INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

ISSN 0717 - 4829

Editora:
Maria Teresa Pino

INIA La Platina
Santiago, Chile, 2016

( BOLETIN INIA - N© 331 1



INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

ISSN 0717 - 4829

Editora:
Maria Teresa Pino

INIA La Platina
Santiago, Chile, 2016

( BOLETIN INIA - N© 331 1



Estrés Hidrico y Térmico en Papas, Avances y Protocolos

La presente publicacién tiene como objetivo dar a conocer los avances en la eva-
luacion del estrés hidrico y estrés térmico en papas a nivel mundial. Sistematizar
en espanol y en forma divulgativa algunos resultados, protocolos de evaluacién y
medidas de mitigacion publicados a partir de los proyectos CAMBIO CLIMATICO
del MINAGRI CHILE (501364-50), FONDECYT (FI11075021) y FONTAGRO-BID
8038 (RG-T1657-ATN/OC-11943) ejecutado por INIA Chile, INIA Uruguay y el
Centro Internacional de la Papa (CIP).

Editora:
Maria Teresa Pino.

Editora de Textos:
Marisol Gonzaélez.

Revisores técnicos:
Sergio Gonzélez, GIZ. Santiago.
Gerardo Tapia, INIA Quilamapu.
Manuel Pinto, INIA La Platina.
Gabriel Selles, INIA La Platina.
Alejandro Antlnez, INIA La Platina.
David Ramirez, CIP CGIAR.

Director Responsable:
Francisco Tapia F.,
Director Regional INIA La Platina.

Boletin INIA N© 331

Cita bibliografica correcta:
Pino, M.T. 2016. Estrés hidrico y térmico en papas, avances y protocolos. Santiago,
Chile. Instituto de Investigaciones Agropecuarias. Boletin INIAN°331. 148p.

© 2016. Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIA. Centro Regional
de Investigacion La Platina, Avda. Santa Rosa 11.610. Comuna La Pintana.
Santiago, Chile. Casilla 439, Correo 3. Teléfono 56-22 577 9100, Fax:
56 22 577 9106.

ISSN 0717 - 4829

Autorizada sélo la reproduccion total o parcial citando la fuente y/o autores.

Diseno y diagramacién: Jorge Berrios V., Disenador Gréfico.
Impresién: Salesianos Impresores S.A.

Cantidad de ejemplares: 300
Santiago, Chile, 2016.

° Boletin INIA, N® 331



AUTORES

Maria Teresa Pino
Ing. Agr. Ph.D.,
INIA La Platina, Chile.

Eung-Jun Park

M.Sc. Ph.D., Korea Forest
Research Institute,

South Korea.

Tony. H. H. Chen

M.Sc. Ph.D.,

Oregon State University,
Corvallis, OR 97331, USA.
(hasta 2015).

David A. Ramirez
Dr., Centro Internacional
de la Papa (CIP), Perd.

Philippe Monneveux
Ph.D., Centro Internacional
de la Papa (CIP), Perd.

Roberto Quiroz
Dr., Centro Internacional
de la Papa (CIP), Perd.

Sergio Gonzalez

Ing. Agr. M.Sc., Deutsche
Gesellschaft fuer Internationale
Zusammenarbeit (GlZ).

Raymundo Gutiérrez

Ing. Agr. Mg., Centro
Internacional de la Papa (CIP)
hasta el afo 2014.

Boletin INIA, N2 331

Francisca Aguayo
Biol. Mol. M.Sc.,
INIA La Platina, Chile.

Carolina Salazar
Biol. Amb. M.Sc. Dr.,
INIA La Platina, Chile.

Paulina Romero

Ing. Dr. (c), INIA La Platina,
Chile y Doctorado en
Ciencias Silvo-agropecuarias.
Universidad de Chile.

Cristian Hernandez
Ing. Agr. Mg.,
INIA La Platina, Chile.

Patricio Sandaiia
Ing. Agr. M.Sc. Dr.,
INIA Remehue, Chile.

Julio Kalazich
Ing. Agr. Ph.D.,
INIA Remehue, Chile.

Marco Uribe
Tec. Agr.,
INIA Remehue, Chile.

Paulina Villagra
Ing. Agr. Mg., INIA La Platina,
Chile hasta el afo 2013.

Alejandro Antinez
Ing. Agr. Ph.D.,
INIA La Platina, Chile.



INDICE

Prélogo 5

Capitulo 1.

Desafios del cultivo de

papa frente al cambio

climatico 7

Capitulo 2.

Efectos del estrés hidrico y

de altas temperaturas en

el cultivo de papa 16

Capitulo 3.

Principales osmoprotectores
envueltos en la respuesta a
estrés hidrico y estrés

térmico en papas 27

Capitulo 4.

Principales genes asociados

a los mecanismos de respuesta
a estrés hidrico y térmico

en papas 37

Capitulo 5.

Intercambio gaseoso en papas
bajo estrés hidrico y elevada
concentracion de CO, en

la atmosfera 58

Capitulo 6.

La emision de fluorescencia

de la clorofila a: una herramienta
para la deteccion del efecto

del estrés hidrico en el

aparato fotosintético

de la papa 71

Capitulo 7.

Relacion suelo-agua- planta

y evaluaciones de estrés

hidrico en papas 86

Capitulo 8.

Seleccion de genotipos

de papas en funcion de

los indices de tolerancia

a sequia 106

Capitulo 9.

Mitigando los efectos de

la sequia en papa: algunos
alcances y retos 115

Capitulo 10.

Efectos de las heladas

en el cultivo de papa, y

desafios del mejoramiento
genético 130

Boletin INIA, N2 331



PrOLOGO

| cambio climatico a nivel mundial es una realidad a la cual

Chile y otros paises de la region esta afecta. En conjunto con

el alza en las temperaturas promedios, también se proyectan
cambios en las precipitaciones y mayor frecuencia en la ocurrencia
de eventos climaticos extremos, como los son las heladas e inun-
daciones cada vez mas impredecibles. En la agricultura, cualquier
cambio en el régimen de las precipitaciones y en particular los perio-
dos de sequia, afectaran negativamente a gran parte de los cultivos.
Ademas, el proyectado aumento en la temperatura promedio entre
2°Cy 4°C podria traer consecuencias negativas en areas geograficas
tradicionalmente cultivadas; aunque también, el cambio climatico
podria significar nuevas oportunidades para la agricultura con la
incorporaciéon de nuevos rubros posibles de cultivar o producir
aumentos de rendimiento en algunos casos.

El cambio climatico es muy relevante en la papa cultivada, por
ser el cuarto cultivo en importancia a nivel mundial, y también el
segundo en Chile, (y lo sera més en el futuro cuando se sabe que
la poblacién mundial se incrementara a mas de 9.000 millones de
personas al 2050), es necesario determinar cual seria el efecto del
cambio climéatico en sus rendimientos y calidad. Se ha sugerido que
mientras la sequia y las altas temperaturas disminuirian los rendi-
mientos y la calidad de los tubérculos en algunos lugares de Chile y
el mundo, contrariamente el alza de temperaturas podria aumentar
los potenciales de rendimiento en regiones hoy mas frias, lo que
podria ocurrir también por aumentos en la tasa de fotosintesis y del
diéxido de carbono (CO,).
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Algunos estudios recientes sugieren que el cambio climatico podria
poner en riesgo incluso la supervivencia de germoplasma silvestre
de papa en el altiplano sudamericano. Chile, como un sub centro
de origen de este preciado tubérculo, y cuna de origen de la papa
cultivada hoy en el mundo en dias largos, puede jugar un rol muy
relevante en la seleccion de variedades de papa tolerantes a va-
rios de los estreses ambientales que esta sufriendo ya el cultivo en
diversas latitudes incluida la nuestra. Posteriormente es necesario
poner a disposicion de los programas de mejoramiento genético de
este tubérculo en el mundo el germoplasma seleccionado con estas
caracterfsticas, haciendo un importante aporte a la ciencia y al de-
sarrollo de este cultivo. Indudablemente, la investigacion también
debera poner acento en otros aspectos de mitigaciéon de los efectos
del cambio climatico, como lo son el ajustar fechas de plantacion
para escapar tanto a temperaturas extremas como a la sequia estival,
e implementar técnicas de riego altamente eficientes que permitan
ahorrar al maximo este preciado recurso.

Esta publicacion busca poner a disposicion de los programas de
mejoramiento genético y de los profesionales del area agricola de
Chile y otros paises de la region, asi como a estudiantes universitarios
de pre y posgrado, informacion divulgativa respecto al efecto del
cambio climatico en el cultivo de la papa, protocolos de evaluacién
y medidas de mitigacion.

Julio Kalazich Barassi
Director Nacional INIA Chile
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CAPITULO 1

DESAFIOS DEL CULTIVO DE PAPA
FRENTE AL CAMBIO CLIMATICO

Maria Teresa Pino
Sergio Gonzalez

mas importante a nivel mundial, luego del maiz, el arroz y el

trigo. La produccién mundial de papa supera los 350 millones
de toneladas en una superficie de 19 millones de hectareas (http://
www.potatopro.com/world/potato-statistics). La papa es cultivada
en 149 paises, siendo China, India y Rusia los mayores productores
a nivel mundial; en Latinoamérica, Peru es el principal productor,
con 4.473.503 Ton (FAOSTAT, 2014). En Chile, la superficie cultivada
con papa durante la temporada 2014/2015, alcanzé las 50.526 ha,
mostrando una variacién positiva de 3,2% respecto a la temporada
anterior (ODEPA, 2015). Algunos datos estadisticos se presentan en
la Tabla 1.1.

I a papa cultivada (Solanum tuberosum L.) es el cuarto cultivo

Tabla 1.1. Principales paises productores de papas
durante el ano 2012 (FAOSTAT, 2014).

Ranking Pais Producciodn (t)

1 China 85.860.000
2 India 45.000.000
3 Federacion Rusa 29.532.530
4 Ucrania 23.250.200
5 Estados Unidos de América 19.165.865
6 Alemania 10.665.600
7 Polonia 9.091.900
8 Bangladesh 8.205.470
9 Pafses Bajos 6.765.618
10 Francia 6.340.807
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A pesar de su distribucion en muy diferentes condiciones climéticas,
extendiéndose desde los 65° Latitud Norte a los 54° Latitud Sur, la
mayoria de los cultivares comerciales de papa de alto rendimiento
requieren de climas mas bien moderados y alta disponibilidad de
agua (Hijmans, 2003). La papa cultivada requiere una temperatura
de 20°C para crecer vegetativamente, mientras que la temperatura
Optima para la tuberizacion esta entre los 14 y 22°C. Temperaturas
superiores pueden afectar el crecimiento y la calidad de los tubér-
culos, y se ha observado que temperaturas sobre los 30°C inhiben
completamente la tuberizacién. Particularmente, las temperaturas
nocturnas tienen una influencia critica en la diferenciacién de tu-
bérculos y formacién de almidén. Se ha observado que temperaturas
nocturnas sobre los 22°C inhiben la tuberizacién (Hijmans, 2003;
Kleinkopf et al., 2003; Schafleitner et al., 2007; Hancock et al.,
2014). El cultivo de papa es sensible al déficit hidrico, se desarrolla
en 6ptimas condiciones con humedades entre 60 y 80% de capacidad
de campo. La demanda hidrica esta entre los 350 y 650 mm durante
su pleno periodo de crecimiento vegetativo, dependiendo de la tasa
de evapotranspiracion y del cultivar utilizado (Sood y Singh, 2003).

EL CAMBIO CLIMATICO Y SU EFECTO EN LA
DISTRIBUCION DEL CULTIVO DE PAPA

Estudios del Grupo Intergubernamental de Expertos sobre Cambio
Climatico IPCC (por su sigla en inglés, Intergovernmental Panel on
Climate Change), muestran que, en conjunto con el alza en las tempe-
raturas medias, también se proyectan cambios en las precipitaciones
y en la frecuencia de ocurrencia de eventos climaticos extremos.
De acuerdo a las proyecciones de las emisiones de gases de efecto
invernadero, se proyecta que la temperatura media subiria entre 2°C
y 4°C al final del presente siglo, mientras que el nivel del mar subirfa
entre 29 y 82 centimetros, producto del derretimiento de los hielos
polares y de los glaciares, lo cual generaria graves consecuencias
en la actividad agricola y en la poblacion. También, para latitudes
medias y altas, se espera un incremento en las precipitaciones. Sin
embargo, su distribucion puede ser un problema porque tenderian
a concentrarse en periodos mas cortos y serian de mayor intensi-
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dad. Mientras en zonas mediterraneas y tropicales se proyecta una
disminucion en las precipitaciones, en zonas aridas los periodos de
sequia serfan mas frecuentes e intensos (IPCC, 2007; IPCC, 2013).
En areas impactadas por el fendmeno de “El Nifio”, se ha notado que
las fases de sequia estan siendo mas severas y las precipitaciones
se concentran en cortos periodos, causando inundaciones y otros
problemas. En Chile, el escenario climatico al 2040, proyecta la in-
tensificacion de la aridez, avance del desierto hacia el sur, reducciéon
de las precipitaciones en la zona central, aumento de precipitaciones
en las zonas australes del pais y mayor ocurrencia de eventos cli-
maticos extremos, como heladas o inundaciones. Las proyecciones
indican que se produciria un aumento de temperatura de hasta 4°C,
mientras que las precipitaciones disminuirfan en alrededor del 30%
en la zona central (AGRIMED, 2008; MMA, 2014).

En Uruguay, se proyecta que los ciclos de sequias e inundaciones se
acentiien, en conjunto con un aumento general de la temperatura. En
el escenario futuro mas pesimista, los cientificos prevén una eleva-
cion de temperaturas de 1,5°C para 2050, sobre todo en el norte de
este pafs. En Per, por su parte, sobre el 70% de la poblacién vive en
zonas vulnerables al cambio climéatico y gran parte de ella se dedica
a la agricultura; tanto la agricultura como la biodiversidad se verian
seriamente afectados por eventos climaticos extremos. Un alza de
temperatura de una tasa de 0,1°C al afio, causaria el derretimiento
del 40% de los glaciares en el Pert en los préximos 10 afos. Segln
el Consejo Nacional del Medio Ambiente (CONAM), en 25 afos el
area de los glaciares andinos se redujo de 2.042 a 1.596 kilémetros
cuadrados (Geng, 2007).

