman raices adventicias en la base de
cada brote y luego encima de los nudos en la parte subterranea de
cada tallo. Ocasionalmente se forman raices también en los
estolones.

Las plantas de papa pueden desarrollarse a partir de una semilla o de
un tubérculo. Cuando crecen a partir de una semilla, forman una
delicada raiz axonomorfa con ramificaciones laterales. Cuando
crecen de tubérculos, primero forman raices adventicias en la base de
cada brote y luego encima de los nudos en la parte subterranea de

cada tallo.
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Ocasionalmente se forman raices también en los estolones. En
comparacién con otros cultivos, la papa tiene un sistema radicular
debil, por lo cual necesita un suelo de muy buenas condiciones
fisicas y quimicas para su desarrollo. El tipo de sistema radicular
varia de delicado y superficial a fibroso y profundo.

En comparacion con otros cultivos, la papa tiene un sistema radicular
débil, por lo cual necesita un suelo de muy buenas condiciones
fisicas y quimicas para su desarrollo.

Las hojas aisladas, tallos y otras partes de la planta pueden formar
raices, especialmente cuando han sido sometidos a tratamientos con
hormonas. Esta habilidad de las diferentes partes de la planta de papa

para formar raices es aprovechada en las técnicas de multiplicacion

rapida.

En la figura 3, se presenta el sistema radicular fibroso y profundo de la papa.
Fuente : El autor.

Tallos.
El sistema de tallos de la papa consta de tallos aéreos, estolones y

tubérculos. Las plantas provenientes de semilla verdadera tienen sélo
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un tallo, principal mientras que las provenientes de tubérculos-

semilla pueden producir varios tallos.

Los tallos laterales son ramas de los tallos principales. En el corte
transversal, los tallos de papa presentan formas entre circulares y
angulares. A menudo, en los margenes angulares se forman alas o

costillas. Las alas pueden ser rectas, onduladas o dentadas.

El tallo generalmente es de color verde y algunas veces puede ser de
color marrén-rojizo o morado. Los tallos pueden ser sélidos o
parcialmente tubulares debido a la desintegracién de las células de la
médula. Las yemas que se forman en el tallo a la altura de las axilas
de las hojas pueden desarrollarse para llegar a formar tallos laterales,

estolones, inflorescencias y, a veces, tubérculos aéreos.

En la figura 4, se presenta las caracteristicas del tallo de papa.
Fuente . (INIA-Chile 2009).

Estolones.

Morfolégicamente descritos, los estolones de la papa son tallos
laterales que crecen horizontalmente por debajo del suelo a partir de
yemas de la parte subterranea de los tallos. Los estolones largos son
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comunes en las papas silvestres y el mejoramiento de la papa tiene

como una de las metas obtener estolones cortos.

Los estolones pueden formar tubérculos mediante un agrandamiento
de su extremo terminal. Sin embargo, no todos los estolones llegan a
formar tubérculos.

Un estolon no cubierto con suelo, puede desarrollarse en un tallo

vertical con follaje normal.

En la figura 5, se presenta los estolones de papa.
Fuente: INIA-CHILE (2009).

Tubérculos.
Los tubérculos de papa son tallos modificados y constituyen los

principales érganos de almacenamiento de la planta de papa.



Un tubérculo tiene dos extremos: el basal, o extremo ligado al
estoldn, que se llama talon, y el extremo expuesto, que se Illama
extremo apical o distal. Los ojos se distribuyen sobre la superficie
del tubérculo siguiendo una espiral, se concentran hacia el extremo
apical y estan ubicados en las axilas de hojas escamosas Ilamadas

«cejas‘.

Dependiendo de la variedad, las cejas pueden ser elevadas,

superficiales o bien profundas. Cada 0jo contiene varias yemas.

En la figura 6, se presenta los tubérculos de la papa
Fuente: El autor.

Los ojos del tubérculo de papa corresponden a los nudos de los
tallos; las cejas representan las hojas, y las yemas del o0jo representan
las yemas axilares. Las yemas de los ojos pueden llegar a
desarrollarse para formar un nuevo sistema de tallos principales,
tallos laterales y estolones. Generalmente, cuando el tubérculo ha
madurado, las yemas de los 0jos estan en un estado de reposo y, por

ello, no pueden desarrollarse. Al cabo de cierto tiempo, dependiendo
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de la variedad, las yemas del ojo apical son las primeras en salir del
reposo. Esta caracteristica se llama dominancia apical. Mas tarde, las
yemas de los otros o0jos se desarrollan para convertirse en brotes. En
la mayoria de las variedades comerciales la forma del tubérculo varia
entre redonda, ovalada y oblonga. Ademas de estas formas, algunos
cultivares primitivos producen tubérculos de diversas formas

irregulares.

En un corte longitudinal el tubérculo muestra los elementos
siguientes desde el exterior hacia el interior: peridermo o piel,
corteza, sistema vascular, parénquima de reserva y tejido medular o

médula.

El peridermo o la piel es una delgada capa protectora en el exterior
del tubérculo. Su color puede variar entre blanco crema, amarillo,
naranja, rojo o morado. Algunos tubérculos tienen dos colores.
Cuando se exponen a la luz por unos dias, se tornan normalmente de
color verdoso. La piel es generalmente suave y en algunas
variedades es tosca o aspera y sale facilmente al frotarla cuando el
tubérculo no ha madurado. Por eso, el dafio de la piel es frecuente

cuando se cosechan tubérculos antes de su madurez.

En la superficie de la piel se encuentran distribuidas las lenticelas
(poros respiratorios) por las cuales se efectla el intercambio de gases
entre el tubérculo y el ambiente. En condiciones hdmedas, las
lenticelas aumentan de tamafio y se ven como puntos blancos
prominentes. La corteza estd inmediatamente debajo de la piel. Es
una banda delgada de tejido de reserva que contiene principalmente
proteinas y almidones. El sistema vascular conecta los ojos del
tubérculo entre si y al tubérculo con otras partes de la planta. Dentro
del anillo vascular se encuentra el parénquima de reserva, que es el

tejido principal de almacenamiento y ocupa la mayor parte del
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tubérculo. La médula constituye la parte central del tubérculo. Todos
los elementos de la corteza a la médula, constituyen la carne del
tubérculo, la cual en las variedades comerciales es normalmente de
color blanco, crema o amarillo palido. Sin embargo, algunos
cultivares primitivos también producen tubérculos cuya carne es

color amarillo oscuro, rojo, morado o bicolor

La papa es una planta suculenta, herbacea y anual por su parte aérea
y perenne por sus tubérculos (tallos subterraneos) que se desarrollan
al final de los estolones que nacen del tallo principal, y a veces de

varios tallos, segin el nimero de yemas que hayan brotado del

tubérculo.
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En la Figura 7, se presenta las partes de tubérculo al hacer un corte transversal.
Fuente: (INIA-CHILE 2009).

Brotes.

Los brotes crecen de las yemas que se encuentran en los ojos del
tubérculo y el color es una caracteristica varietal importante. Los
brotes pueden ser blancos, parcialmente coloreados en la base o el

apice, o casi totalmente coloreados. Los brotes blancos, cuando se
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exponen indirectamente a la luz, se tornan verdes. El extremo basal
del brote forma normalmente la parte subterranea del tallo y se
caracteriza por la presencia de lenticelas. Después de la siembra, esta
parte rapidamente produce raices y luego estolones o tallos laterales.
El extremo apical del brote da origen a las hojas y representa la parte

del tallo donde tiene lugar el crecimiento del mismo.

En la figura 8, se muestran los brotes en el tubérculo de papa
Fuente: El autor

Hojas.

Las hojas estan distribuidas en espiral sobre el tallo. Normalmente,
las hojas son compuestas, es decir, tienen un raquis central y varios
foliolos. Cada raquis puede llevar varios pares de foliolos laterales
primarios y un foliolo terminal. La parte del raquis debajo del par
inferior de foliolos primarios se Ilama peciolo. Cada foliolo puede
estar unido al raquis por un pequefio peciolo llamado peciélulo, o
puede estar unido directamente, sin peciolulo, y en este caso se llama
foliolo sésil. La secuencia regular de estos foliolos primarios puede

estar interceptada por la presencia de foliolos secundarios pequefios.
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En la base de cada peciolo se encuentran dos hojuelas laterales
Ilamadas seudoestipulas. Desde el punto de insercion del peciolo

pueden extenderse hacia abajo, las alas o costillas del tallo.

En la Figura 9, se presenta las hojas compuestas de papa y sus partes.
Fuente: INIA-Chile (2009).

Inflorescenciay la flor de papa.

El pedunculo de la inflorescencia esta dividido generalmente en dos
ramas, cada una de las cuales se subdivide en otras dos ramas. De
esta manera se forma una inflorescencia Ilamada cimosa. De las
ramas de las inflorescencias salen los pedicelos, en cuyas puntas
superiores se encuentran los calices. Cada pedicelo tiene una
coyuntura o articulacion en la cual se desprenden del tallo las flores
o0 los frutos. Esta articulacion es pigmentada en algunas variedades
cultivadas. Las flores de la papa son bisexuales (tienen ambos
sexos), y poseen las cuatro partes esenciales de una flor: céliz,

corola, estambres y pistilo.
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En la Figura 10, se muestra las partes de una flor y su inflorescencia de la papa.
Fuente: INIA-Chile (2009).

Frutos.

Al ser fertilizado, el ovario se desarrolla para convertirse en un fruto
I[lamado baya, que contiene numerosas semillas. El fruto
generalmente es esférico, pero en algunas variedades son ovoides o
conicos. Normalmente, el fruto es de color verde, y en algunas
variedades cultivadas tienen puntos blancos o pigmentados, o franjas
0 areas pigmentadas

El ndmero de semillas por fruto llega a mas de 200 segin la
fertilidad de cada cultivar. Las semillas son planas, ovaladas y

pequefias (1.000-1.500 semillas/gramo). Cada semilla esta envuelta
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en una capa llamada testa que protege al embrién y un tejido
nutritivo de reserva llamado endosperma. Las semillas son también
conocidas como semilla verdadera o botanicas, para distinguirlas de

los tubérculos-semillas, usados para la produccion.

Loculos

Placenta

Fuente: Basado de CIP 1984
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En la Figura 11, se presenta las partes de un fruto y partes de la semilla botéanica
de papa.
Fuente: INIA-Chile (2009).

1.2.4. Fenologia de la papa.

El cultivo de la papa presenta diversas fases o etapas, en cada una de ellas se
deben considerar acciones de manejo, asi como observarlas para determinar
qué hacer con respecto al manejo de plagas que se presenten.

Dormancia o reposo de la semilla

Es el periodo que transcurre entre la cosecha y la brotacion. Para el tubérculo
semilla, esta etapa dura de 2 a 3 meses y para la semilla sexual entre 4 a 6
meses. La dormancia puede ser rota o inducida por heridas o alguna
enfermedad en el tubérculo; en estos casos la brotacion ocurre en menor
tiempo. También puede inducirse por tratamiento quimico, utilizando el &cido

giberélico en dosis de 1 a 5 ppm.



Brotacion

Ocurre cuando comienzan a emerger las yemas de los tubérculos; dura de dos
a tres meses, luego la papa estd apta para sembrarse; es ideal que los
tubérculos presenten por lo menos tres brotes cortos, fuertes y que tengan una
longitud de 0.5a 1 cm.

Emergencia
Los brotes emergen a los 10-12 dias de tubérculos, y de 8 a 12 dias de semilla
sexual, cuando son plantados en el campo y tienen las condiciones adecuadas

de temperatura y humedad en el suelo, para su desarrollo.

Desarrollo de tallos
En esta etapa, hay crecimiento de follaje y raices en forma simultanea; dura
entre 20 a 30 dias.

Tuberizacién y floracion.

La floracion es sefial de que la papa comienza a emitir estolones o que inicia
la tuberizacion. En variedades precoces, esto ocurre a los 30 dias después de
la siembra; en variedades intermedias, entre los 35 a 45 dias; y en las tardias

entre 50 a 60 dias. Esta etapa dura unos 30 dias.

Desarrollo de los tubérculos.
Los tubérculos alcanzan la madurez fisioldgica a los 75 dias en variedades
precoces; 90 dias para intermedias y 120 dias para variedades tardias. En esta

etapa los tubérculos pueden cosecharse y almacenarse.
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En la Figura 12, se puede observar el ciclo fenolégico del cultivo de papa
Fuente: INIA - CHILE (2016).

1.2.5. Capacidad de aclimatacion a bajas temperaturas y fuentes de tolerancia
a heladas en papas.
A pesar que la mayoria de las variedades cultivadas de papas son sensibles a
temperaturas inferiores a -2.5°C, algunas especies silvestres tienen la
capacidad de sobrevivir a heladas de -5°C e incluso incrementar su tolerancia
a temperaturas tan bajas como -10°C, previo periodo de aclimatacion a bajas
temperaturas (Chen y Li, 1980; Costa y Li, 1992; Vega y Bamberg, 1995).
Esta capacidad de aclimatacion a bajas temperaturas (CA) (por su sigla en
inglés, Cold Acclimation) se caracteriza por la habilidad que tienen algunas
especies de incrementar la tolerancia a temperaturas ain mas bajas luego de

estar expuestas por un corto tiempo a temperaturas entre 0°C y 4°C.