Los escenarios climaticos reportados por el IPCC indican que las
concentraciones de dioxido de carbono (CO,) en la atmosfera,
aumentarian de las 385 partes por millén [ppm] a niveles que fluc-
tuarian entre las 540 y 970 ppm para el afio 2100 (IPCC, 2015).
Algunos estudios sugieren que a mayores concentraciones de CO,
se incrementaria la fotosintesis en plantas C3, como las papas. La
tasa de fotosintesis neta aumentaria entre 10% y 40% a elevada
concentracion de CO, (720 ppm), consecuentemente aumentarian
el nimero de tubérculos por planta y el tamafo de los tubérculos,
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sugiriendo un aumento en los rendimientos en 10% por cada 100
ppm de aumento de CO, (Katny et al., 2005; Hogy y Fangmeier,
2009). Sin embargo, esta mayor capacidad de asimilacion de CO,
gue presentarian las plantas C3 estaria limitada por la disponibilidad
de agua, porque las plantas cuando experimentan déficit hidrico,
rapidamente cierran sus estomas limitando el intercambio gaseoso
y la fotosintesis. Asimismo, la mayor incidencia de plagas y enfer-
medades, detonada por el incremento térmico, podria neutralizar
largamente este efecto en la productividad.

El cambio climatico podria ser muy desfavorable para la agricultura,
particularmente en areas donde los cultivos crecen bajo condiciones
[imites de temperatura y/o de disponibilidad hidrica. La mayoria
de los cultivos agricolas dependen del agua y cualquier cambio
en el régimen de precipitaciones y particularmente la ocurrencia
de periodos de sequia afectarfa a gran parte de los cultivos, siendo
los sistemas productivos de secano los mas vulnerables. Recientes
estudios en papa cultivada indican que, mientras el calentamiento
global en latitudes altas favoreceria el cultivo, en regiones tropicales
y subtropicales tendria un efecto negativo (Hijmans, 2003).

El calentamiento en latitudes medias y altas, permitiria extender la
estacion de crecimiento del cultivo de la papa, favoreciendo asi
su cultivo en paises como Canada y Rusia porque se podria ade-
lantar la época de plantacion y aumentar el nidmero de ciclos en
una temporada. Contrariamente, los paises mas cercanos a zonas
tropicales serian mas vulnerables para el cultivo de la papa, ya que
los rendimientos se podrian reducir hasta en un 50%. De hecho, en
estas Gltimas temporadas, la sequia y altas temperaturas han afecta-
do a 130.000 hectareas en Colombia, causando pérdidas del 50%.
En Europa, se proyecta que los rendimientos aumentarian hacia el
norte, se mantendrian estables hacia el oeste, disminuirian hacia el
este y practicamente el cultivo desapareceria hacia el sur, especi-
ficamente en zonas de Italia y Grecia. Particularmente, al norte de
Europa, se espera un aumento en el tamafno del tubérculo y mayor
porcentaje de materia seca, pero también se proyecta un periodo
de post-cosecha mas corto y mayor concentraciéon de azutcares (Hi-
jmans, 2003; FAO, 2015).
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Por su parte, el Centro Internacional de la Papa (CIP) ha sugerido
que el aumento sostenido de la temperatura esta ejerciendo una
alta presion de seleccion sobre las papas silvestres; cerca del 20%
de ellas corre el riesgo de extinguirse para el afo 2055. Asimismo,
estudios del CIP en los tltimos 10 afos, basados en encuestas a
productores de papas y en imagenes satelitales, revelan que, durante
los Gltimos 30 afos, los agricultores peruanos de las zonas andinas
han tenido que trasladar sus cultivos hacia areas de mayor altitud.
Esto, con el objetivo de escapar del aumento de enfermedades y
plagas, debido al alza térmica. Sin embargo, si el cambio climéatico
sigue este ritmo, los productores de papas no tendran tierras a mayor
altitud donde cultivar (CIP, 2012). Asi, en conjunto con cambios
en las temperaturas, también se proyectan cambios en los ciclos
de plagas y enfermedades. En papas, la incidencia del tizén tardio,
vectores de virus y nematodos se acentuaria. Por ejemplo, en Europa,
se proyecta un ataque mas temprano del tizén tardio, un aumento
en el nimero de ciclos por temporadas para algunos nematodos y
mayor incidencia de afidos. En Chile, también se observa este tipo
de respuesta en el cultivo de papa.

El escenario del cambio climatico a los préximos 50 afos, sélo
basado en los cambios de temperatura, proyectan que el cultivo de
papa experimentaria una disminucién de sus rendimientos, entre
18 y 33% si no se toman las medidas de adaptacién necesarias
frente al nuevo escenario. Sin embargo, estas pérdidas podrian ser
significativamente menores - hasta en un 9% - si se implementan
medidas de adaptacion (Hijmans, 2003; Schafleitner et al., 2011).
La Tabla 1.2 entrega informacién sobre el impacto que tendria el
cambio climatico con y sin medidas de adaptacion.

La complejidad tanto de la respuesta fisiol6gica como molecular
de las plantas y su capacidad de adaptacion, podrian hacer pensar
que las plantas tendrian la suficiente capacidad para adaptarse
por si mismas al cambio climatico. Sin embargo, esto es poco
probable porque su velocidad de adaptacién se vera sobrepasada
por la mayor velocidad a la que estan ocurriendo los cambios cli-
maticos. Asimismo, la capacidad de adaptacién de las variedades
comerciales altamente productivas, estaria limitada por su estrecha
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Tabla 1.2. Variaciones proyectadas en el rendimiento
potencial (%) de papas debido al cambio climatico
para el periodo 2040-2059 (Hijmans, 2003).

Pais Sin adaptacion Con adaptacion
China -22,2 -2,5
India -23,1 -22,1
Rusia -24,0 -8,8
Pera -5,7 +5,8
Nepal -18,3 -13,8
EEUU -32,8 -5,9

base genética. La mayoria de estas han sido mejoradas para lograr
su maximo potencial de rendimiento en condiciones 6ptimas de
suelo y temperatura. Por lo tanto, uno de los nuevos desafios que
enfrenta la investigacion agricola es crear variedades que logren
altos rendimientos bajo circunstancias adversas de temperatura y
baja disponibilidad de agua.

Esto no es una tarea facil, debido a que la tolerancia a condiciones
de estrés abidtico -como temperaturas extremas y sequias- esta
asociada a baja productividad (Hijmans, 2003). Entre algunas me-
didas de adaptacion, se sugiere adelantar la época de plantacion
para escapar de las temperaturas altas y sequia estival, implementar
técnicas de riego altamente eficiente como riego por goteo y por
pulsos, y ajustar los tiempos de riego. Sin embargo, en algunas zonas
estas medidas no serfan tan facil de implementar porque la época
de plantacion dependeria de los cultivos precedentes, de la dispo-
nibilidad de agua, de la capacidad de inversién, de la incidencia de
plagas y enfermedades y también del mercado. Entre otras medidas
sugeridas, destaca el usar variedades mas tempranas para escapar a
la sequia. Una medida de adaptacion mas drastica seria el traslado
del cultivo de papas hacia otras zonas mas favorables, hacia aéreas
de mayor latitud y altitud (Schafleitner et al., 2011).
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En todo caso, es evidente que los agricultores, por si solos, no tienen
la capacidad de generar las circunstancias que permitan tener éxito
en la adaptacién del cultivo de la papa a las nuevas condiciones
climaticas. Si se quiere tener éxito en adaptar un cultivo a las nuevas
condiciones climaticas (significando la preservaciéon de genotipos
locales, generacion de cultivares mas tolerantes al estrés climatico
y nuevas estrategias de gestion en campo), se hace necesario contar
con un proceso de adaptacion planificada, esto es adaptacion desde
el Estado, con inversion de recursos publicos.
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CAPIiTULO 2

EFECTOS DEL ESTRES HiDRICO
Y DE ALTAS TEMPERATURAS
EN EL CULTIVO DE PAPA

Maria Teresa Pino

condiciones ambientales (temperatura, precipitacion, fotope-

riodo y tipos de suelos). Sin embargo, el déficit hidrico y altas
temperaturas estan altamente asociados al cambio climatico, y son
los estreses abidticos mas limitantes en el rendimiento de este cultivo.
En paises como Estados Unidos, Rusia, India y China, los rendimien-
tos del cultivo de papa podrian disminuir hasta en un 30% si no
se recurre a técnicas de adaptacion al cambio climatico (Hijmans,
2003). Entre las varias medidas de adaptaciéon al cambio climético,
es cada vez mas necesario desarrollar variedades eficientes en la
captura y uso eficiente del agua con el objetivo de incrementar los
rendimientos y/o compensar futuros efectos negativos del cambio
climatico.

I— a papa (Solanum tuberosum L.) se cultiva en una amplitud de

EL SISTEMA RADICULAR DE LA PAPA LIMITA
SU ADAPTACION AL DEFICIT HiDRICO

La vulnerabilidad de este cultivo al déficit hidrico se explica en parte
por su sistema radicular y su limitada capacidad de profundizacién
en comparacion a otros cultivos como los cereales. Mientras en
papas el maximo crecimiento de la raiz en longitud podria alcanzar
los 20 km m?2, en maiz alcanzaria los 50 km m~y en trigo 86 km
m~2 (Yamaguchi y Tanaka, 1990). Asi en papa cultivada, su escaso
desarrollo radicular y capacidad de profundizacién limitarian la
absorcion del agua a mayores profundidades de suelo (lwama'y Ya-
maguchi, 2006; lwama, 2008). Un estudio en papas que comparé el
desarrollo radicular entre cultivares tardios y tempranos, mostr6 que
entre el 87 y 96% de las raices se concentraron en los primeros 30
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cm de profundidad de suelo, respectivamente. Mientras que en los
cultivares tempranos la longitud total de raices por unidad de area
fue de 3.2 km m2, en cultivares tardios alcanzé 6.9 km m=2 (lwama,
2008). El sistema radicular de algunas especies tiene la habilidad de
profundizar a potenciales hidricos tan bajos, capaces incluso de inhi-
bir completamente el crecimiento de la planta. En distintas especies
se ha observado que la relacién biomasa-raiz/biomasa-tallos aumenta
en la medida que disminuye la disponibilidad de agua en el suelo.
Un estudio que evalué el rendimiento de 250 genotipos de papas
bajo sequia en condiciones de campo, por el método PRRSC (por
su sigla en inglés, Pulling Resistance of Roots Selection-Criterion),
mostré una asociacion positiva entre el rendimiento bajo estrés hi-
drico, el peso seco y largo maximo de raices (Ekanayake y Midmore,
1992). Resultados similares se observaron en cuatro cultivares de
papa, aquellos genotipos que lograron mayores rendimientos bajo
déficit hidrico presentaron mayor desarrollo radicular que aquellos
menos tolerantes (Lahlou y Ledent, 2005). Estudios in vitro también
han mostrado que los genotipos de papa mas tolerantes a sequia (en
PEG o Sorbitol) presentaron mayor desarrollo radicular que aquellos
menos tolerantes (Gopal e lwama, 2007). Plantulas transgénicas de
Solanum commersonii Dun. tolerantes a mayor concentraciéon de
PEG (estrés hidrico simulado in vitro) mostraron mayor desarrollo
radicular que los controles no transgénicos y menos tolerantes (Pino
etal., 2013). En conjunto con la reduccion de la biomasa de las raices
en respuesta a sequia, también se ha observado una reduccién en el
largo, nimero y grosor de las raices en genotipos menos tolerantes
(Mane et al., 2008; Albiski et al., 2012; Auber et al., 2013).

EL DEFICIT HIDRICO REDUCE EL CRECIMIENTO
DE LA PLANTA Y LA PRODUCCION DE TUBERCULOS

Una de las primeras respuestas al déficit hidrico es la reducciéon
del crecimiento de la planta debido a la inhibicion de la expansion
celular; fundamentalmente porque disminuye la presiéon de turgor
requerida para la expansion celular y consecuentemente se reduce
el crecimiento de las hojas, tallos y raices (Spollen et al., 1993;
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Iwama, 2008). En papas, la sequia antes de afectar el rendimiento
primero reduce el crecimiento vegetativo de la planta, afectando el
largo de tallos, el tamafo y nimero de hojas (Weisz et al., 1994;
Deblonde y Ledent, 2001). En varios estudios in vitro, se han obser-
vado respuestas similares a las observadas en campo, disminucién
del crecimiento vegetativo total de la plantula, menor desarrollo de
las hojas y acortamiento de tallos (Gopal y Iwama, 2007; Pino et al.,
2013). Otros estudios en campo, evaluando papas cultivadas bajo
riego y secano, mostraron que en condiciones de secano las plantas
tuvieron menor desarrollo vegetativo y foliar (Ojala et al., 1990;
Walworth y Carling, 2002; Shahnazari et al., 2007). Tempranamen-
te, se sugirié que la humedad de suelo en términos de “humedad
aprovechable” no deberia ser inferior al 50% para lograr un buen
desarrollo de la planta y consecuentemente buenos rendimientos
(Mackerron vy Jefferies, 1986). A potenciales hidricos de suelo infe-
riores a -0.3 MPa, tanto en papas como en otros cultivos, se reduce
significativamente el crecimiento de la planta (Schafleitner et al.,
2007). Algunos estudios reportan no tan sélo reduccién en el tamafio
de la hoja sino también en el nimero de hojas (Fasan y Haverkort,
1991; Deblonde y Ledent, 2001).

Es importante destacar que la papa cultivada es sensible a la sequia
particularmente durante el periodo de tuberizacién y llenado de tu-
bérculos. Restricciones en la disponibilidad hidrica en estas etapas,
se expresa en pérdidas significativas en los rendimientos y también
en la calidad de los tubérculos (Weisz et al., 1994; Dalla Costa et
al., 1997; Mane et al., 2008). Sin embargo, la magnitud de su efecto
en los procesos fisiolégicos y su consecuente impacto en los com-
ponentes del rendimiento dependen del momento de ocurrencia del
déficit hidrico, duracién y severidad del mismo (Jeffery, 1995). Por
ejemplo, el déficit hidrico en etapas tempranas del cultivo (tuberi-
zacion, estados Il a 1l en Figura 2.1), reduce el area foliar (debido
a una reduccion en el nimero de los tallos y el tamafio de hojas)
afectando negativamente el nimero de tubérculos. Mientras que el
déficit hidrico en etapas tardias (llenado de tubérculos, estado IV
en Figura 2.1), reduce la duracién del area foliar (se acorta el ciclo)
disminuyendo el tamafo y calidad de los tubérculos.
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Figura 2.1. Principales estados de desarrollo del cultivo de la papa (Copyright 2014 SQM).
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Un estudio realizado INIA Chile en condiciones de campo, que
comparé los rendimientos de 30 genotipos de papas bajo sequia
controlada durante dos temporadas, mostr6 que en promedio los
rendimientos disminuyeron entre 10 y 60%, mostrando diferencias
significativas entre los genotipos evaluados. Resultados similares
fueron observados en un experimento que evalu6 el efecto del déficit
hidrico en cuatro cultivares de papa bajo condiciones controladas
de invernadero; en el cultivar Yagana (piel amarilla), el rendimiento
por planta disminuyé hasta en un 60% cuando sélo se repuso el
25% de su evapotranspiracion diaria, mostrando ademas un niimero
significativo de tubérculos partidos y de menor tamafno. Mientras que
en un cultivar de piel roja como Kard, el rendimiento disminuyé en
un 27% cuando se repuso el 25% de su evapotranspiraciéon (Figura
2.2). Asimismo, estos cultivares mostraron menor desarrollo de la

Figura 2.2. Efecto del déficit hidrico en cuatro cultivares de papa (Desireé,
Kard, Patagonia y Yagana) en el rendimiento de tubérculos por planta, peso
fresco de la canopia, peso fresco de la rafz y potencial hidrico xilematico. Este
experimento fue realizado en macetas en condiciones de invernadero (24+3°C)
durante dos temporadas. Los tratamientos de estrés hidrico fueron 100% de
riego, 50% de riego y 25% de riego desde inicio de tuberizacién. El tratamiento
control correspondié al 100% de reposicion de la evapotranspiracién diaria.
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canopia (tallos + hojas) a menor disponibilidad hidrica. Sin embargo,
no se observo diferencia en la biomasa de las raices para Yagana y
Kard, pero si se observaron diferencias en los cultivares Desireé y
Patagonia. Con 50% de reposicion de la evapotranspiracion diaria
se observé el maximo crecimiento de raices. En todos los cultivares,
el potencial hidrico xilematico se hizo mas negativo a menor riego,
con valores de 0,59 MPa con 100% de riego y de -1,15 MPa con
25% de riego. A 15 bares de tensién, la mayoria de las plantas de los
cultivares evaluados mostraron sintomas de marchitez permanente.

ALTAS TEMPERATURAS AFECTAN EL CRECIMIENTO
VEGETATIVO Y TUBERIZACION EN PAPAS

Al ano 2050, se proyecta que el calentamiento global disminuiria
los rendimientos en papas hasta en un 32% (Hijmans, 2003). En
general, el cultivo de papa se desarrolla en forma 6ptima con tem-
peraturas entre 14 y 22°C, sobre estas temperaturas los rendimientos
disminuyen significativamente, como resultado de la inhibicion del
crecimiento vegetativo de la planta, inhibicién de la tuberizacion
y disminucioén en la calidad del tubérculo (Van Dam et al., 1996).
Un estudio mostré que temperaturas sobre 30°C producen plantas
mas altas, hojas mas pequefias, y valores mas altos en la relacion
tallos/hojas. Ademas, se observé un retraso en la madurez, y una
disminucion en el porcentaje de materia seca de los tubérculos (Khe-
dher y Ewing, 1985). Un estudio sobre tuberizacién in vitro mostré
que temperaturas superiores a 30°C reducen significativamente la
tuberizacion y retrasan la formacion de tubérculos en los cultivares
Desireé, Kennebec y LT-2; incluso el cultivar Russet Burbank no lo-
gro tuberizar (Nowak y Colborne, 1989). También se ha observado
un cambio en la acumulacién de biomasa, expresado en un menor
indice de cosecha, mayor biomasa aérea y menor biomasa a nivel
tubérculos (Hancock et al., 2014). En términos fisiolégicos, el estrés
por altas temperaturas ha sido asociado a una baja significativa en
la fotosintesis neta, y a la degradacion de clorofilas (Reynolds et al.,
1990). Especificamente, se ha observado una degradacién de la clo-
rofila a, clorofila b y pigmentos carotenoides (Hancock et al., 2014).
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Temperaturas nocturnas sobre los 21°C, aumentan la transpiracion
y reducen la gravedad especifica del tubérculo causando defectos
debido a un transporte inverso de los carbohidratos de reserva. Tem-
peraturas diurnas, superiores a 32°C pueden aumentar los defectos
en los tubérculos, tales como corazén negro, mancha chocolate y
corazén hueco (Van Dam et al.,1996; Hancok et al.,2014).

Estudios de expresion génica han reportado que temperaturas de
30°C dia/20°C noche causan expresion diferencial de genes asocia-
dos a respuesta a estrés, tanto en hojas como en tubérculos (Hancock
et al., 2014). Sobre 2000 genes fueron sobre expresados o reprimi-
dos, incluyendo algunos genes previamente reportados, como del
tipo HSP (por su sigla en inglés, Heat Shock Proteins), StSP6A un
factor de transcripcion FT (por su sigla en inglés, Flowering Locus T)
asociado con la induccién de tuberizacion (Navarro et al., 2011), y
genes que codifican para enzimas asociados a la sintesis de almidoén,
entre otros varios (Hancock et al., 2014).

LITERATURA CONSULTADA

Albiski, F., Najla, S., Sanoubar, R., Alkabani, N., and Murshed, R.
(2012). In vitro screening of potato lines for drought tolerance.
Physiology and Molecular Biology of Plants, 18(4), 315-321. doi:
10.1007/s12298-012-0127-5.

Auber, J., Bonierbale, M., and Asch, F. (2013). Screening potato for
drought tolerance by linking physiological to morphological traits.
Tropentag 2013. Agricultural development within the rural-urban
continuum. Stuttgart-Hohenheim (Germany). 17-19 Sep, 2013.
www.tropentag.de /2013/abstracts/links/Asch_402Qjtby.pdf

Dalla Costa, L., Delle Vedove, G., Gianquinto, G., Giovanardi, R.,
and Peressotti, A. (1997). Yield, water use efficiency and nitrogen
uptake in potato: influence of drought stress. Potato Research,
40(1), 19-34.

e Boletin INIA, N2 331


http://www.tropentag.de

Estrés Hidrico y Térmico en Papas, Avances y Protocolos

Deblonde, P. M. K., and Ledent, J. F. (2001). Effects of moderate
drought conditions on green leaf number, stem height, leaf length

and tuber yield of potato cultivars. European Journal of Agronomy,
14(1), 31-41.

Ekanayake, I. )., and Midmore, D. J. (1992). Genotypic variation for
root pulling resistance in potato and its relationship with yield
under water-deficit stress. Euphytica, 61(1), 43-53.

Fasan, T., and Haverkort, A. ). (1991). The influence of cyst nema-
todes and drought on potato growth. 1. Effects on plant growth
under semi-controlled conditions. Netherlands Journal of Plant
Pathology, 97(3), 151-161. doi: 10.1007/ BF01995964.

Gopal, J., and Iwama, K. (2007). In vitro screening of potato against
water-stress mediated through sorbitol and polyethylene glycol.
Plant Cell Reports, 26(5), 693-700.

Hancock, R. D., Morris, W. L., Ducreux, L. J., Morris, J. A., Usman,
M., Verrall, S. R., Fuller, }., Simpson, C.G., Zhang Hedley, P.E.,
and Taylor, M. A. (2014). Physiological, biochemical and mo-
lecular responses of the potato (Solanum tuberosum L.) plant to
moderately elevated temperature. Plant, Cell and Environment,
37(2), 439-450. doi: 10.1111/pce.12168. Epub 2013 Aug 27.

Hijmans, R. J. (2003). The effect of climate change on global potato
production. American Journal of Potato Research, 80(4), 271-279.

Iwama, K. (2008). Physiology of the potato: new insights into root
system and repercussions for crop management. Potato Research,
51(3-4), 333-353.

Iwama, K., and Yamaguchi, . (2006). Abiotic stresses, In: Handbook
of potato production, improvement, and postharvest management.
Gopal, J., and Khurana, S. M (Eds.), Food Products Press. New
York, 231-278.

Boletin INIA, N2 331 @



Estrés Hidrico y Térmico en Papas, Avances y Protocolos

Jeffery, R.A. (1995). Physiology of crop response to drought. In: Po-
tato Ecology and Modeling of Crops Under Conditions Limiting
Growth, Haverkort, A.). and MacKerron D.K.L. (Eds.). Wageningen
Academic Publishers, The Netherlands, 61-74.

Khedher, M. B., and Ewing, E. E. (1985). Growth analyses of eleven
potato cultivars grown in the greenhouse under long photoperiods
with and without heat stress. American Potato Journal, 62(10),
537-554.

Lahlou, O., and Ledent, J. F. (2005). Root mass and depth, stolons
and roots formed on stolons in four cultivars of potato under water
stress. European Journal of Agronomy, 22(2), 159-173.

MacKerron, D. K. L., and Jefferies, R. A. (1986). The influence of
early soil moisture stress on tuber numbers in potato. Potato Re-
search, 29(3), 299-312. doi: 10.1007/BF02359959.

Mane, S. P., Robinet, C. V., Ulanov, A., Schafleitner, R., Tincopa,
L., Gaudin, A., Nomberto, G., Alvarado, C., Solis, C., Avila, L.,
Blas, R., Ortega, O., Solis, J., Panta, A., Rivera, C., Samolski, I.,
Carbajulca, D.H., Bonierbale, M., Pati, A., Heath, L.S., Bohnert,
H.J., and Grene, R. (2008). Molecular and physiological adap-
tation to prolonged drought stress in the leaves of two Andean
potato genotypes. Functional Plant Biology, 35(8), 669-688.
doi:10.1071/FP07293.

Navarro, C., Abelenda, J. A., Cruz-Or4, E., Cuéllar, C. A., Tamaki,
S., Silva, J., Shimamoto K., and Prat, S. (2011). Control of flowe-
ring and storage organ formation in potato by Flowering Locus T.
Nature, 478(7367), 119-122.

Nowak, J., and Colborne, D. (1989). In vitro tuberization and tuber

proteins as indicators of heat stress tolerance in potato. American
Potato Journal, 66(1), 35-45.

e Boletin INIA, N2 331



Estrés Hidrico y Térmico en Papas, Avances y Protocolos

Ojala, ). C., Stark, ). C., and Kleinkopf, G. E. (1990). Influence of
irrigation and nitrogen management on potato yield and quality.
American Potato Journal, 67(1), 29-43.

Pino, M. T., Avila, A., Molina, A., Jeknic, Z., and Chen, T.H.H. (2013).
Enhanced in vitro drought tolerance of Solanum tuberosum and
Solanum commersonii plants overexpressing the SCCBF1 gene.
Cien. Inv. Agr, 40, 171-184.

Reynolds, M. P., Ewing, E. E., and Owens, T. G. (1990). Photosynthe-
sis at High Temperature in Tuber-Bearing Solanum Species a
Comparison between Accessions of Contrasting Heat Tolerance.
Plant Physiology, 93(2), 791-797.

Schafleitner, R., Gutierrez, R., Espino, R., Gaudin, A., Pérez,
J.,Martinez, M., Dominguez, A., Tincopa. L., Alvarado, C., Num-
berto, G., and Bonierbale, M. (2007). Field screening for variation
of drought tolerance in Solanum tuberosum L. by agronomical,
physiological and genetic analysis. Potato Research, 50(1), 71-85.
doi: 10.1007/s11540-007-9030-9.

Shahnazari, A., Liu, F., Andersen, M. N., Jacobsen, S. E., and Jensen,
C. R. (2007). Effects of partial root-zone drying on yield, tuber
size and water use efficiency in potato under field conditions.
Field Crops Research, 100(1), 117-124.

Spollen, W. G., Sharp, R. E., Saab, I. N., and Wu, Y. (1993). Regula-
tion of cell expansion in roots and shoots at low water potentials.
In: Water deficits: plant responses from cell to community. Smith,
J.A.C. and Griffiths, H. (Eds.). Oxford Bios Scientific Publishers,
37-52.

Van Dam, J., Kooman, P. L., and Struik, P. C. (1996). Effects of tempe-

rature and photoperiod on early growth and final number of tubers
in potato (Solanum tuberosum L.). Potato Research, 39(1), 51-62.

Boletin INIA, N2 331 e



Estrés Hidrico y Térmico en Papas, Avances y Protocolos

Walworth, J. L., and Carling, D. E. (2002). Tuber initiation and
development in irrigated and non-irrigated potatoes. American
Journal of Potato Research, 79(6), 387-395.

Weisz, R., Kaminski, J., and Smilowitz, Z. (1994). Water deficit
effects on potato leaf growth and transpiration: utilizing fraction
extractable soil water for comparison with other crops. American
Potato Journal, 71(12), 829-840.

Yamaguchi, J., and Tanaka, A. (1990). Quantitative observation on

the root system of various crops growing in the field. Soil Science
and Plant Nutrition, 36(3), 483-493.