En el cuadro 1 se clasifican diferentes especies de papas segun su respuesta a
bajas temperaturas destacando Solanum acaule, Solanum commersonii,
Solanum multidissectum y Solanum chomatophilum con tolerancias entre -
4.5°C a -11.5°C. Estudios posteriores de (Vega et al. 2000), reclasificaron a
Solanum megistacrolobum y Solanum sanctaerosae sugiriendo que estas
especies también tendrian capacidad de aclimatacion al frio (CA), reportando
un aumento en su tolerancia a heladas desde — 3.7°C a —6.3°C y de -3.8°C a —

5.6°C, respectivamente.

Tabla 1. Clasificacion de especies Solanum con capacidad de tuberizacion
segun tolerancia a heladas y capacidad de aclimatacién a bajas temperaturas
(adaptado de Cheny Li 1980 y Vega et al., 2000%).

LT50 (°C) LT50 (°C)
Categoria Especie sin Con
Aclimatacion aclimatacion
S. acuale 6.0 9.0
Tolerantes a heladas, con S. commersonii _4'5 _11' 5
capacidad de aclimatacion a S. multidissectum _4'0 3 5
bajas temperaturas S. chomatophilum 50 85
Tolerantes a heladas, sin S. bolviense
capacidad de aclimatacion a -4.5 -4.5
bajas temperaturas
. S. oplocense -3.0 -8.0
Sen3|k_)le a Helad_as, con S. polytrichon -3.0 -6.0
capacidad de aclimatacion a S ist lobum™ 37 63
bajas temperaturas - Megistacrolobum ' '
S. sanctae-rosae* -3.8 -5.6
S. brachistotrichum -3.5 -35
S. cardiophyllum -3.0 -3.0
S. fendleri -3.0 -3.0
S. jamesii -3.0 -3.0
S. kurtzianum -3.5 -3.5
sentieatelassn | Smeoln | 20|
Eapamdad de aclimatacion a S. stonotonum 35 35
ajas temperaturas S. stoloniferum -3.0 -3.0
S. sucrense -3.0 -3.0
S. tuberosum -3.0 -3.0
S. venturii -3.5 -3.5
S. vernei -3.5 -3.5
S. verrucosum -3.0 -3.0

NT50: temperatura letal a la cual el 50% de las muestras mueren

Fuente: INIA-CHILE (2016).
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La capacidad de CA estd asociada a cambios anatomicos, fisioldgicos,
bioquimicos y moleculares en plantas; entre estos UGltimos destaca la
expresion de genes relacionados por ejemplo con la produccion de enzimas
claves en la via de sintesis de osmolitos, proteinas con funciones protectoras,
enzimas antioxidantes, factores de transcripcion (FT) y otras proteinas
involucradas en la respuesta a estrés térmico (Thomashow, 1999). Otro de los
factores responsable de la adaptacion a bajas temperaturas es el incremento de
los acidos grasos insaturados en las membranas celulares a fin de mantener su
fluidez (Somerville y Browse, 1991; Palta et al., 1993; Wada et al., 1994). A
bajas temperaturas, se ha observado la sintesis acidos grasos insaturados via
sintesis de enzimas del tipo desaturasas para evitar la pérdida de fluidez a
bajas temperaturas y la desnaturalizacion de las proteinas (Thomashow,
1999).

Un estudio reciente que evalud la sobre expresion del gen acyl-lipid-12-
desaturasa en papas, sugirio que en conjunto con un incremento de los acidos
grasos insaturados en la membrana mejoraria la tolerancia a heladas (Amiri et
al., 2010). La capacidad de aclimatacion a bajas temperaturas en papas
también ha sido relacionada con cambios en la ultra estructura de la hoja y
particularmente en la empalizada; tempranamente se observd que aquellas
especies de papas mas tolerantes a bajas temperaturas tenian doble
empalizada, sugiriéndolo incluso como un criterio indirecto de seleccion
(Palta y Li, 1979; Tiwari y Garg, 1982; Tiwari et al., 1986). El indice de
estomas también se ha propuesto como un criterio de seleccién en papas.
Algunos estudios han reportado mayor numero de estomas por area en
aquellas especies mas tolerantes a heladas (Palta y Li, 1979) y en hibridos de
Solanum commersonii x Solanum cardiophyllum (Kleinhenz et al., 1995).
Similares resultados fueron reportados en un estudio que compar6 la
respuesta a heladas entre lineas transgénicas de Solanum commersonii (35S:
AtCBF1) y su control no transgénico; las lineas transgénicas en conjunto se
mostraron con una mayor tolerancia a heladas presentaron una empalizada

mas gruesa y mayor namero de estomas por area que el control (Pino et al.,
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1.2.6.

2006). Ademaés, en algunas especies silvestres de papas, se ha asociado la
tolerancia a heladas con la presencia de pigmentos antocianos tanto en hojas

como en tallos (Estrada, 1982).

Mejoramiento genético convencional versus ingenieria genética para la

tolerancia a heladas.

Uno de los desafios de los mejoradores de papas, es transferir la capacidad de
algunas papas silvestres para aclimatarse a bajas temperaturas y soportar
heladas inferiores a -3°C. Se han realizado varios intentos por transferir este
cardcter a la papa cultivada via mejoramiento genético convencional, con
resultados no muy alentadores; basicamente porque la mayoria de las papas
silvestres son sexualmente incompatibles con las papas cultivadas y ademas
porque la tolerancia a heladas esta regulada por varios genes. Como estrategia
se ha recurrido a la fusion de protoplastos, al rescate de embriones y al uso de
especies puentes para superar las barreras naturales propias de cruzamientos
inter-especifico. Sin embargo, se ha observado que “the linkage drag”, limita
la introgresion de genes desde papas silvestres a la cultivada porque muchos
caracteres exoticos e indeseables pueden ser transmitidos en conjunto con la
tolerancia a heladas, tales como alto contenido de alcaloides y estolones
largos (Estrada et al., 1993).

Algunos ejemplos de cruzamientos inter-especificos entre Solanum
tuberosum x Solanum commersonii son los estudios de (Cardi et al. 19933, b)
y de (Nyman y Waara 1997). En ambos estudios, la mayoria de los hibridos
mostraron un fenotipo similar a S. tuberosum, mayor vigor y mejoraron su
capacidad de CA en diferentes grados. Sin embargo, varios de ellos fueron
mas sensibles a bajas temperaturas que Solanum tuberosum, mostrando
ademas clorosis foliar. Asimismo, la mayoria de estos hibridos mostraron
esterilidad masculina limitando su uso en los programas de mejoramiento
genetico (Cardi et al., 1993a; Nyman y Waara, 1997). Otro estudio en

cruzamientos inter especificos entre Solanum commersonii y Solanum
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tuberosum, mostr6 que el F1 (triploide), presentd tolerancia a heladas y
capacidad de CA similar a Solanum commersonii, pero con algunas pérdidas
en las caracteristicas agrondmicas de Solanum tuberosum. Sin embargo, el
seguimiento de los genotipos BC; (pentaploide) y BC; (tetraploide o cercano)
mostré menor tolerancia a heladas que el F1 (Carputo et al., 2000).

Otro estudio entre hibridos Solanum commersonii (5X) y Solanum tuberosum
(4X), mostré que los valores LT50 de los hibridos fluctuaron entre ambos
padres, y s6lo algunos de ellos mejoraron su tolerancia a heladas, superando
los -3°C (Lovene et al., 2004). En otro estudio, la incorporacion del
citoplasma de Solanum commersonii no mejor6 la tolerancia a heladas en
papas sensibles a heladas como Solanum brachistotrichum Solanum
cardiophyllum, y Solanum Pinnatisectum (Bamberg et al., 2005). Por otra
parte, un estudio tendiente a construir un mapa parcial de ligamiento entre
cruzamientos de Solanum commersonii y Solanum cardiophyllum, indicé que
la tolerancia a heladas y la capacidad de CA estan bajo control genético
independiente (Vega et al., 2003).

El mejoramiento convencional para incrementar la tolerancia a heladas y
transmitir la capacidad de CA entre papas silvestres y cultivadas, ademas de
las limitantes antes mencionada, requiere considerable tiempo en retrocruzas,
en evaluaciones y en seleccion fenotipica (Pavek y Corsini, 2001; lovene et
al., 2004). Sin embargo, el uso de herramientas biotecnologicas modernas

como la ingenieria genética y la gendmica, prometen acelerar este proceso.

Los marcadores moleculares han sido una herramienta atil para alcanzar
algunos objetivos del mejoramiento genético, permiten realizar un tipo de
seleccion asistida a través de la relacién de la variabilidad genotipica y
fenotipica, acelerando el proceso de seleccion. Entre los principales
marcadores moleculares estan los del tipo AFLPs (polimorfismo en el largo
de los fragmentos amplificados), RFLPs (polimorfismo en el largo de los
fragmentos de restriccion) y microsatélites (SSRs) entre otros, los cuales han
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sido muy efectivos en la identificacion de genes que controlan caracteristicas
simples, asociadas a uno o pocos genes. También destacan los marcadores del
tipo SNPs (polimorfismos en una sola base), que se caracterizan por su
abundancia en el genoma. Sin embargo, su identificacion y evaluacion fue
inicialmente limitada por su alto costo. En los dltimos afos, la secuenciacion
a gran escala, asi como la aplicacion de la técnica de genotipado mediante
secuenciacion de nueva generacién o GBS (por su sigla en inglés, Genotyping
by Sequencing) permite genotipar un gran nimero de individuos mediante
secuenciacion masiva a bajo costo, obteniendo marcadores (SNPs de alta
calidad) representativos por todo el genoma. Esta técnica permitird genotipar
las diferentes generaciones obtenidas (F1, F2...., Fn), en los programas de
mejoramiento genético en forma efectiva. Por otra parte, estudios de
Asociacién del Genoma Completo o GWAS (por su sigla en inglés, Genome
Wide Association Studies), permite realizar un andlisis de asociacion entre
los SNPs y caracteres o rasgos de interés como la productividad, la calidad, y
tolerancia a estrés abiotico, entre otros (Elshire et al., 2011; Davey et al.,
2011).

Herramientas como estas, unida a la seleccién gendémica (SG), prometen
acelerar la obtencion de variedades tolerantes a estrés abiotico. Respecto a los
genes asociados a la tolerancia a heladas, el uso de la transgenia ha permitido
introgresar algunos de estos genes a papa cultivada con resultados variables
(ver Capitulo 1 y Tabla 1). Uno de los primeros intentos fue la transformacion
genética del cultivar Russet Burbank con un gen sintético AFP (por su sigla
en inglés, Antifreezing Protein). Los resultados mostraron en las li- neas
transgenicas menor perdida de electrolitos y mayor tolerancia a heladas con
un LT50 entre -3.00C a -3.50C (Wallis et al., 1997).

Luego, el cultivar Desireé fue transformado con un gen de levadura del tipo
invertasa (INVase) bajo el control del promotor B33 Patatin, las lineas
transgenicas mostraron mejor comportamiento a bajas temperaturas debido a

cambios en la relacion de azlcares solubles (Deryabin et al., 2003).
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1.2.7.

El cultivar Desireé también ha sido 9) con el objeto de
producirmtransformado con el gen desaturasa (cambios en la conformacion
lipidica de la membrana e inducir tolerancia a heladas (De Palma et al.,
2008). Estudios en el cultivar Desnitsa, usando como transgen el gen deltal2-
desaturasa (desA) proveniente de una cianobacteria y bajo un promotor
constitutivo, mostraron un incremento en la tolerancia a heladas debido a un
aumento de los acidos grasos insaturados (Maali-Amiri et al., 2007; Demin et
al., 2008; Amiri et al., 2010).

Algunos cultivares de papas también han sido transformados con FT del tipo
DREB/CBF (DREB1b/ AtCBF1l, DREB1c/AtCBF2, DREB1la/AtCBF3).
Estudios en el cultivar Umatilla mostraron que la expresion de los FTs,
AtCBF1 y AtCBF3, bajo control de un promotor inducible rd29A, mejoro la
tolerancia a heladas sin causar efectos negativos en el fenotipo de la planta,
mientras que la expresion de AtCBF1 y AtCBF3 bajo control de un promotor
constitutivo mejord la tolerancia a heladas, pero alter6 el fenotipo de la

mayoria de las lineas transgénicas (Pino et al., 2007; Pino et al., 2008).

El efecto de estos FT fue ratificado en el cultivar Desireé; el gen
DREB1a/AtCBF3 bajo control del promotor inducible (rd29A), mostro
consecuentemente mayor tolerancia a heladas en plantas in vitro (Behnam et
al., 2007).