@ Boletin INIA, N2 331



CAPIiTULO 3

PRINCIPALES OSMOPROTECTORES
ENVUELTOS EN LA RESPUESTA A
ESTRES HIDRICO Y ESTRES
TERMICO EN PAPAS

Eung-Jun Park
Maria Teresa Pino

quia, salinidad, y/o temperaturas extremas, ademas de reducir

significativamente su crecimiento y productividad, sufren una
serie de cambios a nivel fisiolégico, bioquimico y molecular, como
mecanismos de respuesta frente a condiciones adversas (Serraj y
Sinclair, 2002; Mahajan y Tuteja, 2005; Hu et al., 2010; Fraire-
Velazquez et al., 2011). Algunas especies vegetales han desarrollado
mayor tolerancia a este tipo de estreses, mostrando mejor capaci-
dad de aclimatacion como resultado de una exposiciéon gradual al
estrés en el tiempo. Ello, con la consecuente activacion de varios
mecanismos de respuesta como: cambios en la expresion de genes,
sintesis de acido absicico (ABA), alteracién en la composicion de la
membrana, biosintesis de anti-oxidantes, y acumulacién de solutos
compatibles, como aztcares solubles, amino acidos libres, y otros
(Hu et al., 2010). Se ha observado que algunas especies de papas
como Solanum commersonii Dun (una especie silvestre), tienen
la capacidad de aclimatarse a bajas temperaturas, aumentado su
tolerancia a heladas desde -4°C hasta -10°C, luego de ser expuesta
a temperaturas cercanas a los 4°C durante una a dos semanas. En
conjunto con esta respuesta, también se ha reportado en S. commer-
sonii cambios a nivel fisiolégico, bioquimico y molecular, incluyendo
el aumento de osmoprotectores como prolina y azlcares solubles
(Chen et al., 1999; Pino et al., 2008).

I as plantas al enfrentar estreses del tipo abiético, ya sea por se-
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PRINCIPALES OSMOPROTECTORES Y
SUS FUNCIONES EN ESTRES ABIOTICO

Los 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 abiético,
estos solutos compatibles cumplen un importante rol en la 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 (ej. glicina betaina, dimetilsulfoniopropionato),
polioles (ej. manitol, sorbitol, mio-inositol) y aztcares solubles (ej.
sacarosa, glucosa, trehalosa) (Chen y Murata, 2002; Wang et al.,
2003; Hu et al., 2010).

PROLINA CUMPLIRIA VARIAS FUNCIONES
DURANTE EL ESTRES ABIOTICO

Aun cuando el rol especifico de la prolina no esta bien definido, se
sugiere que cumpliria varias funciones durante el estrés abiético. La
acumulacioén de prolina se ha asociado a la estabilizacién 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 abio-
tico 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 concentraciéon de
prolina a nivel de hoja en respuesta a déficit hidrico (Bansal y Na-
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garajan, 1986). Otro estudio también en papas, reporté 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 S. commersoniiy S. tubero-
sum 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 acumulacién 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).

AZUCARES SOLUBLES ACTUAN cOMO
OSMOPROTECTORES FRENTE A ESTRES OSMOTICO

Los azlcares solubles y la sintesis de oligosacaridos derivados de la
sacarosa, como los fructanos, actGan 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 acumulacién de fructanos fueron mas tolerantes a sequia que
aquellas que no producian fructanos (Pilon-Smits et al., 1995; Pilon-
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,
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 aztcares 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,
mostré en S. commersonii una mayor acumulacién fructosa, gluco-
sa y sucrosa bajo estrés abiotico respecto a su control susceptible
(Folgado et al., 2013).
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LOS POLIOLES HAN SIDO RELACIONADOS
CON ESTRES ABIOTICO

Los polioles o hidratos de carbono con grupos ciclicos (ej. manitol,
sorbitol, mio-inositol), también han sido relacionados con estrés
abiotico, en el ajuste osmético y reserva de carbono. Por ejemplo,
plantas transgénicas con genes que inducen la sintesis de manitol,
han sido principalmente asociadas a estrés salino y a sequia en es-
pecies como Nicotiana tabacum, Populus tormentosa y Arabidopsis.
En papas, se ha observado que las lineas transgénicas con el gen
mtID (manitol-1-fosfato-deshidrogenasa) mejoraron la tolerancia a
estrés salino (Askari y Pepoyan, 2012). Por otra parte, el sorbitol se
ha asociado al ajuste osmético en plantas sometidas a estrés salino,
a sequia y también a bajas temperaturas en especies como tomate,
arroz, y manzano (dos Reis et al., 2012). En Arabidopsis, lineas mu-
tantes acumuladoras de sorbitol, knock-out para el gen responsable
de la catélisis de sorbitol AtSDH (por su sigla en inglés, Sorbitol
Deshidrogenasa), fueron mas tolerantes a condiciones de estrés por
deshidratacion, presentando una tasa de sobrevivencia 50% mayor
que plantas control (Aguayo et al., 2013).

GLICINA BETAINA

Glicina betaina (GB) es uno de los solutos compatibles mas cono-
cido. GB es bipolar, pero de carga neutra a pH fisiol6gico. Estudios
in vitro han mostrado que no es téxico, y es un osmolito que ayuda
al equilibrio osmético intracelular cuando la célula es expuesta a
un estrés inducido de hiper-osmosis, su sintesis puede ser inducida
tanto por estrés hidrico como por estrés salino (Gorham, 1995). El
mecanismo de accién de GB no ha sido completamente establecido
aln. Sin embargo, existen dos hipétesis contrastantes; la primera
sugiere que GB protegeria las proteinas, a través de la formacion
de una pelicula de agua alrededor de las mismas (Arakawa y Ti-
masheff, 1983), y la segunda sugiere que GB estabilizaria proteinas
por directa interaccién con ellas (Schobert, 1977). Se ha reportado
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que GB estabilizaria complejos del tipo proteina-pigmento como el
PSIl y protegeria tanto enzimas como membranas en condiciones
de estrés (Papageorgiou y Murata, 1995). La ruta metabélica desde
glicina a GB fue primeramente descrita en microorganismos extre-
madamente hal6filos, Ectothiorhodospira halochlorisy Actinopolys-
pora halophila. En estos microorganismos, GB es generada por dos
S-adenosilmetionina dependiente metiltransferasa, GSMT y SDMT
(Nyyssola et al., 2000). A pesar de ello, GB se acumula en una am-
plia variedad de organismos bajo condiciones de estrés abiético. En
plantas, la enzima colina monooxigenasa (CMO) convierte la colina
en betaina aldehido y luego mediante una enzima dependiente de
NAD*, betaina aldehido deshidrogenasa (BADH), produce GB. Este
tipo de enzimas son principalmente encontradas en el estroma del
cloroplasto y su actividad se incrementa en respuesta a estrés salino.
En E. coli, GB es sintetizada por la enzima colina-deshidrogenasa
con BADH. Mientras que en bacterias de suelo como Arthrobacter
globiformis, colina-oxidasa-A (codA) convierte colinaen GB y H,O,
en un Unico paso. La biosintesis de GB no sé6lo es inducida por estrés
también su concentracién varia entre especies, fluctuando entre 40
a 400 pmol g peso seco, por eso también se conoce como un acu-
mulador natural en condiciones de estrés (Rhodes y Hanson, 1993).
La papa al igual que en otras especies vegetales, no es capaz de
sintetizar ni acumular GB en forma natural. Sin embargo, la aplica-
cion exégena de GB en algunas especies ha mostrado ser efectiva,
mejorando la tolerancia a estrés abiotico en ellas; por ejemplo, en
algunas solanaceas como tomate (Park et al., 2007) y papas (Cheng
et al., 2013). Un estudio que trasformé genéticamente papas (S.
tuberosum), con el gen codA, mostré que su expresion permitio la
sintesis de GB en papas transgénicas y su acumulacion (12 pmol GB
por g peso fresco) bajo estrés abiético (Cheng et al., 2013); también
se observo sintesis H,0,, mayor actividad enzimatica anti-oxidante,
mayor eficiencia fotosintética, mayor potencial hidrico de la hoja,
mayor contenido de clorofilas y bajo MDA. Similares resultados han
sido publicados en tomates transgénicos (con el gen codA) sometidos
a estrés abidtico (Park et al., 2007).
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CAPITULO 4

PRINCIPALES GENES ASOCIADOS
A LOS MECANISMOS DE RESPUESTA A
ESTRES HIDRICO Y TERMICO EN PAPAS

Maria Teresa Pino
Francisca Aguayo

salinidad, y temperaturas extremas, ademas de reducir signifi-

cativamente su desarrollo vegetativo y productividad, sufren
una serie de cambios a nivel molecular asociados a la activacion de
mecanismos de respuesta y aclimataciéon (Mahajan y Tuteja, 2005;
Hu et al., 2010). Varios estudios demuestran que algunos de estos
mecanismos de respuestas son comunes entre los diferentes tipos de
estrés, compartiendo no sélo algunas rutas metabélicas sino ademas
genes y metabolitos (Hu et al., 2010; Fraire-Velazquez et al., 2011).
Los avances en genémica y las plataformas de identificacion genes
tanto reprimidos como sobre expresados en funcion de estreses
abidticos especificos han permitido identificar un gran nimero de
genes. Sin embargo, el rol especifico de la mayoria de estos genes
s6lo se ha dilucidado parcialmente y atin resta mucho por conocer.
A continuacion, se discutird algunos de los genes mas relevantes
asociados a estrés abiotico en papas.

I as plantas al enfrentar estrés del tipo abiético, ya sea por sequia,

LA RESPUESTA A EST~RI'ES ABI()'[ICO OCURRE A TRAVES
DE ViAS DE SENALIZACION DEPENDIENTES
Y/O INDEPENDIENTES DE ABA

Varios estudios han reportado que los niveles de acido abscisico
(ABA), se incrementan en tejidos vegetales frente a estrés abidtico
y particularmente frente a estrés hidrico, sugiriendo que ABA juega
un importante rol integrando las sefales de varios estreses (Tuteja,
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2007). Sin embargo, también se ha observado la activacién de ge-
nes que no responden a ABA, sugiriendo que las respuestas a estrés
abiético ocurren a través de vias de sefalizacion que pueden ser
dependientes y/o independientes de la acciéon de ABA (Nakashima
etal., 2014). La mayoria de los genes de respuesta a estrés abiético
se agrupan en tres categorias: genes reguladores que median la res-
puesta de otros genes como los factores de transcripcion (FT), genes
que participan en las rutas de transduccién de senales durante la
respuesta al estrés y genes que protegen la célula directamente del
dano por estrés (Tran et al., 2007; Nakashima et al., 2014).

En relacion con los FT se puede identificar al menos cuatro grupos
de genes controlados por FTs conocidos como regulones (Figura
4.1): se distinguen la secuencia de reconocimiento NAC (NACR)
identificados como esenciales para activar al gen ERD1 (por su sigla
en inglés, Early Responsive to Dehydration Stress 1) en respuesta a
estrés osmotico (Tran et al., 2007). El regulon AREB/ABF a través del
elemento de respuesta a ABA (ABRE), activa la expresion de los genes

Figura 4.1. Red de regulacién transcripcional de elementos de activacién
en cis y factores de transcripcion involucrados en la respuesta a estrés
abiético en la expresién génica en Arabidopsis thaliana (adaptado de

Nakashima et al., 2009).

@ Boletin INIA, N® 331



Estrés Hidrico y Térmico en Papas, Avances y Protocolos

dependientes de ABA (Peleg y Blumwald, 2011). Por otra parte, el
regulon DREB2 responde tanto a estrés osmotico como térmico, como
DREB2A-CA que induce la expresion de genes relacionados con
shock térmico, como HSP (por su sigla en inglés, Heat Shock Protein)
mejorando la termo-tolerancia (Sakuma et al., 2006; Nakashima et
al., 2009). El regulon DREB1/CBF que esta involucrado principalmen-
te en las respuestas a bajas temperaturas es altamente conservado
en plantas, incluye FTs que actian en cis a través del elemento tipo
DRE/CTR (por su sigla en inglés, Dehydration-Resposive Element/C-
repeat), los cuales activan la expresién de varios otros genes que
codifican proteinas involucradas en la produccién de osmoprotec-
tores, antioxidantes y otros tipos de respuesta (Yamaguchi-Shinozaki
y Shinozaki, 1994; Saibo et al., 2009).