También la expresion constitutiva del gen DREB1b/AtCBF1 en el cv Desireé
mejord la tasa de sobrevivencia en plantas (en macetas) sometidas a -60C
durante 0, 15, 30 y 45 horas (Movahedi et al., 2012).

Estrés en plantas.

1.2.7.1. Conceptos de estrés en fisiologia vegetal.
El concepto de estrés proviene de la fisica, que es la fuerza que actla
sobre el cuerpo. El cuerpo responde a una reaccion proporcional a la

fuerza que ha actuado sobre él. La reaccion de la respuesta es la
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1.2.7.2.

tension. En biologia el estrés seria un factor extremo que afecta
negativamente al organismo vivo. Por lo tanto, la definicion biofisica
del estrés involucra como una fuerza sobre el objeto en relacién a su
area sobre el cual se aplica (es decir que posee un significado
equivalente a presion. Teniendo en cuenta estos conceptos, el estrés
en el marco de la fisiologia vegetal refleja la magnitud de la presion
ambiental que fuerza al cambio en la fisiologia de la planta (Nilsen y
Orcutt, 1996). (Lewitt 1980) defini6 al estrés como cualquier factor
ambiental potencialmente desfavorable para el crecimiento y

desarrollo de los organismos vivos.

A menudo es muy dificil distinguir entre aquellas respuestas que
repercuten negativamente en la planta y aquellos que poseen un
efecto beneficioso. (Nilsen y Orcutt 1996) sefialan que algunos
factores ambientales pueden tener efectos simultaneamente. Por
ejemplo, la marchitez producida por un déficit hidrico si bien tiene
un efecto negativo en la tasa de asimilacion del CO> también puede
tener un efecto positivo para la planta, ya que permite una
disminucion de la absorcion de la energia luminica al cambiar el
angulo de exposicion de la hoja evitando de este manera el dafio a

los hojas por quemaduras por exposicion a altas temperaturas.

Entonces el término estrés en la fisiologia vegetal tiene diferentes
definiciones, y se puede definir al estrés como cualquier factor
ambiental de origen biotico y abiotico que reduce la tasa de un
proceso fisioldgico (por ejemplo el crecimiento o fotosintesis) por
debajo de la tasa maxima que podria alcanzar (Lambers et al, 1998).

Tipos de estres.

Existen variadas clasificaciones de estrés, pero en general estos se
pueden clasificar como estreses biodticos y estreses abidticos
(Azcon-Bieto y Talon, 2008).
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1.2.7.3.

Los estrese bioticos son causados por la accion de otros seres vivos
que pueden ser animales, plantas que pueden causar el estrés por
competencia y alelopatia, microorganismo (bacterias y hongos) y
otros agentes fitopatdgenos como los virus y viroides.

Los estreses abidticos, depende del agente causal y pueden dividirse
en fisicos y quimicos. Entre los factores fisicoquimicos se pueden
mencionar el estrés por déficit y exceso de agua, temperaturas
extremas (calor, frio o congelacion), salinidad (en su componente
osmotico) y la radiacion ultravioleta. Entre los factores quimicos
destacan la contaminacion atmosférica por metales pesados, toxinas,
salinidad (en su componente ionico y toxico) y deficiencia de

nutrientes minerales.

Importancia del estudio del estrés en plantas.

Existen numerosas razones para estudiar la fisiologia de las plantas
bajo condiciones de estrés. Segun (Tambussi 2004) entre los mas
importantes son:

a. El conocimiento de los factores de estrés en plantas puede ser de
gran importancia para la elaboracién de modelos mecanisticos de
naturaleza predictiva (por ejemplo, el estudio de los posibles
efectos del cambio climético).

b. Desde la perspectiva ecofisiologica, de la interaccién de los
plantas con los factores ambientales es fundamental para
comprender las distribucion de las especies en diferentes
ecosistemas.

c. El rendimiento de los cultivos esta fuertemente limitado por el

impacto de los estreses ambientales (Nilsen y Orcutt, 1996).

Por otro lado, es crucial para comprender los procesos fisiolégicos
relacionados con especies y/o variedades de los cultivos al estrés a
la hora de establecer programas de mejoramiento genético por

métodos convencionales y biotecnoldgicos (Ali- Pid et al, 1990)
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1.2.7.4. Fases de respuesta de las plantas al estrés.
Los ciclos de estrés/respuesta son situaciones que se dan en forma
rutinaria a lo largo de la vida de las plantas. El concepto de estrés es
relativo, ya que en una determinada situacion medioambiental puede
resultar estresante para una especie y no para otras (Azcén- Bieto y
Taldn, 2008).

En una escala temporal, la respuesta de las plantas al estrés puede

dividirse en tres fases (Lambers et al., 1998).

a. Fase de alarma: tiene un efecto inmediato que tiene un efecto
perjudicial y puede ocurrir en segundos o dias. Cuando en la
planta ocurre el estrés, estas reaccionan disminuyendo o
deteniendo sus funciones fisioldgicas basicas y reducen su vigor.
Esta relacion estd relacionada con la activacion de los
mecanismos que dispone la planta para hacer frente al estrés. Las
plantas que no poseen mecanismos adecuados de defensa frente al
estrés o en respuesta frente al estrés experimentan dafios
irreversibles y mueren. El desenlace es el mismo cuando la
cuando la situacion del estrés es muy intenso y supera la
capacidad respuesta de la planta.

b. Aclimatacion (endurecimiento): es un ajuste morfolégico y
fisiolégico realizada por la planta (como individuo) para
compensar el funcionamiento de la misma después del estrés.
Ocurre en periodo de tiempo un de 1 dia a semanas. La activacion
de los mecanismos defensivos o de respuesta conduce al acomodo
del metabolismo celular a las nuevas condiciones, a la activacion
de los procesos de reparacion de la maquinaria celular dafiada y a
la expresion de las adaptaciones morfologicas.

c. La adaptacion: es una respuesta evolutiva que resulta del cambio

genético de las poblaciones conduciendo a una compensacion

50



morfoldgica y fisioldgica. Ocurre en un periodo de tiempo mucho

mayor que la aclimatacion y tras de muchas generaciones.
La manifestacion de la respuesta de las plantas frente a las
condiciones adversas implica la puesta en marcha de una secuencia
compleja de acciones (Azcon-Bieto y Taldn, 2008). En primer lugar
se produce la percepcion de la planta al estimulo estresante, seguida
del procesamiento de la sefial del estrés percibido que implica tanto
su amplificacién como su integracion a la ruta o rutas de transmision
de la informacion y finalmente tiene una regulacion de la expresion

genética.

El estimulo externo debe transformarse en una sefial interna de
naturaleza fisica y quimica a través de cascadas o rutas de
transmision de la sefial al nucleo de la célula, donde se producen
cambios en la expresion genica necesarios para hacer frente el estrés
por la planta de este manera existen cambios en la turgencia que
podrian intervenir en el sistema sensor del estrés osmatico, mientras
que los elicidores en los cuales se encuentran las proteinas de

transferencia de lipidos (Azcén-Bieto y Talén, 2008).

Las condiciones adversas induce a cambios transitorios en
determinados niveles de iones (calcio) y moléculas (lipidos, especies
reactivos de oxigeno, especies de antioxidantes, éxido nitrico), que
advierten a la célula de ha sido detectada una sefial de estres, Las
hormonas realizan una importante funcion en las rutas de
transmision intracelular de la sefial del estrés. El &cido abscisico
participa en forma activa en la sefializacion de muchas respuestas al

estrés abiotico (Toumi et al., 2010).

1.2.8. Efectos de bajas temperaturas en la fotosintesis.
La fotosintesis es uno de los procesos mas importantes que controlar el

crecimiento y la produccion de los cultivos, en el cual el CO> es asimilado



por las plantas en presencia de luz, agua, minerales para formar los
carbohidratos simples y en el proceso es liberado el oxigeno (Taiz y Zeiger,
2006). Ademas es uno de los principales procesos relacionados con absorcion
y asimilacion del nitrégeno, debido a que muchas proteinas y enzimas estan
involucradas en el proceso fotosintético (Evans, 1989). En este sentido
algunas plantas son mas eficientes que otras para producir la biomasa a partir
del CO2 de agua y el aire. La fotosintética se mide en unidades de gas
carbdnico asimilado o utilizado para la produccion de materia seca de la
planta. Como la respiracion consume parte de los productos de la fotosintesis,
la medida mas importante no es la fotosintesis bruta sino la diferencia entre
fotosintesis bruta menos la respiracion, llamada tasa de fotosintesis neta, que
se define como la velocidad de acumulacién de la biomasa por unidad de

superficie y por unidad de tiempo (Taiz y Zeiger, 2006).

Las temperaturas de congelamiento en papa producen pérdidas en
rendimientos y del dafo foliar. Las heladas inducen la formacion de cristales
de hielo a temperaturas de congelacion. Se pueden formar cristales de hielo
dentro del protoplasma causando el rompimiento y muerte celular, o también
en los espacios extracelulares produciendo severa deshidratacion celular
(Palta y Li, 1980; Toivio - Kinnican et al., 1981; Steponkus, 1984). Muchos
de los efectos del estrés por bajas temperaturas estan relacionados con la
variacion en la fluidez de las membranas, temperaturas bajo 0°C disminuyen
la semi-permeabilidad de la membrana debido a la desnaturalizacion de
proteinas y alteracion de la composicion de lipidica de la membrana (Palta y
Li, 1980). Un andlisis comparativo entre Solanum tuberosum (sensible a
heladas) y Solanum commersonii Dun (tolerante a heladas con capacidad de
aclimatacion a bajas temperaturas) mostro diferencias en la estructura lipidica
de la membrana luego de ser expuestas a bajas temperaturas, incluyendo un
incremento de los &cidos grasos insaturados para aumentar su fluidez.
Sugiriendo que esta capacidad seria un mecanismo de adaptacion a bajas

temperaturas en S. commersonii (Palta et al., 1993).
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Ademas el estrés por bajas temperaturas produce efectos a diversos niveles
del aparato fotosintético. En primer lugar, promueve el cierre estomatico
(Perera et al., 1995), lo cual puede provenir de (a) la existencia de déficit
hidrico (Tambusi, 2004), (b) por aumento del carbono interno (Ci), debido a
la disminucién de la tasa de asimilacion de este elemento y (c) por efectos

directos de las bajas temperaturas en los estomas (Allen y Ort, 2001).

Las estomas son en la practica valvulas variables que controlan la difusion de
vapor de agua desde los espacios intercelulares hasta la atmosfera que rodea a
la hoja. Por esta causa, inevitablemente, el cierre de la estoma y este gobierna
la difusion del CO» (Bjorkman, 1981, Farquhar y Sharkey, 1982; Ticha, 1982,
Salarova y Pospisilova, 1983).

La disminucién de la tasa de fotosintesis neta (0 absorcién neta de CO,)
puede ser explicada en parte por una caida de la concentracion del CO: por el
cierre estomatico y una reduccion de la conductancia estomatica (Jarvis,
1971). EI CO; penetra desde la atmosfera a través de las estomas a los lugares

de carbonizacion. Este ingreso se puede dividir en dos fases:

a) Una fase gaseosa. Es la transferencia del CO2 molecular, desde el exterior
de la hoja hacia los espacios intercelulares.

b) Una fase liquida. Consiste en la transferencia de bicarbonato y CO>
molecular (disuelto) desde los espacios intercelulares hasta los lugares de
carbonizacion (Longtreth et al., 1980; Cataky y Ticha, 1982; Farquhuar y
Sharkey, 1982).

La via gaseosa esta controlada principalmente por la conductancia estomatica
(Farqubhar y Sharkey, 1982; Ticha, 1982, Solarova y Pospisilova, 1983). La
fase liquida estd regulada por la conductancia del mesofilo (residual o
intracelular). Esta dltima conductancia considera las propiedades fisicas,

como morfologicas de las paredes celulares, plasmalema, citoplasma,
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membranas cloroplasticas, asi como la reaccion de carbonizacion de la
fotosintesis (Jarvis, 1971; Longstreth et al., 1980, Catsky y Ticha, 1982)

Particularmente importante es el estrés por bajas temperaturas en presencia de
luz (‘light-chilling’), situacién que se produce, en mafanas frias y soleadas
de regiones de clima de los andes o zonas templadas (Van Breusegemet el al.,
1999). En plantas sensibles, ‘lightchilling’ puede afectar severamente todos
los componentes del aparato fotosintético, incluyendo el transporte
electronico tilacoidal, el ciclo reductivo del carbono y el control de la
conductancia estomatica (Allen y Ort 2001). Respecto al transporte
electronico, la combinacion de bajas temperaturas y altas irradiaciones
produce la llamada fotoinhibicion cronica’ (fotoinactivacion), un dafio
permanente al fotosistema Il (PSII) (Osmond y Grace, 1995). Las bajas
temperaturas reducen las tasas de las reacciones metabolicas y limitan los
destinos para la energia de excitacion absorbida necesarios para la fijacion de
CO2 y la fotorespiracion. Cuando esto sucede, aumenta el potencial de dafio
al PSII, en particular la proteina D1 del centro de reaccion de este
fotosistema. Ademas, en estas condiciones es alterado el normal recambio de
esta proteina, proceso probablemente vinculado a cambios en la fluidez de las
membranas (Tambusi, 2004). De hecho, diversas evidencias muestran que
este parece ser un punto critico en la tolerancia al frio, en particular el grado

de insaturacion de los lipidos de membrana (Nishida y Murata 1996).

Ademas al recambio de la proteina D1 por bajas temperaturas han surgido

otras hipotesis como la fotoinhibicion por frio (Hull et al., 1997).

Un buen sefial destacable es la fotoinactivacion del fotosistema Il (evaluada
por una caida del parametro relacion entre la fluorescencia variable (Fv = Fm
- FO) y Fmen hojas aclimatadas a un periodo de oscuridad (ca. 30 min)
(Fv/Fm), fendmeno que es tipico del estrés por baja temperatura y que no se

observa en condiciones de estrés hidrico.
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También existe efectos primarios de las bajas temperaturas sobre la
fotosintesis por una inactivacion de las enzimas del ciclo de Calvin — Benson
en tres paso importantes en condiciones de bajas temperaturas la fotosintesis
es limitada debido a que la actividad de ribulosa-1,5 difosfatocarboxitasa
oxigenada es reducida. La otra limitacion que el Pi no se regenera debido que
existe un retardo del ritmo circadiano de la actividad de la enzima sacarosa
fosfato sintasa en el, pero esto no siempre ocurre depende de las especies de
plantas y la temperatura que han tenido durante su crecimiento (Fasquihar et
al, 1980; Kyle y Ohad, 1986; Shorky, 1985. Labote y Leegood, 1988: Wise,
1995; Jones, 1995; Strand, 1997, 1999; Kudohy y Smoike, 2002; Yamori et
al, 2010b). La tercera limitacion que influye en inhibicion a bajas
temperaturas es la falta de la regeneracion y la carboxilacion de la Ribulosa-
1,5 difosfato. La regeneracion de la ribulosa-1,5 difosfato también reduce el
exceso de energia de excitacion proporcionando un mayor flujo del transporte
de electrones fotosintéticos por lo tanto evita la fotoinhibicidn (Hirasaka et al,
2006: Yumori et al, 2010b).

Por otro lado, el estrés en temperaturas de congelamiento, plantas pueden
inducir la acumulacion de especies reactivas de oxigeno ROS (por su sigla en
inglés, Reactive Oxygen Species) causando dafio oxidativo (Thomashow,
1999; Pino, 2016). El estrés oxidativo ocurre en situaciones donde existe
formacién de especies de oxigeno reactivo y si excede la capacidad de las
destruccion de estos radicales libres comienzan acumularse y la presencia
prolongada de altos niveles de especies de oxigeno reactivo es dafiino para las
plantas debido es altamente reactivo y puede causar la inactivacion de las
enzimas, peroxidacion de los lipidos, degradacion de las proteinas y dafio del
ADN (Osada y Takahashi, 1982). Las moléculas de oxigeno reactivo son el
superéxido (02Y), oxigeno single (O*), peréxido de hidrogeno (H202) y
radicales oxhidrilos  (OH") (McKersie y Lehen, 1994). Existen varios sitios
de produccién de las especies de oxigeno reactivos a nivel subcelular, el mas
conocido es aquel que se presenta en la reacciones que ocurren en la fase

luminosa de la fotosintesis a nivel del Fotosistema | y Il en el cloroplasto y la
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cadena de transporte de electrones en el mitocondria. Ademas existen
formacion espontanea de la formacion de radicales libres y durante las
actividades de formacion de productos (McKersie y Leshan, 1994). En las
plantas sometidas a las temperaturas de congelamiento las cuales pueden
ocasionar fallas en la transferencia de electrones durante la fotosintesis por
oxidacion de NADPH y a dafios en los centros proteicos de reaccion en los
fotosistemas | y IlI, con la consecuente disminucion de la eficiencia
fotosintética (Steffen y Palta, 1989; O’Kane et al., 1996; McKersie et al.,
2000, Pino, 2016).

Plantas cultivadas tolerantes a bajas temperaturas tienen mayores cantidades
de enzimas fotosintéticas, tales como las enzimas fotosintéticas del ciclo de
reduccion de carbono (ciclo de Calvin - Benson), como la ribulosa-1,5-
fosfatasa oxigenasa (Rubisco), sedoheptulosa -1,7 bifostasa y fructosa-1,6
bifosfatasa en el estroma (Holaday et al., 1992; Hurry et al, 1994, 1995:
Strand et al, 1997, 1999; Yamori et al, 2005, 2011) y aquellas relacionadas
con la sintesis de la sacarosa como la sacarosa fosfato sintasa y la frutosa-1,6
bifosfatasacitosolica (Guy et al, 1995; Holaday et al, 1992; Hurry et al, 1994,
1995; Strand et al, 1997, 1999). Se explica que grandes cantidades de
enzimas podrian necesitarse para compensas la disminucion de las
actividades de las enzimas a bajas temperaturas y también puede lograrse una
mayor eficiencia enziméatica mostrando una mayor capacidad fotosintética
(Yamori et al, 2006). Otra alteracion importante que ocurre es un cambio en
la composicion de los acidos grasos de la membrana permitiendo mantener la
funcién celular a traves de una mayor fluidez y estabilizacion de las proteinas
fotosintéticas (Falcone et al, 2004). El incremento de la relacion acidos grasos
insaturados/acidos grasos saturados en respuesta a la aclimatacion a las bajas
temperaturas  aceleran el flujo de paso del complejo citocromo bef,
plasquinona, plasticianima originandose un aumento de la capacidad de estos
compuestos por las membranas de los tilacoides (Murata y Los, 1997,
Murakami et al, 2000; Sun et al, 2003).
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1.2.9. Efectos de bajas temperaturas en la tasa de transpiracion.

La transpiracion es un proceso de evaporacion o pérdida de agua en forma de
vapor por las plantas, desde un tejido vivo hacia el exterior. Tal fendmeno
puede tener lugar en cualquier parte del vegetal que esté expuesta al aire, pero
son las hojas los drganos que lo realizan con mayor intensidad la
transpiracion. Las vias de transpiracion en la planta son: 1) transpiracion
estomatica: por los estomas; es una via controlable por la planta representa
alrededor del 90% del total de agua perdida, 2) Transpiracion lenticelar: por
las lenticelas y 3) transpiracion cuticular: por la cuticula. Estas dos vias no
son controlables por las plantas y representan no mas 10 %, pero adquieren
fundamental importancia cuando las estomas se encuentran cerrados (Gil,
1995: Barceld, 2000: Taiz y Zeiger, 2007).

La transpiracién estomatica es regulada por los estomas, los cuales se cierran
cuando hay un déficit apreciable de agua en la planta y constituyen la via mas
importante para el intercambio gaseoso entre el meséfilo y la atmosfera
(Gil.1995: Barceld, 2000).

Se denomina estoma a la unidad conformada por un poro y las dos células
oclusivas que lo rodean. Estas células oclusivas o guardianas se hallan en
contacto con las células adyacentes de la epidermis y en muchos casos se ha
comprobado la existencia de relaciones metabdlicas muy estrechas entre estas
(las células oclusivas y las adyacentes).Los estomas de las plantas
dicotiledoneas poseen células oclusivas de forma arrifionada y su distribucion

en la lamina es al azar (Taiz y Zeiger, 2007).

Los estomas son importantes en la fisiologia de las plantas, debido a que son
responsables del intercambio de gases entre la atmosfera y la hoja y con ello
evitan la excesiva pérdida de agua (Weeb y Baker, 2002; Fan et al., 2004).
Estos también desempefian un papel vital en el mantenimiento de la
homeostasis de la planta, de ahi la importancia de conocer el nimero, formay

factores que controlan su apertura o cierre (Sanchez y Aguirreola, 1996).
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La transpiracion ocurre por medio de los estomas que son células epidermales
modificadas, rodeadas por otras células denominadas células guarda que al
aumentar o disminuir su volumen modifican el grado de apertura del poro u
ostiolo de los estomas y por lo tanto tasa de pérdida de agua en forma de
vapor por medio de la transpiracion. Los estomas pueden ser considerados
como valvulas dirigidas hidraulicamente que operan en la parte aérea de las
plantas (Roelfsema et al., 2005). Los estomas desempefian un rol esencial en
el control de la pérdida de agua por transpiracion, pero ademas, son la via de
ingreso de CO2 para la fotosintesis (Damour et al., 2010).

El numero de estomas en las diferentes especies vegetales es variable. Un
investigador establece que el nimero de estomas varia un rango de 100 a 300

estomas/mm? en angiospermas (Esau, 1977).

La cantidad de estomas en la superficie adaxial (haz) en comparacion con la
abaxial (envés) es caracteristica distintiva de diferentes especies. Las plantas
con estomas en el haz son llamadas epiestomaticas, las que tienen en el enves
son hipoestométicas y aquellas con estomas en el haz y envés son
anfiestomaticas (Gates, 1980; Larkin et al., 1996; Serna et al., 2002; Azcon-
Bieto y Taldn, 2008).

Las anfiestomaticas es comdn encontrarlas en ambientes aridos, y hojas con
estomas solo en el envés es m&s comun encontrarlas en plantas de héabitats
mesofiticos (Parkhurst, 1978), por otro lado, es comun encontrar hojas con
estomas solo en la superficie adaxial en plantas acuaticas como el lirio de

agua (Lawson, 2009).

Son diversos los factores que controlan la apertura y cierre de las estomas: la
concentracion de CO2 en el interior de las hojas, humedad atmosferica,
potencial hidrico de la hoja, temperatura y viento (Tibbitts, 1979; Comstock y
Mecuccini, 1998; Cochard et al., 2002). En este sentido, (Long et al. 1994) y
Smirnoff (1993), mencionan que en las regiones de clima mediterrdneo las

58



diferentes especies se enfrentan de forma distinta a la falta de agua estival y
adoptan estrategias fisiologicas (cierre de estomas), morfo-anatdmicas
(enrollamiento foliar, cambios en la reflexion, paraheliotropismo) o

bioquimicas (Reaccion de Mehler, ciclo Asada-Hallivell, fotorespiracion).

La transpiracidn ocurre por medio de las estomas que son células epidermales
modificadas, rodeadas por otras células denominadas células guarda que al
aumentar o disminuir su volumen modifica el grado de apertura del poro u
ostiolo de las estomas, y con esto la tasa de pérdida de agua en forma de
vapor. Los estomas pueden ser considerados como valvulas dirigidas
hidraulicamente que operan en la parte aérea de las plantas (Roelfsema et al.
2005).

Los estomas desempefian un rol esencial en el control de la pérdida de agua
por transpiracion, ademas es una via de ingreso de CO; para la fotosintesis
(Damour et al. 2010). EI namero y la densidad de los estomas pueden ser
modificados por las plantas de acuerdo a las condiciones ambientales en las

cuales se desarrollan (intensidad de luz, concentracion ambiental de CO»).

Los factores que influyen en la tasa transpiratoria y por tanto en la apertura
estomatica son el déficit de presion de vapor, que existe entre la atmosfera y
las cavidades aéreas del mesofilo, la luz (calidad y cantidad), el CO2
ambiental, la temperatura de la hoja, el estado hidrico del suelo y la presencia

de contaminantes en el aire (Jones 1992; Lake et al., 2001).

Las plantas responden a este déficit con el cierre de estomas, por medio de la
sefial del acido abscicico que se transfiere de la raiz a la parte aérea de la
planta para evitar la pérdida de agua, y otros mecanismos como la
acumulacion de azlcares y osmolitos compatibles que disminuyen el
potencial hidrico para mantener el gradiente (YYancey 2005). Esto trae consigo
inevitablemente la disminucion en el crecimiento. La respuesta de la

conductancia estomatica al ABA depende de si la especie es isohidrica o
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anisohidrica; para especies isohidricas la sensibilidad de los estomas al ABA
se relaciona negativamente con el potencial hidrico foliar; para especies
anisohidricas, la regulacion estomatica en condiciones de estrés hidrico

depende sélo de la concentracion de ABA en el xilema (Damour et al., 2010).

La transpiracion esta limitada por diferentes tipos de resistencia a la difusion
del agua, dentro de las cuales estan la resistencia estomatica (dada por
namero y geometria de los estomas), la resistencia cuticular (dada por la capa
cerosa que recubre la epidermis), y la resistencia de la capa limite generada
por el aire estatico que se establece en la superficie foliar y controlada por la
velocidad del viento (Larcher 2003; Taiz y Zeiger 2006).

La capacidad de una planta para regular la apertura estomatica permite
modular la tasa de transpiracion y los requerimientos del balance hidrico. Este
balance se rompe cuando la tasa de absorcion de agua por parte de la raiz es

menor que la tasa de transpiracion (Schulze 1986).