REGULON DREB1/CBF
Y ESTRES ABIOTICO EN PAPAS

Un estudio de micro arreglo que evalu6 el regulén DREB1/CBF y
el efecto de bajas temperaturas en dos especies de papas, que di-
fieren significativamente en su tolerancia a heladas: S. tuberosum
una especie sensible a temperaturas inferiores a -3°C y Solanum
commersonii Dun capaz de incrementar su tolerancia a heladas en
respuesta a bajas temperaturas (desde -4°C a -10°C) mostr6 diferen-
cias interesantes en la expresion de genes (Carvallo et al., 2011).
Ambas especies mostraron alteraciones a nivel de expresion génica
al ser expuestas a bajas temperaturas. Se observaron diferencias
significativas en términos de los grupos de genes activados y en la
respuesta del reguléon DREB1/CBF; destacando algunos genes como
HSP60, LEA14, RD26, SUS1, HSFA8, COR47, ERD14 también iden-
tificados en Arabidopsis en respuesta a bajas temperaturas. Mientras
en S. commersonii se identificaron 160 ESTs asociados al regulon
CBF, en S. tuberosum se identificaron 170 ESTs, compartiendo sélo
54 ESTs en comun (Carvallo et al., 2011). Otros estudios también en
papas y estrés abiético han sugerido que DREB1/CBF cumpliria un rol
relevante en tolerancia a bajas temperaturas y estrés hidrico (Pino et
al., 2007, 2008, 2013; Movahedi et al., 2012; Bouaziz et al., 2013).
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DEHIDRINAS (DHNs)
Y ESTRES ABIOTICO EN PAPAS

El grupo 2 de proteinas LEA, llamadas dehidrinas (DHNs), es co-
mun encontrarlo en células embrionarias de semillas. Algunas de
ellas son inducibles por ABA y/o sintetizadas en respuestas a varios
tipos de estreses abidticos incluyendo sequia, bajas temperaturas
y salinidad (Close, 1997). Las DHNs se caracterizan porque en su
estructura tienen un dominio rico en lisina con 15 aminoacidos al-
tamente conservado, EKKGIMDKIKEKLPG, denominado el segmento
K. También presenta una cadena de residuos de Ser (el segmento S),
un motivo de consenso, T/VDEYGNP (el segmento Y), y regiones
menos conservadas, ricas en aminoacidos polares (segmentos @).
Las DNHs se clasifican en 5 grupos: YnSKn, YnKn, SKn, Kn y KnS.
Las DHNs de los grupos YnSKn y YnKn, han sido asociadas princi-
palmente a estrés hidrico, mientras que las DNHs del grupo SKn han
sido asociadas a estrés hidrico y estrés por bajas temperaturas. Aun
cuando se desconoce su rol con exactitud, se sugiere que participan
en la proteccioén celular contra la deshidrataciéon. Se han descrito
varias funciones en las que podrian estar involucradas, como la
estabilizacion de membranas mediante interacciones hidrofébicas
con los segmentos K, como chaperonas impidiendo la agregacion de
proteinas, en la proteccion de la maquinaria transcripcional, viabili-
dad de la semilla, proteccion al citoesqueleto y como antioxidantes
debido a su capacidad para unir iones de metales libres (Allagulova
et al., 2003; Olvera-Carrillo et al., 2010). La expresiéon de DNHSs
en respuesta a estrés abidtico ha sido descrita en varias especies
como Arabidopsis (Olvera-Carrillo et al., 2010), trigo (Kobayashi
et al., 2005; Kume et al., 2005), tabaco (Wang et al., 2006; Liu et
al., 2009) y papas. En estas Gltimas, se ha observado expresion de
DNHs en papas transgénicas sobre-expresando FT del tipo CBF bajo
estrés por bajas temperaturas y estrés hidrico in vitro (Pino et al.,
2008; Pino et al., 2013). Otro estudio reciente en papa, que evalu6
el efecto de estrés salino e hidrico en plantulas in vitro (PEG8000),
mostré expresion de los genes StDHN2a, StDHNT y StDHN25 en
los tratamientos bajo estrés (Charfeddine et al., 2015).
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GENES RELACIONADOS CON SHOCK TERMICO
Y ESTRES ABIOTICO EN PAPAS

Un estudio también en papa, que evalué la respuesta a estrés por
sequia en diferentes accesiones of S. tuberosum ssp. Andigena mostré
gue HPS cumplian una funcién importante en la adaptacién y acli-
matacion (Watkinson et al., 2006). Luego, otro estudio que evalu6
genotipos de papas tolerantes a sequia (Sullu & SA2563) en conjunto
con reportar la expresion de HSP, también mostré la expresion de
genes anti-oxidantes, flavonoides, LEAs, con otros genes envueltos
en ajuste osmético y en el metabolismo de carbohidratos (Scha-
fleitner et al., 2007). Por otra parte, al estrés por altas temperaturas
en plantas, se han asociado cuatro categorias de genes: HSP, genes
que intervienen en la via de sintesis de osmolitos, genes de enzimas
regulando la fluidez de la membrana y de enzimas manteniendo
ROS (Grover et al., 2013; Lavania et al., 2015).

OTROS GENES ASOCIADOS
A ESTRES ABIOTICO EN PAPAS

En papas, algunos estudios han identificado genes que codifican
para enzimas que sintetizan osmoprotectores que cumplen un rol
fundamental a nivel celular en la mantencién de los potenciales
hidricos. Algunos ejemplos de este tipo de genes son: P5CS (por
su sigla en inglés, Pyrroline carboxylate synthase), precursor de la
sintesis de prolina y asociado a la respuesta a salinidad (Hmida-
Sayari et al., 2005) y a la acumulacién de fructanos SST/FFT (por su
sigla en inglés, Sucrose 1-Fructosyl Transferase/Fructan 1-Fructosyl
Transferase) (Knipp y Honermeier, 2006). En la Tabla 4.1, se listan
varios genes que han sido estudiados y sobre-expresado en papas,
en respuesta a estrés abiotico.
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HERRAMIENTAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO
DE GENES RELEVANTES PARA LA TOLERANCIA
Y LA ADAPTACION DE LAS PLANTAS A ESTRES
ABIOTICO Y ALGUNOS EJEMPLOS EN PAPAS

El principal objetivo de la mayoria de los estudios de la funciona-
lidad de genes asociados a estrés abiético ha sido entender este
tipo de estrés a nivel molecular e identificar genes relevantes para
la tolerancia y adaptacion de las plantas ya sea a sequia o tempe-
raturas extremas entre otros. El uso de herramientas genémicas y
su asociacion con la respuesta fisiolégica de la tolerancia a estrés
abidtico, permitira disenos mas apropiados para futuros programas
de mejoramiento en papa.

Actualmente cientos de genes han sido caracterizados y asociados a
diferentes tipos de estrés en plantas. Esta informaciéon ha mejorado
significativamente con la consolidacién de los “Proyectos Genomas”
en 35 especies vegetales, siendo la papa una de ellas (http://www.
sgn.cornell.edu/). Desde el ano 2006, el Consorcio de Secuencia-
cion del Genoma de la Papa (PGSC) ha trabajado en dilucidar la
secuencia completa de ADN en esta especie. El Consorcio PGSC,
en el cual participa nuestro pais, ha logrado grandes avances en el
tema permitiendo disponer hoy del 95% de los genes de la papa (S.
tuberosum grupo Phureja), con una cobertura de 70x, actualmente
disponible para el piblico en el link www.potatogenome.net (Potato
Genome Sequencing Consortium, 2011). Para que esta informacién
sea Gtil en futuras aplicaciones en el mejoramiento de la papa, es
fundamental determinar la funcién que desempeiia cada secuencia
del genoma, es decir, identificar cada uno de sus genes y conocer
su funcion.

La identificacion de genes asociados a estrés abiético se ha basado
principalmente en la bisqueda de vinculaciones génicas por homolo-
gia mediante la comparacién de secuencias, y en la identificacion de
determinadas caracteristicas comunes (sefiales funcionales, patrones
y dominios). Para la busqueda de genes, existen tres importantes
bases de datos internacionales (EMBL-Bank, DDBJ y GenBank de
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NCBI), las cuales recopilan todas las secuencias caracterizadas de
nucleétidos que son de dominio publico. Las tres bases de datos son
accesibles gratuitamente por internet y se sincronizan entre ellas cada
24 horas, por lo que contienen exactamente la misma informacion
(www.ncbi.nlm.nih.gov). A través de estas bases de datos es posible
acceder a ESTs (por su sigla en inglés, Expressed Sequence Tag) o
secuencias ORF (por su sigla en inglés, Open Reading Frame), ob-
tenidas a partir de plantulas, 6rganos o tejidos sometidos a distintos
tratamientos de estrés abidtico.

Otras aproximaciones que permiten identificar genes con respecto
a su funcion, es la técnica de PCR en tiempo real. Esta metodologia
permite cuantificar la expresion de los genes mediante el uso de son-
das fluorescentes en la amplificacion de los transcritos de interés con
respecto a genes de expresion constitutiva. A través de esta técnica
es posible cuantificar genes especificos a partir de muestras de ARN
mensajero provenientes de diferentes condiciones experimentales
(Bustin et al., 2005; Dorak, 2006). Su amplio uso en investigacion
se debe principalmente a la simplicidad de la técnica, especificidad
y alta sensibilidad en la cuantificacion de los niveles de expresion
génica (mayor informacién en plataforma www.gene-quantification.
de). En papas, el uso de PCR en tiempo real ha permitido relacionar
distintos procesos fisiolégicos de tolerancia a estrés abiético con
la expresion de genes involucrados en la percepcion del estrés, la
transduccion de sefales, la regulacion y expresion de genes efectores.

A diferencia del analisis especifico acotado a algunos genes, que
permite la técnica de PCR en tiempo real, el uso de los micro y macro
arreglos, ha permitido el analisis simultaneo de miles de genes en
condiciones experimentales distintas. Como, por ejemplo, tejidos
de plantas estresadas con respecto a no estresadas (controles) en
diferentes estados de desarrollo (Chen et al., 2002; Oh et al., 2005;
Sreenivasulu et al., 2007). La versatilidad de esta técnica se basa en
la capacidad de las moléculas complementarias de ADN de hibridar
entre si, permitiendo establecer perfiles de expresion diferencial
utilizando sondas fluorescentes y una pequefa matriz sélida (Seki
et al., 2009). Investigaciones realizadas usando micro arreglos en
papa con sobre 12.000 clones de cDNA, han permitido capturar
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el perfil de expresion de plantulas sometidas a estrés por frio, altas
temperaturas y salino en distintos tiempos y distintos tejidos (raices y
hojas). Los datos obtenidos han permitido identificar cientos de genes
relacionados con los distintos tipos de estrés abiético, muchos de
ellos desconocidos, generando nuevas interrogantes para responder
en futuros estudios de investigacion genética en papas (Rensink et
al., 2005; Carvallo et al., 2011).

La transformacion genética (transgénesis,) es otra herramienta que
permite desarrollar plantas tolerantes a estrés abiético, esta técnica
permitira comprender si la expresion de diferentes tipos de genes
puede incrementar la tolerancia a un determinado estrés, o con-
cluir si los cultivares obtenidos via transformacién genética son
verdaderamente tolerantes desde el punto de vista agronémico. Sin
embargo, es importante considerar que la transgénesis, con casi 30
anos de desarrollo, atin presentan dificultades en lograr la correcta
insercion del gen de interés en el lugar exacto. Mas alla de eso, lograr
el perfecto equilibrio entre promotores/silenciadores y la regulacion
de la expresion en todo el genoma aun es un desafio. Actualmente,
las nuevas tecnologias apuntan a sintetizar de novo segmentos de
la molécula de ADN, empaquetarla en el equivalente a un mini-
cromosoma artificial e introducirlo al genoma de interés (Montoya
et al., 2014). Sin embargo, dado que la tolerancia a estrés abiético
es regulada por varios genes, la transformacién genética con varios
genes es uno de los actuales desafios de la ingenieria genética.

El silenciamiento génico post-transcripcional, o también conocido
como ARN de interferencia (ARNi), es un mecanismo natural que
ocurre en plantas y en la mayoria de eucariontes como parte del
proceso de regulacion génica. El conocimiento de este mecanismo
celular y su manipulacién, han permitido dirigir el silenciamiento
de genes de manera especifica, permitiendo discriminar genes cla-
ves para procesos de interés como es la tolerancia a estrés abiotico
(Jagtap et al., 2011). Mediante esta técnica, cualquier gen del que se
conozca su secuencia nucleotidica puede ser diana para el disefio
de ARNI, constituyendo una potente herramienta en el estudio de
la funcién de genes en procesos fisiologicos de tolerancia a estrés
abiodtico. En papas, a través de ARNi se silenci6é la expresion del
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gen caroteno dioxigenasa en papas (CCD4) identificando su rol en
la respuesta a estrés por altas temperaturas (Campbell et al., 2010).
Este tipo de analisis permite conocer ademas si la regulacion géni-
ca es controlada al nivel de la transcripcion, traduccion, si es una
modificacion pos-traduccional o por acumulacién de proteinas.

La identificacion de mutantes, especialmente mutantes de insercion,
alterados en el nivel de tolerancia a la sequia, pueden ser particu-
larmente Gtiles en la identificacion de genes claves o esenciales
involucrados en diferentes mecanismos de tolerancia. Actualmente,
el esfuerzo en conjunto de varios centros de investigacion (TAIR,
ABRC vy SIGnal) ha permitido disponer de un banco de mutantes
insercionales en Arabidopsis thaliana con libre acceso y sin costo
asociado. La coleccién es sustentada por donaciones de investiga-
dores de todas partes del mundo que incluyen un stock de cerca de
un millén de semillas con mutaciones puntuales generadas por la
insercion de un ADN-T o transposon en genes especificos, cubriendo
el 95,3% de los genes descritos en Arabidopsis (http://signal.salk.
edu/). El analisis fenotipico y molecular de aquellos mutantes en
Arabidopsis que presenten variaciones en la tolerancia a estrés abio-
tico, permite identificar genes de interés en otras especies vegetales,
como en papa, a través del analisis de homologia y comparacién en
sus secuencias nucleotidicas. Estudios fisiolégicos mas profundos
y el uso de aproximaciones proteémicas o de transcriptomas para
esos mutantes podrian proveer informacién de gran valor en el tipo
de proceso fisiolégico que alteran.