Las bajas temperaturas tienen un efecto similar al estrés por sequia debido a
que agua presente en el suelo no son absorbidas por las raices o bien se
transporta lentamente por los vasos conductores generando un deshalance
hidrico en la planta, disminuyendo el déficit de presion de vapor de agua
(DPV) en la planta. Christmann et al., (2007) comprobaron que la sefial para
el cierre estomatico viene de las raices. Se ha descubierto que muchas plantas
son muy sensibles al déficit de presion de vapor (DPV) de agua hoja-aire (es
decir la diferencia entre la presion de vapor a saturacion a la temperatura de la
hoja y la presion de vapor actual del aire que rodea la hoja) (Agurto, 2015).
Actualmente se carece de una adecuada comprensién del mecanismo
involucrado en las de los mecanismos involucrados, pero se ha sugerido que
cuando las células oclusivas y subsidiarias tiene una pobre conexion
hidraulica con las células de la epidermis y las células del mesofilo pierden

su turgencia al permitir la salida de agua del interior de la célula a los
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espacios intercelulares y de alli se pierde en el medio ambiente ocurriendo a

un cierre parcial los estomas (Agurto, 2015).

Algunas especies mantienen su potencial hidrico foliar constante durante el
estrés hidrico, estas son llamadas especies isohidricas, mientras que otras no
pueden mantenerlo constante y son llamadas anisohidricas (Damour et al.,
2010).

Por otro lado, las estomas son muy sensibles a la concentracion de CO>
intracelular (Ci). Estos se abren cuando el Ci disminuye y se cierran cuando
aumentan. EI mecanismo de accion del incremento del CO2 no se conoce,
Este incremento del CO intracelular se debe a una falta de reduccion del CO>
en azlcar dentro de las células. En un experimento en Xanthium strumarium
sometido a estrés por frio reduce la conductancia estomatica y la tasa de
asimulacion neta, incrementando la p (COy) intercelular (Drake y Raschke,
1974).

Entonces es muy frecuente observar un déficit hidrico asociado a las bajas
temperaturas. Este fendmeno puede tener diversas causas, como la
disminucion de la conductividad hidraulica de las raices y alteraciones en el
grado del control estomatico conduciendo a un desbalance entre la captacion
de agua y la transpiracion. Las plantas sometidas a bajas temperaturas
muestran al menos una caida transitoria del potencial hidrico y disminucion
del de potencial hidrico de agua Estos factores hacen las células estomaticas
pierden turgencia y los estomas se cierran. El cierre de los estomas propician
una mayor concentracion de carbono interno en la camara estomética
estimulando al répido cierre de los estomas, por esta razon disminuye la tasa

de la transpiracién (Agurto, 2015)

Una de las causas principales del dafio por frio es cambio en la bioguimica y
biofisica de las membranas. Uno de los efectos mejor caracterizados de las
bajas temperaturas es la disminucion de la fluidez delas membranas. El frio
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produce la llamada ‘separacion de fases’, que si se prolonga en el tiempo,
impide a la biomembrana mantener los gradientes i6nicos y agua adecuados
en las plantas y su metabolismo comienza a sufrir alteraciones. Finalmente, la
muerte de la célula puede sobrevenir si el dafio se acentla. En este sentido, ha
recibido considerable atencion el papel de la insaturacion de lipidos de
membrana en la tolerancia a bajas temperaturas y de hecho éste ha sido
considerado como uno de los factores criticos entre los mecanismos de
toleranciapor frio (Nishida y Murata 1996). La pérdida de las propiedades de
la membrana derivada de los cambios de la fluidez. La doble capa lipidica es
una estructura cuya fluidez depende de la temperatura y de su composicion.
Los lipidos son un componente importantes de las membranas celulares, los
lipidos estdn formados por un esqueleto de glicerina y acidos grasos. Los
acidos grasos pueden ser saturados e insaturados. A una misma temperatura
ambiente, los acidos grasos insaturados son mas fluidos que los saturados.
Por lo tanto, los acidos grasos insaturados protegen a las membranas celulares
y subcelulares. Entonces la fluidez de las biomembranas en relacion con la
temperatura depende de la relacion &cidos grasos saturados/acidos grasos
insaturados. Esto hace que la composicion lipidica de la membrana dependa

hasta cierto punto de la temperatura.

El grado de fluidez de una membrana es fundamental para el funcionamiento
apropiado de los sistemas enzimaticos. Cuando la temperatura baja a un punto
critico se produce dafios a la membrana que alteran su funcionalidad. Los
principales dafios que ocasionan las bajas temperatura son: gelificacion,
contraccion, formacién de grietas, aumento de permeabilidad y alteraciones

en toda la actividad enzimatica (Agurto et al., 2015).

Un descenso rapido de la temperatura no permite una adaptacion de la
composicion lipidica de las membranas, por lo que estas se hacen cristalinas
y menos fluidas, las propiedades fisicas de los lipidos influyen enormemente
en la actividad de las proteinas integrales, a medida que las membranas se

hacen menos fluidas las proteinas no pueden funcionar normalmente, debido
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a su alteracién en su estructura primaria y secundaria (Agurto et al., 2015). El
resultado de la pérdida de fluidez es inhibicion de la ATPasa (sintesis de
ATP), inhibicién del transporte del soluto dentro y fuera de las células, salida

del agua de las células.

Las plantas se agrupan en cuatro categorias de sensibilidad a la congelacion:
(1) fragiles; (2) ligeramente resistentes; (3) moderadamente resistentes; y (4)
muy resistentes (Levitt, 1980). Las plantas fragiles son aquellas que no han
desarrollado la evitacién de la congelacion intracelular (muchas plantas
tropicales). Las plantas ligeramente resistentes incluyen muchos de los
arboles frutales subtropicales, arboles caducifolios, y cultivos horticolas que
son sensibles al enfriamiento hasta los -5 °C. Las plantas moderadamente
resistentes incluyen aquellas que pueden acumular suficientes solutos para
resistir el dafio por heladas hasta temperaturas tan bajas como -10 °C,
principalmente evitando el dafio por deshidratacion, pero son menos capaces
de tolerar temperaturas mas bajas. Las plantas muy resistentes son capaces de
evitar la congelacion intracelular asi como de evitar el dafio debido a la

desecacion de las células.

En términos mas préacticos el estrés por frio provoca una reduccién en la
velocidad de la absorcion del agua y nutrientes por los cultivos, esto a su vez
disminuye la velocidad de translocacion interna de las soluciones internas. Se
reduce la asimilacion de sustancias nitrogenada y hace que las sintesis de
proteinas sean lentas. Se afecta significativamente la asimilacién del potasio y

en menor medida del fosforo.

La planta tolerantes al estrés por bajas temperaturas produce ciertas
moléculas organicas que contrarrestan el efecto de las heladas y estos son los
Ilamados crioprotectores que son solutos compatibles u osmoprotectores son
sustancias de bajo peso molecular, incluyen la mayoria de los solutos
osméticamente activos, y estan presentes en todas las células. Frente a estrés
abiotico, estos solutos compatibles cumplen un importante rol en la
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proteccion de las plantas a nivel celular, manteniendo el ajuste osmético y
turgor de la célula. Actuarian como chaperonas, estabilizando enzimas,
proteinas y membranas, destruyendo especies reactivas de oxigeno ROS (por
su sigla en inglés, Reactive Oxygen Species) y estabilizando los complejos
del fotosistema Il. En términos generales, los solutos compatibles se
clasifican en tres grupos: aminoacidos (ej. prolina), amino-cuaternarios (gj.
glicina betaina, dimetilsulfoniopropionato), polioles (ej. manitol, sorbitol,
mio-inositol) y azlcares solubles (ej. sacarosa, glucosa, trehalosa) (Chen y
Murata, 2002; Wang et al., 2003; Hu et al., 2010). Debido a su naturaleza
policationica pueden unirse y estabilizar a polimeros ricos en cargas negativas

como el ADN, ARN, pectinas, fosfolipidos y proteinas.

Las acuaporinas, proteinas integrales de membrana, se han identificado en
tantas tolerantes al estrés hidrico y son como canales importantes que ayudan
a la rehidratacion rapida gobernando la conductancia celular para recuperar el

agua y la turgencia celular (Vandeleur et al., 2009: Alleva et al., 2010).

Los azucares solubles y la sintesis de oligosacaridos derivados de la sacarosa,
como los fructanos, actian como osmoprotectores frente a estrés osmotico y
fuente de reserva de carbono. Un estudio, en plantas transgénicas de tabaco y
remolacha azucarera capaces de inducir acumulacion de fructanos fueron mas
tolerantes a sequia que aquellas que no producian fructanos (Pilon-Smits et
al., 1995; Pilon y Smits et al., 1999). Plantas transgénicas de papa y tabaco
capaces de inducir trehalosa, mostraron mayor tolerancia a sequia respecto a
sus controles (Chen y Murata, 2002). Otro estudio que comparé clones de
papas tolerantes (397077.16) y susceptibles (Canchan) a sequia, mostrd en el
clon tolerante mayor sintesis de galactinol y rafinosa (Legay et al., 2011).
Otros estudios Solanum commersonii (genotipo tolerante a heladas) vy
Solanum tuberosum (genotipo susceptible a heladas), reportaron un
incremento en azUcares solubles totales en las hojas de Solanum commersonii
al ser sometidas a bajas temperaturas y a sequia (Pino et al., 2008; Pino et al.,

2013). Otro estudio reciente, mostr6 en Solanum commersonii una mayor
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acumulacion fructosa, glucosa y sucrosa bajo estrés abiotico respecto a su
control susceptible (Folgado et al., 2013).

Aun cuando el rol especifico de la prolina no estd bien definido, se sugiere
que cumpliria varias funciones durante el estrés abidtico. La acumulacién de
prolina se ha asociado a la estabilizacion tanto de proteinas como de
membranas, como fuente de carbono, nitrégeno y energia durante la
rehidratacion celular (Kishor et al., 1995, 2005; Szabados y Savoure, 2010).
La sintesis de prolina frente estrés abidtico ha sido reportada en varias
especies, como Phaseolus vulgaris L. (Andrade et al., 1995), Nicotiana
tabacum (Kishor et al., 1995), tomate (Claussen, 2005), Capsicum annuum
(Chaman, 2007), Olea europaea L. cv. Chemlali (Ahmed et al., 2008), moras
y frambuesas (Orlikowska et al., 2009; Morales et al., 2013). En papa
(Solanum tuberosum L.), se ha observado un aumento en la concentracion de
prolina a nivel de hoja en respuesta a déficit hidrico (Bansal y Na garajan,
1986). Otro estudio también en papas, reportd acumulacion de prolina en
plantas transgénicas capaces de sintetizar fructanos frente a estrés hidrico
(Knipp y Honermeier, 2006). También se ha observado acumulacion de
prolina en Solanum commersonii y Solanum tuberosum genéticamente
transformada con factores de transcripcion del tipo CBF o DREB (por su
sigla en inglés, C-Repeat Binding Factors/ Dehydration Responsive Element
Binding) en respuesta a bajas temperaturas (Pino et al., 2008) y en respuesta a
déficit hidrico in vitro (Pino et al., 2013). Ademas, se ha reportado
acumulacion de prolina en hojas, tempranamente en variedades de papas
susceptibles a sequia y tardiamente en variedades de papas tolerantes a sequia
(Schafleitner et al., 2007).

Ciertos polisacaridos grandes y proteinas facilitan la formacion de cristales de
hielo nucléales. La formacion de los cristales de hielo normalmente es letal a
los tejidos. Entonces una limitacion de la formacién de hielo contribuye a la

tolerancia de las plantas a las heladas (Agurto, 2015).
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En plantas tolerantes tienen mayor contenido de proteinas que limitan el
crecimiento de los cristales anticoagulante. La sintesis de estas proteinas es
inducida por las bajas temperaturas. Parece que los azucares y proteinas
anticoagulantes durante tienen efectos crioscopicos, este efecto permite
estabilizar las proteinas de las membranas y estan asociadas con plantas
tolerantes por congelamiento. La formacion de los cristales de hielo en los

espacios intercelulares empieza entre -3 y -5°C.

Ciertas estrategias adaptativas de las plantas como las estrategias de fijacion
del carbono se relacionan también con la transpiracion. Debido a que las
plantas deben mantener sus estomas abiertos a expensas de la pérdida de
agua, para poder acceder al CO. ambiental, estas han modificado el patron
tradicional de fijacion de carbono para conservar el agua y ser mas eficientes.
Las plantas C4 y CAM presentan diferencias anatobmicas y metabdlicas que
les permiten disminuir la pérdida de agua con cambios en la apertura
estomatica (Lambers et al. 1998). En tanto que las plantas Csz y algunos
subtipos de plantas Cs, en referencia a las ventajas fotosintéticas que se
presentan en un ambiente mésico (habitat que no es muy humedo o no es muy
seco, pero utiliza una mediana cantidad de humedad), se ven reducidas con la
sequia, debido a que las condiciones de déeficit hidrico eliminan las
diferencias en la conductancia estomatica, igualando el uso eficiente del agua

en ambas especies (Taylor et al., 2010). .