Asi, el uso de herramientas genémicas y su asociaciéon con la res-
puesta fisiologica de la tolerancia a estrés abiético con el mejora-
miento convencional, permitira disefios mas apropiados para futuros
programas de mejoramiento en papa.
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CAPITULO 5

INTERCAMBIO GASEOSO EN PAPAS
BAJO ESTRES HIDRICO Y ELEVADA
CONCENTRACION DE CO2
EN LA ATMOSFERA

Carolina Salazar
Paulina Romero
Paulina Villagra

egln las proyecciones cambio climatico, en conjunto con una

disminucion en las precipitaciones a nivel global, se proyecta

un aumento en las temperaturas promedios y en los niveles de
CO, en la atmésfera. Al final de este siglo, la concentracion de CO,
en la atmésfera aumentaria significativamente, entre 600 ppm (esce-
nario SRES A1B) y 1250 ppm (escenario A2), lo cual ha despertado
el interés de la comunidad cientifica respecto al impacto que tendria
en la fisiologia, en el rendimiento y en la calidad de los cultivos
(IPCC, 2015). Todos estos factores podrian afectar significativamente
el intercambio gaseoso y la tasa de asimilacion neta de CO,, particu-
larmente en plantas del tipo C3. En términos fisiol6gicos, la mayoria
de las proyecciones sugieren un aumento de la tasa fotisintetica neta
(An), y una baja tanto en la conductancia estomatica (gs) como en
la tasa de transpiracion (E) a mayor concentracion de CO, en la
atmosfera (Ainsworth y McGrath, 2010; Kaminski et al., 2014). Sin
embargo, bajo este nuevo escenario resulta interesante conocer si
la tasa fotosintética neta aumentaria a niveles mas alto de CO, a
pesar de que la planta enfrente periodos de déficit hidrico durante
su crecimiento y desarrollo de los componentes del rendimiento.
En el presente capitulo se discutiran algunos estudios respecto al
intercambio gaseoso en papas bajo estrés hidrico y bajo elevada
concentracion de CO, en la atmésfera.
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EL INTERCAMBIO GASEOSO DISMINUYE
DURANTE EL DEFICIT HIDRICO EN PAPAS

El déficit hidrico en plantas es primeramente detectado a nivel ra-
dicular. Rapidamente la planta envia una sefal que gatilla el cierre
de estomas, inhibiendo la fotosintesis y el intercambio gaseoso. La
fotosintesis es el resultado de varios componentes, incluyendo pig-
mentos fotosintéticos, fotosistemas (PSI y PSIl), sistema de transporte
de electrones e intercambio gaseoso. Todos estos son significativa-
mente afectados por estrés hidrico en la mayoria de las especies
cultivadas. En la papa cultivada, varios estudios han demostrado
que el intercambio gaseoso se ve afectado significativamente por el
déficit hidrico. Particularmente, se han reportado bajas significativas
en la tasa de fotosintesis neta (Schapendonk et al., 1989; Fleisher et
al., 2008; Xu et al., 2011). El estudio de Schapendonk et al., (1989)
en cinco cultivares de papas, mostré que en las etapas iniciales del
estrés hidrico la asimilacion de CO, esta limitada por la conductancia
estomatica (gs), pero luego de tres dias la asimilacion de CO, estaria
limitada por el mesoéfilo. Otro estudio también en papas, que eva-
lué el efecto de estrés hidrico desde inicio de tuberizaciéon durante
dos semanas, mostré que el intercambio gaseoso disminuy6 en la
medida que aumento el estrés hidrico, y ratificé que la conductan-
cia estomatica es la primera afectada por este tipo de estrés (Liu et
al., 2005). Un posterior estudio en papas realizado en campo, que
evaluo el riego parcial de raices PDR (por su sigla en inglés, Partial
Drying Root-Zone), también mostré que la conductancia estomatica
es rapidamente afectada por el estrés hidrico, disminuyendo antes
que la tasa fotosintética (A). Ademas, se observé un aumento en la
eficiencia del uso del agua intrinseca (A/gs) (Liu et al., 2006). Por
otra parte, otros estudios de déficit hidrico prolongado en papa han
mostrado que junto con reducir el indice de area foliar también
disminuyen la asimilacion neta y la intercepcién de la radiacion foto-
sintéticamente activa PAR (por su sigla en inglés, Photosynthetically
Active Radiation) (Deblonde y Ledent, 2001; Fleisher et al., 2008).
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Un estudio reciente en INIA Chile, cuyo objetivo fue evaluar la res-
puesta de diferentes cultivares de papas (Solanum tuberosum L.) a
estrés hidrico durante dos semanas; mostré que todos los cultivares
evaluados disminuyeron su intercambio gaseoso y asimilaciéon neta
frente a estrés hidrico (Figura 5.1). Similar a los estudios antes citado,
la disminucién de la conductancia estomatica fue la primera respuesta
observada en todos los cultivares frente al déficit hidrico; mientras
Yagana fue uno de los cultivares mas sensible a la falta de agua,
contrariamente Desireé y Kar( fueron relativamente menos afectados.

Figura 5.1. Intercambio gaseoso en cuatro cultivares de papa a los 0,
7'y 14 dias bajo diferentes tratamientos de déficit hidrico controlado
en INIA Chile. Este experimento fue realizado en condiciones
controladas en invernadero (24+3°C) durante dos temporadas
y los tratamientos de estrés hidrico fueron 100% de riego
(control), 50% de riego y 25% de riego.
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EL INTERCAMBIO GASEOSO Y AUMENTO DE LA
CONCENTRACION DE CO2 EN LA ATMOSFERA

En la actualidad la concentracion del dioxido carbono (CO,) en la
atmosfera es cercano a las 390 ppm. Sin embargo, el IPCC indican
que las concentraciones CO, en la atmosfera, aumentarian hasta
niveles que fluctuarian entre 540 y 970 ppm para el afio 2100 (IPCC,
2015). Se sugiere que a mayores concentraciones de CO, en el am-
biente, se incrementaria la tasa de asimilacion de CO, en plantas
del tipo C3, como lo es la papa cultivada. Algunos estudios en papa
por ejemplo muestran que la asimilacion de CO, aumentaria entre
10% y 40% a 720 ppm CO,, con un consecuente aumento en el
nimero de tubérculos por planta y en el tamafo de los tubérculos.
Proyectando un aumento en el rendimiento del 10% por cada 100
ppm de incremento en el CO, (Katny et al., 2005; Hogy y Fangmeier,
2009). Otro estudio mostré que este incremento en la produccion
de tubérculos se explica porque a mayor nivel de CO, ambiental,
aumentaria la movilizacion de CO, hacia los tubérculos, porque
se produciria mayor tamafo de los tubérculos debido a mayor plo-
riferacion celular (Chen y Setter, 2012). Es importante mencionar,
que la mayoria de los estudios que han evaluado la respuesta del
intercambio gaseoso a mayores niveles de CO, han sido realizados
en regiones de clima templado y no se ha evaluado en conjunto
con incrementos en la temperatura ni con déficit hidrico (Miglietta
et al., 1998; Sicher y Bunce, 1999; Donnelly et al., 2001; Conn y
Cochran, 2006; Fleisher et al., 2013).

Fleisher et al., (2008), realizaron dos experimentos en papa bajo
camaras de crecimiento, para estudiar la interaccién de dos niveles
de CO, atmosférico (370 y 740 ppm.) en plantas bien regadas y bajo
estrés hidrico. Las plantas expuestas a 740 ppm de CO, y sin res-
tricciones hidricas mostraron mayor tasa de fotosintesis, sugiriendo
que un importante efecto de una atmésfera enriquecida en CO,,
seria el incremento en el uso eficiente del agua WUE, en terminos
de la produccién de gramos de materia seca por litro de agua, (para
definiciones de WUE ver capitulo 7 y tabla 7.1). Un estudio reciente
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de Kaminski et al., (2014) evalué el intercambio de gaseoso, el uso
eficiciente del agua y el rendimiento en cultivares de papa frente
a cambios en la concentracion de CO,, en la temperatura y en la
humedad relativa. Este estudio mostré que la eficiencia del uso del
agua, tanto fotosintética (An/E) como intrinsica (An/gs), incrementé
con la temperatura debido a un aumento en An'y a una disminucién
tanto en la conductancia estomatica (gs) como en la transpiracion de
la hoja (E). También, se observé mayor producciéon de tubérculos y
eficiencia en el uso del agua a mayores concentraciones de CO, (380,
700y 1000 ppm.). Por otra parte, a tres niveles de temperatura, (14,
21y 28°C), tanto An/E como An/gs incrementaron significativamente
a mayor concentracion de CO,, pero a 28°C bajo la fotosintesis (An)
a mayor concentracion de CO,. Ademas, se observé que la relacion
Ci/Ca fue significativamente mas alta en plantas que crecieron a
elevada concentracion de CO,. Este estudio concluy6é que mayor
concentracion de CO, en el ambiente mejoraria el uso eficiente del
aguay el rendimiento a 14y 21°C, pero a mayor temperatura — con-
diciones del cambio climéatico- podria disminuir la respuesta de la
fotosintesis a mayores concentraciones de CO, e incluso disminuir
el uso eficiente del agua (Kaminski et al., 2014).

En la Figura 5.2, se muestran las curvas de respuesta A/PAR y A/Ci en
cuatro cultivares de papa (Desireé, Kara, Yagana y Patagonia) culti-
vados sin restricciones hidricas. Todos los cultivares incrementaron
la tasa de asimilacion de CO, a mayor nivel de intensidad luminosa
PAR. Sin embargo, se observaron algunas diferencias entre ellos;
mientras los cultivares Desireé y Yagana se estabilizaron a 1000 PAR,
Kard y Patagonia continuaron incrementando la asimilacion de CO,
a mayores niveles de PAR. En relacién a la curva de respuesta de
estos cuatro cultivares de papa creciendo sin restricciones hidricas
para la asimilacion neta de carbono (A) vs la concentracion de CO,
intercelular (Ci), todos los cultivares incrementaron significativamen-
te la tasa de asimilacion neta de CO, a mayor concentracion de Ci
(@ 600 ppm y 800ppm), lo cual ratifica que la tasa de fotosintesis
neta aumentaria en un ambiente con mayor concentraciéon de CO,
a temperatura contante y sin restricciones hidricas.
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Figura 5.2. Curvas de respuesta de cuatro cultivares de papa
(Desireé, Kar, Yagana y Patagonia) creciendo sin restricciones
hidricas bajo invernadero en INIA La Platina, para la asimilacion
neta de carbono (A) vs la radiacién fotosintéticamente activa
(PARI) y para la asimilacion neta de carbono (A) vs la
concentracion intercelular de CO, (A/Ci).

UTILIDAD DE LAS CURVAS A/CI Y A/PAR

El objetivo de las curvas de respuesta A/Ci y A/PAR, previo al ensayo
principal, es el conocimiento de la respuesta de la planta frente a
la asimilacion de carbono y la radiacion fotosintéticamente activa.
Principalmente, para conocer los valores 6ptimos para cada especie
y/o variedad a analizar. Es importante mencionar también que las
curvas de A/Ci permiten evaluar la actividad de la enzima RuBis-
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Co, la que puede verse afectada por el estrés hidrico (Flexas et al.,
2002). Mediante la curva A/Ci se puede obtener, segtin los calculos
de Von Caemmerer y Farquhar (1981) valores de; Vcmax (Velocidad
de carboxilacién de la RuBisCo), Jmax (tasa maxima de transporte
electrénico para la regeneracion de RuBP) y Amax (Tasa fotosintética
maxima a saturacion de CO,), que permitiran determinar los efectos
del estrés hidrico sobre la capacidad fotosintética. Segln experien-
cias practicas, aunque en la gran mayoria de los casos se asume que
el valor de CO, para realizar las mediciones es el valor ambiental
(400 ppm de CO,). Es bueno determinar el comportamiento previo
de la planta frente a diferentes concentraciones de CO,. Frente a una
curva de A/Ci, se sigue el mismo principio que en las curvas de luz
(Tambussi y Graciano, 2010). El CO,, es ampliamente reconocido
que produce cierre estomatico a altas concentraciones (Drake et al.,
1997). Por lo tanto, si se comienza midiendo desde 2000 a 0 ppm
de CO,, se producira cierre estomatico influyendo en el resto de las
mediciones. ldealmente se debe comenzar midiendo en 400 ppm
e ir disminuyendo el CO,. Luego, volver a las condiciones iniciales
y esperar hasta la que la hoja entregue valores de fotosintesis y
conductancia estomética similares al inicio de la curva, para poste-
riormente incrementar el CO,. Con esto, se puede asegurar que las
mediciones a altas concentraciones de CO,, no influyan en el resto
de las mediciones.

Los equipos IRGA, permiten el control de variables como la concen-
tracion de CO,, la radiacion fotosintéticamente activa PAR entregada
a la hoja y permiten realizar este tipo de curvas. En la Tabla 5.1 se
entrega un resumen de tres sistemas de medicién de intercambio
gaseoso,

En conclusion, el cambio climéatico afectara significativamen el inter-
cambio gaseoso y la asimilacion de CO, por los factores discutidos
en este capitulo. En conjunto con pérdidas por déficit hidrico, se
espera que el aumento de la concentracion de CO, en la atmésfera
resulte positiva en términos del rendimiento.
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CAPITULO 6

LA EMISION DE FLUORESCENCIA DE
LA CLOROFILA a;: UNA HERRAMIENTA
PARA LA DETECCION DEL EFECTO DEL

ESTRES HIDRICO EN EL APARATO
FOTOSINTETICO DE LA PAPA

Carolina Salazar
Maria Teresa Pino
Paulina Villagra

mentos fotosintéticos (clorofila a, b y carotenoides) que existen

en las hojas de las plantas. Parte de la energia que absorben
estos pigmentos es transferida como energia de excitacion y se
emplea en la produccién ATP y NADPH, las cuales son esenciales
en la sintesis de carbohidratos en la planta. Sin embargo, durante
la fotosintesis no toda la energia absorbida es utilizada para pro-
ducir estos compuestos, parte de la energia se disipa como calor, y
en menor grado se re-emite como fluorescencia. Esta distribucion
de la energia en los tres procesos ocurre simultaneamente, de tal
forma que el incremento en la eficiencia de uno de ellos, resultara
en la disminucion de los otros dos. Es por ello, que el estudio de
la fluorescencia de la clorofila se considera una herramienta (til
para distinguir diferentes efectos en la limitacion de la fotosintesis
(Maxwell y Johnson, 2000).

I a fotosintesis se inicia cuando la luz es absorbida por los pig-

La emision de fluorescencia de los sistemas fotosintéticos cambia
continuamente con el ambiente. Estrés ambiental como temperatu-
ras extremas, sequia, cambios en la intensidad luminica, salinidad,
y otros afectan la funcién de los sistemas fotosintéticos de manera
directa o indirecta, afectando por tanto a la emisién de fluorescencia.
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Por ello, los cambios de la emision de la fluorescencia, son utiles para
estudiar los mecanismos de respuesta a este tipo de estrés incluso
en forma temprana (Gonzalez Moreno et al., 2008; Rohacek et al.,
2008). Sin embargo, su aplicacion e interpretacion requiere conocer
la teorfa de fluorescencia de clorofilas, conocer los instrumentos que
permiten su medicién y la eleccién correcta del protocolo a seguir.

;COMO Y QUE SE MIDE EN LA
FLUORESCENCIA DE CLOROFILA?