El dafio inducido por bajas temperaturas varia ampliamente segun las
especies, tanto en magnitud y escala temporal, durante los primeros sintomas
aparecen algunas variedades y especies durante el estrés por bajas
temperaturas de congelamiento, en otras en cambio, en el periodo posterior a
la recuperacion, en que las plantas son sometidas a temperaturas normales

para la especie o variedad.
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1.2.10. Efectos de las bajas temperatura sobre el coeficiente de conductancia

estomatica.

La conductancia estomatica es la velocidad (cm s-1) a la cual se produce el
flujo de agua transpirada desde las hojas hacia la atmosfera a traves de las
estomas. En la medida que los estomas se mantengan abiertos la velocidad
sera mayor, al contrario al presentarse un estrés hidrico por bajas
temperaturas los estomas tienden a cerrarse provocando una disminucion

drastica de la conductancia estomatica (Riveros, 2002; Agurto, 2015).

Los estomas son formaciones de tejido epidérmico que se encuentran
fundamentalmente en la epidermis de la hoja, éstos controlan el intercambio
de gases (vapor de agua, CO2, O) entre los espacios aéreos del mesofilo y
la atmosfera que rodea la hoja (Martin de Santa Olalla y De Juan Valero,
1993), desempefiando un papel primordial en el mantenimiento de la
homeostasis de la planta, de ahi la importancia de conocer los factores que
regulan los procesos de abertura y cierre estomatico (Sanchez - Diaz y
Aguirreolea, 2000c).

Cuando todas las estomas estan abiertas ocurre el maximo intercambio
gaseoso entre el aire y la hoja. Esta ultima liberando oxigeno y vapor de
agua y absorbe CO2 desde el aire. En un sistema de produccion agricola se
debe mantener en forma constante y maxima la transpiracion. Si en el suelo
se presenta un déficit de agua se produce un cierre parcial de los estomas
disminuyendo la transpiracion y por ende la asimilacion de CO2 lo que se

traduce en una menor produccion (Gurovich, 1989).

Los estudios relacionados con la conductancia estomatica (y por ende la
transpiracion) revisten una gran importancia ya que la productividad esta
intimamente relacionada con el consumo y la disponibilidad de agua mas
que cualquier otro factor. Por lo tanto, la capacidad de algunas plantas de
mantenerse tdrgidas bajo condiciones de estrés por agua es una

caracteristica beneficiosa para evitar la disminucion en la produccion,
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puesto que bajo tales circunstancia el descenso del rendimiento puede estar
relacionado con la reduccion de la conductancia estomatica (Agraria et al.,
1995: Nogueira et al., 2001: Da Matta, 2004).

1.3. Definicion de términos.

1.3.1.

1.3.2.

1.3.3.

Tasa de fotosintesis neta.
Es una medida de la ganancia real de carbono por la planta, como diferencia
entre el CO; fijado en la fotosintesis bruta y el desprendido en la respiracion

y fotorrespiracion.

Tasa de transpiracion.
La tasa de transpiracién es una medida que comprende la evaporacién del

agua desde las celulas superficiales en el interior de los espacios
intercelulares y su difusion fuera del tejido vegetal principalmente a través de

los estomas y en menor medida través de la cuticula (Taiz y Zeiger, 2006).

Conductancia estomatica.

La conductancia estomatica es la velocidad (cm s-1) a la cual se produce el
flujo de agua transpirada desde las hojas hacia la atmosfera a traves de las
estomas. En la medida que los estomas se mantengan abiertos la velocidad
serd mayor, al contrario al presentarse un estrés hidrico por bajas
temperaturas los estomas tienden a cerrarse rovocando una disminucion

dréstica de la conductancia estomatica (Riveros, 2002).

1.4. Hipotesis.

1.4.1.

Hipotesis general

Ho: El estrés término inducido por bajas temperatura (-8°C) no afecta las
caracteristicas fisiologicas como tasa de fotosintesis neta, tasa de

respiracion y conductancia estomatica en la variedad de papa “Yuraq
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Hp:

1.4.2. Hip

Ho:

Hp:

Ho>

Hp>

Hos:

Hps

Kuchillo Paki” (Susceptible) y la variedad de papa “Puka Puqya”
(Tolerante).

El estrés término inducido por bajas temperatura (-8°C) si afecta las
caracteristicas fisiologicas como tasa de fotosintesis neta, tasa de
respiracién y conductancia estomatica en la variedad de papa “Yuraq
Kuchillo Paki” (Susceptible) y la variedad de papa “Puka Puqya”

(Tolerante).

Otesis especificas.

. El estrés térmico inducido (-8°C) no afecta a la tasa de fotosintesis neta
de la variedad de papa “Yuraq Kuchillo Paki” (Susceptible) y la
variedad de papa “Puka Puqya” (Tolerante).

. El estrés térmico inducido (-8°C) si afecta a la tasa de fotosintesis neta
de la variedad de papa “Yuraq Kuchillo Paki” (Susceptible) y la
variedad de papa “Puka Puqya” (Tolerante).

. El estrés térmico inducido (-8°C) no afecta a la tasa de transpiracion de
la variedad de papa “Yuraq Kuchillo Paki” (Susceptible) y la variedad
de papa “Puka Puqya” (Tolerante).

: El estrés téermico inducido (-8°C) si afecta a la tasa de transpiracion de la
variedad de papa “Yuraq Kuchillo Paki” (Susceptible) y la variedad de
papa “Puka Puqya” (Tolerante).

El estrés térmico inducido (-8°C) no afecta a la conductancia estomatica
de la variedad de papa “Yuraq Kuchillo Paki” (Susceptible) y la
variedad de papa “Puka Puqya” (Tolerante).

. El estrés térmico inducido (-8°C) no afecta a la conductancia estomatica
de la variedad de papa “Yuraq Kuchillo Paki” (Susceptible) y la
variedad de papa “Puka Puqya” (Tolerante).
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1.4.3. Variables.

La presente investigacion tiene las siguientes variables:

Y = Variable independiente.

Y = Estrés térmico inducido (-8 °C).

X =Variables dependientes.
X1 = Tasa de fotosintesis neta
X2 = Tasa de transpiracion.

X3 = Conductancia estomatica.
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CAPITULO I1I

2. METODOLOGIA

2.1. Tipoy nivel de investigacion

2.2.

2.3.

El tipo de investigacion es aplicada, porque los resultados obtenidos en la presente
investigacion podran ser utilizados como herramienta para seleccionar variedades de

papa tolerantes a las heladas.

El nivel de investigacion es anlitco explicativo — experimental. Explicativo por se
relaciona una causa y efecto, siendo la causa es el estrés térmico (-8°C) inducido por
bajas temperaturas y como efecto son las respuestas fisiolégicas como la tasa de
fotosintesis neta, tasa de transpiracion y conductancia estomatica en la planta de papa

y es experimental porque se ha manipulado a los tres variables dependientes.

Meétodo de la investigacion.

En la presente investigacion se utilizd el método inductivo y deductivo. Es inductivo
porque se obtiene conclusiones generales a partir de observaciones realizadas en
invernadero y laboratorio; Es deductivo porque parte los datos generales aceptados
como verdaderos sirven para deducir por medio del razonamiento logico, varias
suposiciones de las caracteristicas fisiologicas de las variedades de papa ensayadas
cuando son sometidas a un estrés térmico por baja temperatura, es decir; parte de las
conclusiones previamente establecidas se utilizan como principios generales, para

luego aplicarlo a casos individuales y comprobar asi su validez.

Disefio de la investigacion.

2.3.1. Ubicacion
La presente investigacion se realizo en los campos de la Univesisdad Para el
Desarrollo Andino en dos etapas. La etapa | es en invernadero, el que

consistio en trasplantar esquejes enraizados en sies macetas, de las cuales tres
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3.2.1.

macetas fueron designadas para la variedad “Yura Kuchillo Paki”
(susceptible a heladas) y en resto de macetas se trasplantd los esquejes de la
variedad Puka Puqya” (tolerante a heladas). En la etapa de laboratorio
(Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Para el Desarrollo Andino)
fue para medir tasa de fotosintesis neta, tasa de transpiracion y conductancia

estomatica.

Ambos recintos estan ubicados el distrito de Lircay, provincia de Angaraes,
Region Huancavelica. Las coordenadas de ubicacion y la altura son las

siguientes:

- Latitud : 12°59°03”

- Longitud 1 74°43°13”

- Altitud 3271 m.s.n.m.

Propagacion de material biologico.

El material bioldgico consistio en esquejes enraizados de plantas de la
variedad “Yuraq Kuchillo Paki” (susceptible a heladas) y variedad “Puka
Puqya” (tolerantes a heladas), a partir meristemos laterales de plantas madres.
Estos meristemos laterales obtenidos fueron tarados con enraizarte en polvo

(auxina y acido Naftilacético 4.000 ppm mezclados con un fungicida

CAPTAN, que protege de ataques de hongos durante el enraizamiento).

En la figura 13, se muestra propagacion del material biolégico a base de esquejes
provenientes de una planta medre, tratamiento de esquejes con enraizante.
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Posteriormente se realizo la colocacion de sustrato de arena desinfectada en
bandejas, donde los esquejes fueron regados con agua hasta la apacicion de
las raices. Cuando la raices aparecieron se aplico la solucion nutritiva Ay B
aproximadamente cada 15 a 25 dias hasta la para el desarrollo normal de las
raices. Cuando las raices desarrollaron fueron trasplantadas en macetas con
sustrato Premix® (Musgo Sphagnum + Vermiculita + Perlita + Nutrientes)
siendo regados con riegos periddicamente hasta alcanzar una altura de 30 a 45

cm de tamafio, siendo el dptimo para los analisis.

En la figura 14, se muestra trasplante de plantulas enraizadas a macetas para el desarrollo de
area foliar.

Cuando las plantulas alcanzaron su tamafio optimo de 30-45 cm de altura y
tres meses de edad, se cosecho a los foliolos para realizar toma de lecturas
con el analizado de gases C1-340 Handheld Photosynthesis System de papas

ensayadas antes y después del estrés térmico.
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3.2.2.

3.2.3.

En la figura 15, se cosecho a los foliolos para realizar toma de lecturas con el analizador de
gases CI-340 Handheld Photosynthesis System de papas ensayadas antes y después del estrés
térmico.

Estrés térmico.

A los tres meses de edad las plantas tanto de la variedad “Yurag Kuchillo
Paki” (susceptible a heladas) y variedad “Puka Puqya” (tolerantes a heladas)
fueron sometidas a estrés térmico de bajas temperaturas (-8°C), para lo cual

fueron colocadas en congeladora (Indumelab).
Medicion de variables.

Para las lecturas se colocaron tres foliolos unidos de las variedades de papa
ensayadas antes y después del estrés en el analizador de gases CI-340
Handheld Photosynthesis System. En total se hicieron un total 2621 lecturas
por cada variedad de papa. Este analizador realiza lecturas de gran precision
en una camara de gas el CO2/H0.
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Las formulas para calcular la tasa de fotosintesis, tasa de transpiracion neta y

conductancia estomatica fueron calculadas mediante siguientes modelos.

Descripcidn del equipo

El Sistema de medicion de fotosintesis: CI-340 Handheld Photosynthesis
System permite la medicion de tasa de fotosintesis neta, tasa de transpiracion
y conductancia estomatica, interno en un solo equipo, al poseer un analizador
de gas CO2/H20 la camara. Este equipo es pequefio, rapido y preciso en la

medicion.

A continuacion las formulas empleadas para el calculo de las variables de

interés en la respuesta fisioldgica del estrés por heladas.

Velocidad de flujo de masa por unidad de area foliar (W)

(mol / m2/s) para un sistema abierto

W=V /60x273.15/TaxP/1.013x1/22.41x10000/A

W=2005.39 x VxP/TaxA

Donde V: Es el Caudal de volumen (litros / minuto)
Ta: temperatura del aire (K)

P: presion atmosférica (bar)

A: area foliar (cm?)

60: convierte en segundos minutos

22.41: Es el volumen de un mol de cualquier gas a una temperatura estandar
de 273.15K y la presion estandar de 1,013 bar (litros / mol).

10000: convertidos en cm?2 m?2
Tasa de fotosintesis (Pn):

2a. Pn: tasa de fotosintesis neta (mol / m2/ s) para un sistema abierto



Donde CoCi: salida (entrada) la concentracion de CO2 (ppm o mol/m?/s.

Pn=-W x (Co—Ci) = ~2005.39 x V x P/Ta x A x (Co—Ci)

E: la tasa de transpiracion (milimol / m2/s)

E=eo—ei/P—eoxW x103

eo = hro % es/100

ei = hri x es/100

es =6.13753 x 10-3 x eTax18.564— Tal254.4 T a+255.57
Donde eoei: salida (entrada) de vapor de agua (bar)

P: presion atmosfeérica (bar)

es: vapor de agua saturado a la temperatura Del aire (bar)
hrohri: salida (entrada) de humedad relativa (%)
Conductancia estomatica

Cleaf" conductancia estomaética de la hoja (milimol / m2/s)

Donde eleaf vapor de agua saturado a la temperatura foliar (bar)

Cleaf =W /eleaf —eofeo —ei XP —eo/P —RbW %1000

Celeaf =6.13753 x 10-3 x eTleaf x18.564 -Tleaf/ 254.4 [Tleaf +255.57

Rb: Resistencia de la capa limite de la hoja (m2s / mol) - 0,3 m2s / mol se usa.