El andlisis de fluorescencia de la clorofila tiene la ventaja de ser una
técnica no destructiva, sencilla y de rapida respuesta. Para ello se
utiliza un fluorémetro, un equipo capaz de medir la fluorescencia en
vegetales y obtener una serie de parametros que indican los diferen-
tes fendmenos que ocurren a nivel de los fotosistemas en las hojas.
Los sistemas mas comunes de medicién de la fluorescencia de la
clorofila son el fluorémetro no modulado y el fluorémetro modulado.
El fluorémetro no modulado tiene como referencia los estudios de
Kaustky y colaboradores en los afios 60’s, en donde los cambios en
fluorescencia por iluminaciéon de hojas preadaptadas a oscuridad
estan cualitativamente correlacionados con cambios en la asimila-
cion de CO, y en la tasa fotosintética (Maxwell y Johnson, 2000;
Gonzalez Moreno et al., 2008).

Cuando la hoja es adaptada a oscuridad, las quinonas (QA) oxida-
das al maximo y los centros de reaccion del PSIl estan abiertos, es
decir, estan en capacidad de realizar reducciones fotoquimicas de
QA, luego de ser expuestas a un rayo de 0,1 pmol ms™' se produce
un nivel minimo de fluorescencia Fo, un pulso de luz rojo lejano
que excita preferiblemente al fotosistema Il (PSII) y remueve elec-
trones de QA , se aplica antes de la medicién de Fo; luego la hoja
es expuesta a pulsos cortos de luz actinica de alta densidad de flujo
fotonico (cientos de pmol m2s') de tal manera que QA llega a su
maximo de reducciéon y maximo nivel de fluorescencia Fm. Los cen-
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tros de reaccion del fotosistema Il (PSII) con la QA reducida estan
ahora “cerrados”. La diferencia entre Fm y Fo es definida como Fv,
y la relacion de Fv/Fm puede ser usada para estimar el rendimiento
cuantico maximo de reduccion de QA es decir de la fotoquimica del
PSII. La relacion Fv/Fm es un buen indicador de plantas expuestas a
diversos estreses bidticos y abiéticos cuando estan en presencia de
luz (Maxwell y Jonson, 2000; Baker, 2008, Brestic y Ziv cak, 2013).

El fluorémetro modulado se basa en que una hoja en continua luz
actinica tiene un nivel de fluorescencia F’. El cual aumenta a un
nivel maximo de fluorescencia cuando la hoja es expuesta a un corto
pulso de luz saturante que reduce al maximo la QA.

La diferencia entre Fm’ y F’ se denomina Fq’ (aunque hay varias
denominaciones como Fv’). La relacion Fq’/ Fm’ es te6ricamente
proporcional al rendimiento cuantico de la fotoquimica del PSIl y
este es equivalente al rendimiento cuantico del flujo lineal de elec-
trones de los centros de reaccion del fotosistema Il. Por otra parte, y
teniendo el cuidado necesario en las mediciones y caracteristicas de
la muestra a medir, se puede establecer una relaciéon lineal entre la
eficiencia de operacion del PSIl y el transporte lineal de electrones
que utiliza la relacion Fq'/ Fm’ para estimar la tasa de transporte
de electrones no ciclico en el PSII. En ciertas circunstancias Fq’/
Fm’ es un buen indicador de cambios en el rendimiento cuantico
de asimilacion de CO, por la hoja (® CO,) pero no debe ser usada
para estimar tasas absolutas de asimilacion de CO, (Baker, 2008;
Brestic y Ziv cak, 2013).

Existen varias compafias que fabrican fluorémetros, entre ellos estan
Hansatech Instruments (modelos Handy-PEA; M-PEA; FSM2) y Walz
Company (modelos Mini-PAM; PAM 2500) (Figura 6.1). Actualmente,
algunos equipos de medicién de intercambio gaseoso poseen, de
forma opcional, la posibilidad de afadir un fluorémetro que per-
mite obtener los valores de intercambio gaseoso y fluorescencia de
clorofilas, en la misma medicion (Figura 6.2).
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Figura 6.1. Fluorémetros. A, B: FMS2 y Handy-PEA, respectivamente,
de Hansatech Instruments. C,D: PAM 2500 y Mini-PAM, de
Walz Company. Imagenes obtenidas desde paginas
web de (www.hansatech.com y www.walz.com)

Figura 6.2. Equipos de medicion de intercambio gaseoso, con cabezal
de fluorescencia (opcional) incorporado. A) Li-6400 XT LI-COR®.
B) GFS3000 Walz Company. C) CIRAS 3 PPSystem.
Imagenes obtenidas desde paginas web
(www.licor.com; www.walz.com
y www.ppsystem.com)
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MEDICION DE FLUORESCENCIA Y
PARAMETROS DE FLUORESCENCIA

Para la medicién de fluorescencia se debe adaptar previamente las
hojas a oscuridad durante 10-30 minutos. Para lo cual, los fluoré-
metros cuentan con pinzas (Figura 6.3) de medicién en oscuridad
que permiten luego del tiempo de aclimatacion medir la fluores-
cencia en la superficie de la hoja. Posteriormente, la hoja debe ser
iluminada con una luz de baja intensidad (que no produzca en la
hoja disipaciéon de energia por vias fotoquimicas), para no producir
fluorescencia. De esta forma, se puede obtener el valor de fluores-
cencia basal en condiciones de oscuridad (F ) (Tambussi y Graciano,
2010). Si, llevamos este valor a lo antes descrito sobre los centros de
reaccion, F_representa la fluorescencia cuando la totalidad de los
centros de reaccion del PSIl estan abiertos y el aceptor primario esta
oxidado ( Roger y Weiss, 2001). A modo de ejemplo, un fluorémetro
Hansatech, utilizando una luz modulada amarilla, provista por una
luz LED, con una PPFD de 1,15 pmoles m~s, proporciona una luz
en la superficie de la hoja que logra mantener la fluorescencia a
nivel de F_ (Ogren y Baker, 1985).

Figura 6.3. Pinzas de adaptacion a oscuridad adaptable a fluorémetros,
segin modelo. A) Walz Company. B) LI-COR®. C) Walz Company.
D) Hansatech Instruments. Imagenes obtenidas desde paginas
web (www.licor.com; www.walz.com y www.ppsystem.com)

La hoja en oscuridad, si ha tenido la aclimatacién suficiente, tie-
ne los centros de reaccién abiertos. Si se aplica un pulso de luz
hiper-saturante, la fluorescencia alcanza un maximo, a lo que se
denomina Fluorescencia maxima (F ). Este incremento desde F_a
F ., se debe a que se produjo una saturacion de la via fotoquimica,
producto del pulso de luz hiper-saturante, produciéndose el cierre
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de aceptores primarios del PSIl, es decir las QA (Quinona A) estan
reducidas y los centros de reaccién cerrados (Tambussi y Graciano,
2010; Roger y Weiss, 2001). Si luego del pulso hiper-saturante, se
ilumina la hoja con radiacién fotosintéticamente activa (luz actinica
continua), se produce una nueva sefal de fluorescencia basal, F.
Si se aplica un nuevo pulso de luz saturante, pero ahora las hojas
no estan en oscuridad y no tiene los centros de reaccion abiertos
completamente, se produce una nueva fluorescencia maxima, deno-
minada F_, (Tambussi y Graciano, 2010). Finalmente, si se elimina
la luz actinica y se aplica una luz de rojo lejano, se promueve la
reoxidacion de los aceptores de electrones, y se obtiene un valor
de fluorescencia basal denominado F , (Tambussi y Graciano, 2010;
Gonzalez Moreno et al., 2008). De lo antes descrito, podemos inferir
que un Fluorémetro PAM como se denominas por las siglas de pulso,
amplitud y modulacién constan de cuatro fuentes de luz: (i) Luz roja
de baja intensidad; (ii) pulsos de luz actinica de alta intensidad; (iii)
luz actinica continua y (iv) luz rojo lejano. Ademas de un detector de
fluorescencia para el registro de la fluorescencia emitida (Rohacek
et al., 2008; Gonzalez Moreno et al., 2008).

Los diferentes parametros de fluorescencia (Tabla 6.1) que proporcio-
nan los fluorimetros nos permiten evaluar si la planta esta sufriendo
algtin tipo de estrés o pérdida de rendimiento antes de que tenga
sintomas visibles.

Tabla 6.1. Pardmetros basicos de fluorescencia calculados a
partir de los datos obtenidos después de aplicar el método de
pulso saturante (adaptado de Tambussi y Graciano 2010).

Parametro Abreviatura Formula
Fluorescencia variable en oscuridad Fv Fv=Fm-Fo
Fluorescencia variable a la luz Fv’ Fv’=Fm’-Fo’

Cambio de fluorescencia
(provocado por el cierre del PSII) AF" (= Fq’) Fq"'=Fm~’-Fs
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Figura 6.4. Representacion esquematica de los parametros de fluorescencia
medidos en hojas previamente oscurecidas y posteriormente iluminadas
utilizando la técnica de fluorescencia modulada. (Adaptado
de Schreiber (1997) y de Schubert (2015)).

A partir, de los valores y célculos basicos, se calculan variables
funcionales, que hacen referencia al estado del fotosistema de la
planta. Estos parametros se detallan en la Tabla 6.2.

Considerando que el Fo, es la fluorescencia basal a oscuridad, donde
los centros de reaccién estan abiertos; cuando ocurre un incremento
en Fo, una menor cantidad de centros de reaccién estan abiertos, a
pesar de la ausencia de luz. En este caso, es reconocido que fren-
te a un estrés severo, se produce la activacion de mecanismos de
quenching no fotoquimico, reflejados en el valor del NPQ (Rohacek
et al., 2008). Otra relacién entre parametros de fluorescencia es
Fm/Fo, que dependen del potencial de agua de la hoja. Mientras
bajo condiciones de sequia esta relacion disminuye, hasta alcanzar
valores de 1, las plantas al ser nuevamente regadas vuelven al es-
tado 6ptimo con valores cercanos a 3 (Hansatech, 1996). Algunos
estudios en otras especies, como la vid sugieren que Fs/Fo serian un
buen método de deteccién temprana de estrés hidrico en la planta
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e incluso podria ser Gtil como guia de riego (Flexas et al., 2002).
Por otra parte, el indice rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/
Fm) ha sido definido como un estimador de la integridad del com-
plejo PSII/LHC; este permaneceria relativamente inalterado a bajos
contenidos relativos de agua (RWC), y seria afectado s6lo cuando
las plantas experimentan estrés hidrico prolongado (Flagella et al.,
1998; Tambussi et al., 2002; Rosenqvist y van Kooten, 2003). Ade-
mas, el transporte de electrones (ETR), tiene valores relativamente
altos a niveles bajos de RWC, y ETR decrece cuando la conductancia
estomatica cae a valores tan bajos como 0.10-0.15 mol H,O m?*"
(Flexas et al., 2002; Lawlor y Cornic, 2002).

FLUORESCENCIA DE CLOROFILAS
Y ESTRES ABIOTICOS EN PAPAS

En papas, varios estudios han mostrado una asociacion entre la
emsion de fluorescencia y la respuesta a estrés hidrico (Wilcox y
Ashley, 1982; Prange, 1986). En un estudio en papa (cv Desireé) en
el que se evalu¢ el efecto del estrés osmético por 24h con polioti-
lenglicol (-0,3MPa), sugiri6é que los parametros de fluorescencia de
clorofilas proporcionan una mayor comprension de los efectos del
estrés osmotico en la fotosintesis. Mientras, las plantas bajo estrés
rapidamente disminuyeron su potencial hidrico y conductancia es-
tomatica, los valores transitorios de fluorescencia de clorofila (F,
F. y F,) aumentaron, sugiriendo que los aceptores de electrones del
PSIl se redujeron mas rapido que en PSI (Prange, 1986). De igual
forma, Havaux (1993) seiala que en papas (cv Kenebec) creciendo en
condiciones de invernadero, las altas temperaturas y el estrés hidrico
causaron una disminucion de ¢P ((F_-F)/F ) respecto al control, con
valores de 0,53 en plantas de papas sometidas sélo a estrés hidrico
y con valores de 0,49 en plantas de papas sometidas a estrés hidrico
y térmico. Finalmente, sugieren la siguiente secuencia de eventos
en papas sometidas a estrés por altas temperaturas; inhibition del
rompimiento de la molecula de H,O (>32°C), disminucién de la
eficiencia y alteracion del flujo de electrones después de QA 'y PSI.
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Zrust et al. (1994) evaluaron el efecto del estrés hidrico desde la
plantacién a inicio de la tuberizacién en dos cultivares de papas
(Radka y Desireé). Los resultados mostraron una disminucién en la
tasa de fotosintesis neta y en los rendimientos en conjunto con la
disminucion de la fluorescencia variable en oscuridad (F ) en hojas
e un incremento de fluorescencia basal en condiciones de oscuri-
dad (F ). Jefferies (1994) al evaluar el efecto del déficit hidrico en el
cultivar de papas Maris Piper en condiciones de campo, mostré que
un 62% de agua disponible en el suelo disminuyé la conductancia
estomatica, sin efectos significativos sobre el funcionamiento del PSlI,
ni en el balance entre el quenching fotoquimico (qP) y quenching
no-fotoquimico (NPQ).

Por otra parte, Ranalli et al. (1997) evaluaron el efecto del estrés
hidrico en la temperatura de la canopia y en la emision de fluo-
rescencia de Clorofila a, en el cultivar Desireé y en cinco lineas
avanzadas de papas. Mientras en el tratamiento regado se mantuvo
a una tension de 50kPa a 15 cm de profundidad, en el tratamiento
de déficit hidrico se cubri6 el suelo con polietileno. Los resultados
mostraron que mientras Fv/Fm disminuyé con déficit hidrico, la
temperatura de la hoja incrementé. Sin embargo, observaron dife-
rencias en la fluorescencia de clorofila y en la temperatura entre
genotipos sometidos a déficit hidrico, sugiriendo que la respuesta
varia entre genotipos.