Temperatura de la hoja debe ser obtenida a través del sensor de temperatura
IR. Se recomienda utilizar el mejor valor promedio para este determinante la
temperatura. Un ejemplo procedimiento podra incluir una muestra de cinco

valores en un periodo determinado de tiempo.
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3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

Analisis estadistico de Prueba de “t” de Student.

X1 — X
F = 1 2
2 2
1 2

Se anlizara mediante el estadistito de prueba de “t” de estudent con un nivel

de significancia del 0.05%

El andlisis de prueba de t de estuden se realizo con el paquete estadistico SPS

version 5.1

Poblacion y muestras.
Se utilizd como poblacion las variedades de papa “Yuraq Kuchillo Paki”
(susceptible a heladas) y “Puka Puqya” (tolerante a heladas). Cada poblacion

estuvo representada por seis plantas de cada variedad.

La muestra estuvo representada por tres foliolos que se tomaron de cada
planta para la lectura de tasa de fotosintesis neta, tasa de transpiracion y
conductancia estomatica y realizando 261 lecturas por variedad.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos de la respuesta
fesiologica.
Para obtener los datos de las respuestas fesiologicas se ha necesitado aplicar o

recurrir a los siguientes.

En cada lectura se utilizo tres foliolos juntos que fueron introducidos en el
analizador de gases C1-340 Handheld Photosynthesis System.

Se realizd 261 lecturas de cada variedad de papa “Yurag Kukillo Paki”
(susceptible a heladas) y “Puka Puqya” (tolerante a heladas) antes y después

de ser sometidas a estrés térmico (-8°C) por un periodo de duracion de 1 hora.
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Las lecturas fueron utilizadas para calcular por modelos de la tasa de

fotosintesis, tasa de respiracién y conductancia estomatica),

La recoleccion de datos se hizo en formatos disefiados especialmente para
evaluar la tasa de fotosintesis neta, tasa de transpiracion y conductancia

estomatica presentes en los Anexo 2, 3y 4.
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CAPITULO IlI

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Tasa de fotosintesis neta.
En la tabla 1, se presenta la significancia estadistica a un nivel del 5 % de la tasa de
fotosintesis neta de dos variedades de papa “Yuraq Kuchillo Paki” (susceptible a
heladas) y “Puka Puqya” (tolerante a heladas) antes y después del estrés térmico a
bajas temperaturas.

La variedad “Yuraq Kuchillo Paki” antes del estrés tuvieron un promedio de 4,987
mol/m?/s y con estrés estrés térmico por bajas temperaturas, la tasa de fotosintesis
neta disminuyo estadisticamente en forma significati a 2,396 mol/m?/s, mientras que
en la variedad tolerante “Puka Puqya” antes del estrés tuvieron un promedio de 2,882
mol/m?/s y después de ser sometidas al estrés la fotosintesis neta disminuyo

estadisticamente en forma significativa a 1,381 mol/m?/s.

De acuerdo a la prueba de “t” de Student a un nivel de significancia del 5%, la
variedad “Yuraq Kuchillo Paki” (suceptible) y la variedad Puka Puqya (tolerante),
son afectadas estadisticamente en forma significativa cuando son sometidas al estres
térmico por bajas temperaturas. En ambas variedades representa una caida de la
fotosintesis neta hasta el 48% (ver figura 16 y 17).

Tabla 2. Respuesta de tasa de fotosintesis neta de variedades de papa “Yuraq
Kuchillo Paki” (susceptible) y “Puka Puqya” (tolerante) sin y con estrés térmico a

bajas temperaturas.

- Tasa de fotosintesis neta
(mol/m2/s)

- Significancia estadistica a
la prueba de “t” (*)

4.9865 2.3961 2.8828 1.3813

a b a B

* a,b letras iguales no existen diferencias estadisticas significativas.




0

SIN ESTRES

CON ESTRES

M Seriesl

4.986538462

2.396192308
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Figura 16, Tasa de fotosintesis neta de variedad “Yuraq Kuchillo Paki” (susceptible a heladas) sin
estrés y con estrés.

Figura 17, Tasa de fotosintesis neta de variedad “Puka Puqya” (tolerante a heladas) sin estrés y con

estreés.

2.5

1.5

mol/m?2/s

0.5

0

SIN ESTRES

CON ESTRES

M Seriesl

2.882807692

1.381384615




La disminucién de la tasa de fotosintesis es debido al estrés por temperaturas bajo
congelamiento que produce efectos directos e indirectos dentro de los efectos
directos estan, la temperatura de congelamiento en la papa producen pérdidas al
afectar en el rendimientos y dafio foliar. Las heladas inducen a la formacion de
cristales de hielo dentro del protoplasma, causando el rompimiento y muerte celular
de la planta, o también puede afectar espacios extracelulares produciendo severa
deshidratacion celular (Palta y Li, 1980; Toivio-Kinnican et al., 1981; Steponkus,
1984). Muchos de los efectos del estrés por bajas temperaturas estan relacionados
con la variacion en la fluidez de las membranas, temperaturas bajo 0°C disminuyen
la semi-permeabilidad de la membrana debido a la desnaturalizacion de proteinas y
alteracion de la composicion lipidica de la membrana (Palta y Li, 1980). Un analisis
comparativo entre Solanum tuberosum (sensible a heladas) y Solanum commersonii
Dun (tolerante a heladas con capacidad de aclimatacion a bajas temperaturas) mostro
diferencias en la estructura lipidica de la membrana luego de ser expuestas a bajas
temperaturas, incluyendo un incremento de los acidos grasos insaturados para
aumentar su fluidez. Sugiriendo que esta capacidad seria un mecanismo de

adaptacion a bajas temperaturas en Solanum commersonii (Palta et al., 1993).

Las bajas temperaturas producen efectos indirectos a diversos niveles del aparato
fotosintético. En primer lugar, promueve el cierre estomatico (Perera et al., 1995), lo
cual puede provenir de (a) la existencia de deficit hidrico (Tambusi, 2004), (b) por
aumento del carbono interno (Ci), debido a la disminucién de la tasa de asimilacion
de este elemento y (c) por efectos directos de las bajas temperaturas en los estomas
(Allen y Ort, 2001).

Efectos indirectos de bajas temperaturas de congelamiento, son la inactivacion de
enzimas del ciclo de Calvin — Benson, que presenta en tres pasos importantes.
Primero en condiciones de bajas temperaturas la fotosintesis es limitada debido a que
la actividad de la ribulosa -1,5 difosfatocarboxitasa oxigenada es reducida, segundo
el Pi no se regenera debido a que existe un retardo del ritmo circadiano de la
actividad de la enzima sacarosa fosfato sintasa, pero esto no siempre ocurre, depende
de las especies de plantas y depende mucho de la temperatura que han tenido durante
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3.2.

su crecimiento (Fasquihar et al, 1980; Kyle y Ohad, 1986; Shorky, 1985. Labote y
Leegood, 1988: Wise, 1995; Jones, 1995; Strand, 1997, 1999; Kudohy y Smoike,
2002; Yamori et al, 2010a). La tercera limitacion que influye en inhibicion a bajas
temperaturas es la falta de regeneracion y Icarboxilacion de la Ribulosa-1,5 difosfato.
La regeneracion de la ribulosa -1,5 difosfato también reduce el exceso de energia de
excitacion proporcionando un mayor flujo del transporte de electrones fotosintéticos

por lo tanto evita la fotoinhibicion (Hirasaka et al, 2006: Yumori et al, 2010Db).

Por otro lado, el estrés por temperaturas de congelamiento, las plantas pueden
inducir la acumulacion de especies reactivas de oxigeno ROS (Reactive Oxygen
Species) causando dafio oxidativo (Thomashow, 1999; Pino, 2016). Esta ocurre en
situaciones donde existe formacion de especies de oxigeno reactivo y exidencia de la
capacidad de destruccion de estos radicales libres, comienzan acumularse. La
presencia prolongada de altos niveles de (ROS) es dafiina para las plantas por ser
altamente reactivo y causar inactivacién de enzimas, peroxidacién de lipidos,
degradacion de proteinas y dafio del ADN (Osada y Takahashi, 1982).

Tasa de transpiracion.

En la tabla 3, se presenta la significancia estadistica a un nivel de 5 % de la tasa de
transpiracion de dos variedades de papa “Yuraq Kuchillo Paki” (susceptible a
heladas) y “Puka Puqya” (tolerante a heladas) antes y después del estrés térmico a

bajas temperaturas.

De acuerdo a la prueba de “t” a un nivel de significacion del 5%, la variedad “Yuraq
Kuchillo Paki” (susceptible) sin estrés  tuvo una tasa de transpiracion de 0.944
milimol/m?/s disminuyendo estadisticamente en forma significativa cuando ocurrié
el estrés térmico por baja temperatura, cuyo valor fue 0,168 944 milimol/m?/s. En la
variedad “Puka Puqya” (tolerante) Sin estres tuvo una tasa de transpiracion de 0.114
milimol/m?/s. y cuando fueron sometidas al estrés térmico la tasa de transpiracion
increment6 estadisticamente en forma significativam alcanzando una tasa de

transpiracion de 0.084 milimol/m?/s (ver figura 18 y 19).
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Tabla 3. Respuesta de tasa de transpiracion de las variedades de papa “Yuraq

Kuchillo Paki” (susceptible) y “Puka Puqya” (tolerante) sin y con estrés térmico a

bajas temperaturas.

- Tasa de o WANSPIrACION gq441 1679 00139 0.0842
(milimol/m?/s)
- Significancia estadistica a la

prueba de “t” (*) a b b 2

* a,b letras iguales no existen diferencias estadisticas significativas.

a
1
0.9
0.8
w 07
N
o~
g 06
=
o 05
S
= 0.4 b
€ 0.3
0.2
0.1
0 7 z
SIN ESTRES CON ESTRES
M Seriesl 0.944115385 0.167961538

Figura 18, Tasa de transpiracion de variedad “Yuraq Kuchillo Paki” (susceptible a heladas) sin estrés

y con estrés.
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Figura 19, Tasa de transpiracion de variedad “Puka Puqya” (tolerante a heladas) sin estrés y con
estrés.

En una variedad susceptible cuando es sometida a un estres por baja temperatura
ocurre una la disminucién de la conductividad hidraulica de las raices y alteraciones
en el grado del control estomatico conduciendo a un desbalance entre la captacion de
agua y la transpiracion. Las plantas sometidas a bajas temperaturas muestran al
menos una caida transitoria del potencial hidrico y disminucion del de potencial
hidrico de agua. Estos factores hacen las células estomaticas pierden turgencia y los
estomas se cierran. El cierre de los estomas propician una mayor concentracion de
carbono interno en la cdmara estomatica estimulando al rapido cierre de los estomas,

por esta razon disminuye la tasa de la transpiracion (Agurto, 2015).

La planta tolerantes al estrés por bajas temperaturas produce ciertas moléculas
organicas que contrarrestan el efecto de las heladas y estos son los llamados
crioprotectores que son solutos compatibles u osmoprotectores se caracterizan por
ser sustancias de bajo peso molecular, incluyen la mayoria de los solutos
osmaticamente activos, y estan presentes en todas las células. Frente a estrés

abidtico, estos solutos compatibles cumplen un importante rol en la proteccion de las
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plantas a nivel celular, manteniendo el ajuste osmético y turgor de la célula.
Actuarian como chaperonas, estabilizando enzimas, proteinas y membranas,
destruyendo especies reactivas de oxigeno ROS (por su sigla en inglés, Reactive
Oxygen Species) y estabilizando los complejos del fotosistema Il. En términos
generales, los solutos compatibles se clasifican en tres grupos: aminoacidos (ej.
prolina), amino-cuaternarios (ej. glicina betaina, dimetilsulfoniopropionato), polioles
(ej. manitol, sorbitol, mio-inositol) y azlcares solubles (ej. sacarosa, glucosa,
trehalosa) (Chen y Murata, 2002; Wang et al., 2003; Hu et al., 2010). Debido a su
naturaleza policationica pueden unirse y estabilizar a polimeros ricos en cargas

negativas como el ADN, ARN, pectinas, fosfolipidos y proteinas.

Las acuaporinas, proteinas integrales de membrana, se han identificado en tantas
tolerantes al estrés hidrico y son como canales importantes que ayudan a la
rehidratacion rapida gobernando la conductancia celular para recuperar el agua y la
turgencia celular (Vandeleur et al., 2009: Alleva et al., 2010).

Los azucares solubles y la sintesis de oligosacaridos derivados de la sacarosa, como
los fructanos, actan como osmoprotectores frente a estrés osmético y fuente de
reserva de carbono. Un estudio, en plantas transgénicas de tabaco y remolacha
azucarera capaces de inducir acumulacion de fructanos fueron mas tolerantes a
sequia que aquellas que no producian fructanos (Pilon-Smits et al., 1995; Pilon y
Smits et al., 1999). Plantas transgénicas de papa y tabaco capaces de inducir
trehalosa, mostraron mayor tolerancia a sequia respecto a sus controles (Chen y
Murata, 2002). Otro estudio que comparo6 clones de papas tolerantes (397077.16) y
susceptibles (Canchan) a sequia, mostré en el clon tolerante mayor sintesis de
galactinol y rafinosa (Legay et al., 2011). Otros estudios comparando S. commersonii
(genotipo tolerante a heladas) y S. tuberosum (genotipo susceptible a heladas),
reportaron un incremento en azlcares solubles totales en las hojas de S. commersonii
al ser sometidas a bajas temperaturas y a sequia (Pino et al., 2008; Pino et al., 2013).
Otro estudio reciente, mostro en S. commersonii una mayor acumulacién fructosa,
glucosa y sucrosa bajo estrés abidtico respecto a su control susceptible (Folgado et
al., 2013).
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3.3.

Entonces el mayor contenido de estas sustancias criprotectoras o0 osmoprotectoras en
la variedad de papa “Puka Puqya” (tolerantes a las heladas) hace que la célula sea
resistente a la deshidratacion o bien no hay salida del agua de la células al exterior y
las plantas mantienen su turgencia durante el estrés por bajas temperaturas el estoma
no se cierre y por alguna razén no conocida incrementa significativamente la tasa de

transpiracion.

Conductancia estomatica.

En la tabla 4, se presenta significancia estadistica a un nivel del 5 % de la
conductancia estomética de dos variedades de papa “Yuraq Kuchillo Paki”
(susceptible a heladas) y “Puka Puqya” (tolerante a heladas) antes y después del

estrés térmico a bajas temperaturas.

De acuedo a la prueba estadistica de “t” de Student a un nivel de significancia del
5%, se puede observar que sin estrés térmico la conductancia estomatica en
variedad “Yuraq Kuchillo Paki” (susceptible) tuvo 24,621 milimol/m?%s y cuando
fueron sometidas al estrés térmico por bajas temperaturas la conductancia estomatica
disminuy6 significativamente alcanzando 3.883 milimol/m?/s. En la variedad “Puka
Puqya” (tolerante) sin estrés por bajas temperaturas la conductancia estomatica fue
0.266 milimol/m?/s y con estrés incremento estadisticamente en forma significativa
alcanzando un valor de 1.529 milimol/m?/s (ver figura 20 y 21).

Tabla 4. Respuesta de conductancia estomatica de las variedades de papa “Yuraq
Kuchillo Paki” (susceptible) y “Puka Puqya” (tolerante) sin y con estrés térmico a
bajas temperaturas.

- Conductancia estomatica
(milimol/m?/s)

24.6209 3.8829 0.2657 1.5285

- Significancia estadistica a la

prueba de “t” (*) a b b 2

* a,b letras iguales no existen diferencias estadisticas significativas.
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Figura 20, Coeficiente de conductancia estomatica de la variedad “Yuragq Kuchillo Paki” susceptible a
heladas sin estrés y con estrés.
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Figura 21, Coeficiente de conductancia estomatica de la variedad “Puka Puqya” tolerante a heladas sin
estrés y con estrés.



Cuado los estomas se mantengan abiertos la conductancia estomatica sera mayor,
contrario al presentarse un estrés hidrico por bajas temperaturas los estomas tienden
a cerrarse provocando una disminucion drastica de la conductancia estomatica
(Riveros, 2002; Agurto, 2015).

Por lo tanto, la capacidad de algunas plantas al mantenerse turgidas bajo condiciones
de estrés por agua es una caracteristica beneficiosa para evitar la disminucion en la
produccion, bajo tales circunstancia el descenso del rendimiento puede estar
relacionado con la reduccién de la conductancia estomética (Agraria et al., 1995:
Nogueira et al., 2001: Da Matta, 2004).
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CONCLUSIONES

Las dos varidades de papa nativa “Yuraq Kuchillo Paki” (susceptible) y la variedad de
papa “Puka Puqya (tolerante) despues de ser sometidas al estrés térmico por bajas

temperaturas disminuyeron significativamente su tasa de fotosintesis neta en un 48%.

La tasa de transpiracion en la variedad “Yuraq Kuchillo Paki” (susceptible) disminuyd
significativamente cuando fue sometida al estrés térmico por bajas temperaturas;
mientras que e la variedad “Puka Puqya” (tolerante) presenta efecto contrario, es decir

la tasa de transpiracion con estrés incremento estadisticamente en forma significativa.

La conductancia estomatica disminuyé significativamente en la variedad “Yuraq
Kuchillo Paki” (susceptible) cuando fue sometida al estrés térmico por bajas
temperaturas; mientras que la variedad “Puka Puqya” (tolerante) tiene un respuesta

contraria, es decir, la conductancia estomatica con estrés aumenta significativamente.

Las mejores caracteristicas fisioldgicas para detectar plantas tolerantes a las heladas es
la medicion de la tasa de transpiracion y conductancia estomatica después de ser

sometidas al estrés térmico de bajas temperaturas.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar las respuestas fisioldgicas antes, durante y después del estrés por

bajas temperaturas y con un mayor nimero de variedades tolerantes y susceptibles.

Se recomienda tomar como variable el rendimiento y otras caracteristicas fisioldgicas
relevantes para estudiar las respuestas fisiologicas bajo un estrés inducido para ser
utilizados como criterio de seleccionar papas tolerantes en programa de mejoramiento

genético.

Se recomienda evaluar la respuesta fisiologica de la planta a diferentes grado bajo cero

(-2, -4, -6, -10, -12 y -152C), para seleccionar variedades tolerantes.
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Anexo 2. Formato de recoleccion de datos de la tasa de fotosintesis neta de la variedad

ANEXOS

susceptible y tolerante a heladas sin estrés y con estrés

SUSCEPTIBLES TOLERANTE
N SIN ESTRES SIN ESTRES SIN ESTRES CON ESTRES
1 5.01 1.06 1.33 1.62
2 5.02 1.26 1.44 1.57
3 4.99 1.35 1.53 1.59
4 5.07 1.48 1.65 1.63
5 511 1.58 1.73 1.59
6 5.1 1.65 1.83 15
7 511 1.75 1.86 1.49
8 5.16 1.81 1.85 1.53
9 5.19 1.88 1.95 15
10 5.17 1.91 2.03 15
11 5.2 1.91 1.98 1.57
12 5.23 1.95 2 1.6
13 5.24 1.96 2.1 1.59
14 5.27 1.92 2.17 1.65
15 5.28 1.91 2.1 1.7
16 5.33 19 2.09 1.74
17 531 1.84 2.1 1.78
18 531 1.79 2 1.84
19 5.34 1.79 1.92 1.86
20 5.32 1.77 1.88 1.9
21 5.3 1.66 1.89 1.92
261 5.35 1.99 3.26 1.32
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Anexo 3. Formato de recoleccion de datos de tasa de transpiracion de variedad susceptible y

tolerante a heladas sin estrés y con estrés

SUSCEPTIBLES TOLERANTE
N SIN ESTRES SIN ESTRES SIN ESTRES CON ESTRES
1 0.60 0.21 0.04 0.07
2 0.59 0.21 0.05 0.06
3 0.61 0.2 0.06 0.06
4 0.61 0.2 0.07 0.06
5 0.61 0.19 0.08 0.06
6 0.61 0.16 0.04 0.06
7 0.61 0.16 0.06 0.09
8 0.63 0.18 0.05 0.1
9 0.63 0.18 0.04 0.06
10 0.63 0.18 0.04 0.06
11 0.63 0.17 0.05 0.07
12 0.64 0.17 0.06 0.07
13 0.64 0.16 0.05 0.08
14 0.64 0.18 0.05 0.06
15 0.64 0.19 0.04 0.06
16 0.67 0.16 0.04 0.07
17 0.66 0.15 0.05 0.02
18 0.66 0.14 0.05 0.01
19 0.66 0.16 0.05 0.05
20 0.65 0.18 0.07 0.07
21 0.66 0.16 0.07 0.06
261 1.28 0.25 0 0.08
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Anexo 44. Formato de recoleccion de datos de conductancia estomatica de variedad

susceptible y tolerante a heladas sin estrés y con estrés.

SUSCEPTIBLES TOLERANTE
N SIN ESTRES SIN ESTRES SIN ESTRES CON ESTRES
1 15.54 5.44 0.82 0.78
2 15.42 5.35 0.99 1.21
3 15.95 5,04 1.22 1.21
4 15.9 5.01 1.29 1.22
5 15.81 4.91 1.48 1.23
6 15.76 4.16 0.83 0.83
7 15.82 4.13 1.05 1.16
8 16.37 4.45 0.89 1.93
9 16.48 453 0.71 1.24
10 16.42 457 0.82 1.1
11 16.49 4.32 0.95 1.32
12 16.7 4.32 0 1.38
13 16.72 411 0 1.49
14 16.75 4.46 0.95 1.19
15 16.78 4.89 0.77 1.21
16 17.4 3.94 0.81 1.41
17 17.43 3.64 0.98 0.39
18 17.27 3.4 0.58 0.18
19 17.31 4.11 0.69 1.08
20 17.14 0 1.41 1.42
21 17.2 0 1.36 1.18
261 38.67 6.15 0 1.59
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Anexo 5. Prueba “z”” para medias de dos muestras emparejadas de la Tasa de fotosintesis neta
de la variedad susceptible a heladas sin estrés y con estrés

SUSCEPTIBLE

SIN ESTRES CON ESTRES
Media 4,986538462 2,39619231
Varianza 0,300486813 0,11992019
Observaciones 260 260
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,16650512
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 259
Estadistico t 69,88649909
P(T<=t) una cola 2,1058E-170
Valor critico de t (una cola) 1,650758134
P(T<=t) dos colas 4,2115E-170
Valor critico de t (dos colas) 1,969165556

Anexo 6. Prueba “¢” para medias de dos muestras emparejadas de la tasa de fotosintesis neta
de la variedad tolerantes a heladas sin estrés y con estrés

TOLERANTES

SIN ESTRES CON ESTRES
Media 2,882807692 1,38138462
Varianza 0,202557723 0,13132086
Observaciones 260 260
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,38555088
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 259
Estadistico t 35,70919818
P(T<=t) una cola 2,4334E-102
Valor critico de t (una cola) 1,650758134
P(T<=t) dos colas 4,8668E-102
Valor critico de t (dos colas) 1,969165556
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Anexo 7. Prueba “¢” para medias de dos muestras emparejadas de la tasa de transpiracion de
la variedad susceptible a heladas sin estrés y con estrés

SUSCEPTIBLES

SIN ESTRES CON ESTRES
Media 0,944115385 0,16796154
Varianza 0,037798828 0,00142015
Observaciones 260 260
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,684694194
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 259
Estadistico t 73,25677198
P(T<=t) una cola 1,905E-175
Valor critico de t (una cola) 1,650758134
P(T<=t) dos colas 3,8101E-175
Valor critico de t (dos colas) 1,969165556

Anexo 8. Prueba “¢” para medias de dos muestras emparejadas de la tasa de transpiracion de
la variedad tolerante a heladas sin estrés y con estrés

CON ESTRES

SIN ESTRES CON ESTRES
Media 0,013923077 0,08423077
Varianza 0,000343623 0,00041292
Observaciones 260 260
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,586460798
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 259
Estadistico t -32,74882814
P(T<=t) una cola 2,29696E-94
Valor critico de t (una cola) 1,650758134
P(T<=t) dos colas 4,59391E-94

Valor critico de t (dos colas) 1,969165556
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Anexo 9. Prueba “t” para medias de dos muestras emparejadas del coeficiente de
conductancia estomatica de la variedad susceptible a heladas sin estrés y con

estrés.

SUSCEPTIBLES

SIN ESTRES CON ESTRES
Media 24,62096154 3,88292308
Varianza 83,97099714 1,50823775
Observaciones 260 260
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,390825554
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 259
Estadistico t 38,18613485
P(T<=t) una cola 1,1033E-108
Valor critico de t (una cola) 1,650758134
P(T<=t) dos colas 2,2066E-108
Valor critico de t (dos colas) 1,969165556

Anexo 10. Prueba “t” para medias de dos muestras emparejadas del coeficiente de
conductancia estomatica de la variedad tolerante a heladas sin estrés y con

estres.
CON ESTRES
SIN ESTRES CON ESTRES
Media 0,265769231 1,52857692
Varianza 0,119724889 0,29794816
Observaciones 260 260
Coeficiente de correlacidn de Pearson -0,358978746
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 259
Estadistico t -27,37498797
P(T<=t) una cola 1,02366E-78
Valor critico de t (una cola) 1,650758134
P(T<=t) dos colas 2,04732E-78
Valor critico de t (dos colas) 1,969165556