Tourneux et al. (2003) evaluaron el efecto del déficit hidrico en varios
cultivares de papa proveniente de los Andes de Bolivia en funcién
del déficit hidrico relativo de la hoja, potencial hidrico de la hoja
(RWD=100-contenido relativo de agua en la hoja), conductancia
estomatica y fluorescencia de la clorofila. Los resultados similares
al estudio anterior muestran que la respuesta varia entre genotipos.
Respecto a los parametros de fluorescencia de clorofila, Fv/Fm sélo
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se vi6 afectado cuando el RWD fue superior al 40%. Otro estudio
sugirio que Fv/Fm no se relacionaria directamente con el rendimien-
to de papas bajo condiciones de sequia (Schafleitner et al., 2007).
Estudios recientes en papas indican que algunos parametros de fluo-
rescencia de clorofilas pueden ser un indicador rapido para estudiar
la capacidad fotosintética bajo estrés hidrico (Anithakumari et al.,
2012). Basicamente las plantas de papas bajo condiciones 6ptimas
obtuvieron valores Fv/Fm cercanos a 0.8. Sin embargo, bajo sequia
este valor disminuyd, indicando pérdida de la funcién fotosintéti-
ca. Este dafo fue reversible, ya que al re-hidratar las plantas, estas
lograron recuperar los valores de Fv/Fm 6ptimos, sugiriendo que el
estrés hidrico en plantas de papa puede afectar el funcionamiento
del fotosistema (Anithakumari et al., 2012).

INIA Chile ha evaluado el efecto de tres tratamientos de estrés hi-
drico sobre ETR, ® PSlI, P, y Fv’//Fm’ en cuatro genotipos de papas
durante las Gltimas tres temporadas. Las plantas fueron sometidas
desde tuberizacion a tres niveles de disponibilidad hidrica a nivel
de suelo (100% de riego (control), 50% de riego y 25% de riego)
bajo condiciones controladas de invernadero. Los genotipos mas
susceptibles a déficit hidrico desde el punto de vista del rendimiento
por planta fueron los cultivares Patagonia y Yagana, ademas, todos
los cultivares disminuyeron significativamente la mayoria de los pa-
rametros de fluorescencia con estrés hidrico severo (25% de riego);
particularmente después de dos semanas de estrés. Los resultados
se muestran en la Figura 6.5.

En conclusion, es factible usar los parametros de fluorescencia de
clorofilas a en papas, con el fin de realizar un seguimiento frente a
estrés abidtico. El principal problema que tiene esta metodologia es
el elevado precio de equipos fluorémetros y la escasez de personal
capacitado para interpretar los datos que proporcionan.
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Figura 6.5. Emision de Fluorescencia de clorofila a en los cvs de papa
Desireé, Karu, Patagonia, y Yagana, a los 0, 7 y 14 dias bajo diferentes
tratamientos de déficit hidrico controlado. Donde, ETR (Tasa electrénica
de transporte); ®PSII (Eficiencia real del fotosistema I1); gP (Quenching
fotoquimico); Fv'/Fm’ (Eficiencia intrinseca del PSII). Este experimento
fue realizado en condiciones de invernadero (24+3°C) en INIA La
Platina durante dos temporadas. Los tratamientos de estrés hidrico
fueron 100% de riego (control), 50% de riego y 25% de riego,
donde el control equivale al 100% de reposicién
de la evapotranspiracion diaria.
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CAPIiTULO 7

RELACION SUELO-AGUA-PLANTA
Y EVALUACIONES DE ESTRES
HiDRICO EN PAPAS

Cristian Herndandez
Paulina Villagra
Alejandro Antinez

nivel mundial, mejorar la tolerancia a sequia y/o eficiencia en

el uso del agua en las nuevas variedades papas es un desafio

para muchos programas de mejoramiento genético, tanto pu-
blicos como privados. La fuerte competencia por el recurso hidrico
entre los distintos sectores de la economia, como la agricultura, la
mineria, el uso urbano e industrias, presionan cada vez mas hacia la
produccién de alimentos con menores volimenes de agua. La pro-
blematica se acentta al considerar los efectos del cambio climatico,
donde se estima que, para finales del siglo XXI, las precipitaciones
se reduciran en torno al 25% en primavera y 35% en el periodo es-
tival (IPCC, 2013; IPCC, 2015). Por lo tanto, el desafio no s6lo esta
enfocado a producir variedades mas eficientes en el uso del agua,
sino también en utilizar métodos de monitoreo del estado hidrico
de los cultivos que permitan disefiar estrategias de manejo de riego
(métodos de riego, tiempos y frecuencias de riego), 6ptimos por
cultivo, e incluso por variedad.

EFICIENCIA DEL USO DEL AGUA

Un concepto que cominmente se evalua en la basqueda de varie-
dades mas tolerantes a déficit hidrico, es la eficiencia del uso del
agua EUA o WUE (por su sigla en inglés, Water Use Efficiency). Exis-
ten varias definiciones segin las metas y necesidad de la hipétesis
planteada. En términos agronémicos, EUA se refiere a la cantidad
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de agua requerida para producir 1 kilogramo de materia seca de
producto (rendimiento). Sin embargo, EUA no siempre esta bien
correlacionado con rendimiento (Tuberosa, 2012). En papas, EUA
se ha reportado frecuentemente como el rendimiento de tubérculos
obtenido por unidad de agua consumida; ya sea, como agua aplica-
da en m?, o como unidad de agua transpirada (Doorenbos y Pruitt,
1977; Camargo et al., 2015). La papa requiere de 400 a 600 litros
de agua para producir 1 kilogramo de materia seca de tubérculos.
Varios estudios han evaluado la EUA en papas. Por ejemplo, en el
sur de Tlnez se reportaron valores entre 44.1 y 63.4 kg /ha/mm, y
entre 8 y 14 kg/m~ (Nagaz et al., 2007). En Iran, se reportaron valores
de EUA en papa entre 1.92 y 5.25 kg/m? (Rashidi y Gholami, 2008).
Mientras, un estudio mas reciente en papas, en la zona de Albacete
(Espafa), report6 valores de EUA entre 8.6 y 11.6 kg m= en el 2011
y entre 7.1y 8.4 kg m= in 2012, dependiendo de las tasas de riego
aplicada y de la temporada (Camargo et al., 2015). EUA también
puede ser referida como rendimiento en base a transpiracion (Tr)
(Eficiencia de Transpiraciéon, TE) o a evapotranspiracion (ET), a nivel
de hoja o de cultivo y en base a intercambio gaseoso. En la Tabla
7.1, se resumen algunas férmulas que integran estos conceptos.

Otro concepto que discute es el Efectivo Uso del Agua (EUW), el
cual esta asociado a la maxima captura de humedad del suelo para
transpiracion, también a la disminucion de la transpiracion no es-
tomatica y a pérdidas minimas de agua por evaporacién del suelo
(Blum 2009; Blum 2011), sugiriendo que el mejoramiento genético o
seleccion deberfa estar orientado a maximizar la captura de humedad
del suelo para transpiracion, porque la produccién de biomasa esta
ligada a transpiracion.

SEGUIMIENTO DEL ESTADO HIDRICO DEL SUELO-
PLANTA, Y EN ENSAYOS DE ESTRES HIDRICO EN PAPAS

En papas se han realizado varios estudios tendientes a evaluar la res-
puesta de distintos genotipos a déficit hidrico (DH) usando diferente
metodologia. En términos generales, existen diferentes tipos de ensa-
yos para estudios de respuesta a DH, dependiendo del tamafio del ex-

Boletin INIA, N2 331 @



Estrés Hidrico y Térmico en Papas, Avances y Protoco

#00¢ ‘oudeyosnqe]
pue uowo|os

£00¢ ‘[e 1@ [1D

#00¢ ‘oudeyosnqe]
pue uowo|os

¥00¢ /e 19 Uopuo)

BIOU3.19J9Y

(zw o eyue|d)

(O°H’3)

(O°H |ow) s3)

ANQV = (vNI3) 3Ll 11

(epedidsuel) endy)

(ep1onpold esewold) - L

(sw) epedijde endy)

(83) 239G “1e epionpoid esewolg) = 0)3NM (D) INM

einwioy  s9|3uj edis

‘oAlnd o ‘ejue|d ‘efoy ap [aAIu e ende |9p osn | ud
BIDUDIDIJD B| 9P UQIDBWIISS B| B SEPERIDOSE SB|NWLIOS “L*Z e|qel

OAI}IND |2 U
us enge |9p oSN

engde [ap osn |9 ua
BD3SULIIUL BIOUSIDNT

uoioelidsuen
9p eIdUSIDI]

OAI}|ND |9p ende [ap
0sn ua eloUaIdY]

Boletin INIA, N° 331

88



Estrés Hidrico y Térmico en Papas, Avances y Protocolos

perimento, condiciones climaticas e hipétesis de trabajo. Los métodos
mas usados segtin Fernandez (2010), son: (a) ensayos de campo en
sitios con distintos regimenes de precipitaciones y/o balance hidrico
en variadas condiciones de a textura o profundidad de suelo; (b)
Parcelas experimentales regadas versus no regadas; (c) Exclusion total
de lluvia por cubierta permanente versus precipitaciones normales;
(d) Exclusion parcial de lluvia por cubiertas que evitan la llegada de
una proporcion del agua al suelo; (e) Exclusion de lluvia por cubierta
corrediza, ya sea manual o automatica (rain-out-shelter); (f) Ensayos
en invernadero con control ambiental y/o en camaras de crecimiento
con iluminacioén natural o artificial; (g) Ensayos en medios de cultivo
hidropdnicos o con soluciones de distinto potencial osmético.

Una vez determinado el tipo de experimento que se realizara, es
necesario definir en qué etapa de desarrollo del cultivo se aplicara
(ctando) los tratamientos de estrés hidrico, qué nivel de estrés hi-
drico se aplicara (ctianto), como se controlara la cantidad de agua
a aplicar, como se seguira la disponibilidad de agua en el cultivo y
el estado hidrico de la planta durante el ensayo. En relacién con el
momento para aplicar los tratamientos de déficit hidrico en papas, es
importante considerar que la papa cultivada es sensible a la sequia
particularmente durante el periodo de tuberizacién y del llenado de
tubérculos (ver capitulo 2). Esta es la razén por lo cual la mayoria
de los tratamientos de déficit hidrico en papas, se aplican a partir
de tuberizacion. Restricciones en la disponibilidad hidrica en estas
etapas, se expresa en pérdidas significativas en los rendimientos y
también en la calidad de los tubérculos (Weisz et al., 1994; Dalla
Costa et al., 1997; Mane et al., 2008). Sin embargo, la magnitud de
su efecto en los procesos fisiolégicos y su consecuente impacto en
los componentes del rendimiento depende ademas de la duraciéon
y severidad del estrés hidrico (Jeffery, 1995).

A continuacion, se resumen en la Tabla 7.2 algunos instrumentos de

monitoreo, utilizados en el seguimiento del contenido de agua en
suelo y en ensayos de respuesta a estrés hidrico en papa.
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EL CULTIVO DE PAPA RESPONDE DIFERENCIALMENTE
A ESTRES HIDRICO, DEPENDIENDO DEL CULTIVAR,
MOMENTO E INTENSIDAD DEL ESTRES HIDRICO

La papa es un cultivo que tiene requerimientos de agua relativamente
altos. Mientras en Espafa se han estimado requerimientos cercanos
a los 6500m* de agua/ha, en el CIP se ha estimado que un cultivar
de papa de 120 a 150 dias consume entre 500 y 700 mm de agua,
dependiendo de las condiciones climéaticas. En Chile y en la zona de
la Araucania se ha estimado requerimientos entre 450 y 550mm de
agua (Fabeiro et al., 2001; FAO, 2003; Mendez y Inostroza, 2009).

A continuacion, se detalla algunos estudios de estrés hidrico publicados
en papas. Martinez y Moreno (1992), evaluaron la respuesta fisiologica
de dos cultivares de papa, Yungay y Revolucion, (Solanum tuberosum
L. subsp. tuberosum x Solanum tuberosum L. subsp. andigena) a déficit
hidrico en La Molina (Pert). El ensayo se realiz6, en un clima semia-
rido con precipitaciones de 20mm/afio (12°05’Lat. S.; 78°57’Long
W.; 230 m.s.n.m), la temperatura promedio fluctué entre 15y 16°C,
y la humedad relativa estuvo entre 80 y 82%. El ensayo se realizé en
un suelo franco-arenoso, bajo un sistema de riego por exudacién en
[ineas (Line-source irrigation system). Desde la siembra hasta 60 dias
post-plantacion, la zona de raices fue mantenida cercana a capacidad
de campo (-0.03MPa) y sé6lo para el tratamiento de déficit hidrico
(DH), el riego fue suspendido durante 10 dias (-0.7MPa) a partir de
plena tuberizacion. El estado hidrico del suelo se monitore6 mediante
psicrometria de termocuplas, utilizando una camara de muestras mo-
delo C-52, acoplados a un microvoltimetro modelo HR-33T (Wescor
Inc. Logan, Utah, USA). Mientras las plantas control, mantuvieron el
potencial hidrico de la hoja casi constante, entre -0.5 y -0.6MPa; las
plantas bajo DH llegaron a valores de hasta -2.0 MPa en el cv Yungay.
Yungay presentdé una mejor respuesta a DH, en términos de ajuste
estomatico, capacidad fotosintética, y acumulaciéon de prolina en las
hojas. Este estudio sugirié que la variedad Yungay se recuperdé mas
rapido que Revolucion luego de 10 dias bajo DH. Consecuentemente,
Yungay mostré mayor area foliar, y peso seco de tubérculo bajo estrés,
con valores de 84.6 g. peso seco/tubérculo, mientras en Revolucion
fue significatimente inferior 42.3 g. peso seco/tubérculo.
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Otro estudio en el cultivar Desireé, evalué la respuesta a DH y sali-
nidad en un suelo arcilloso al norte de Negev, Israel (Heuer y Nadler,
1995). El tratamiento control, consisti6é en dos riegos por semana en
funcion de la evapotranspiracion de bandeja clase A (5.0 a 8.3 mm/
dia) y el coeficiente de cultivo (0,6 a 1 seglin la cobertura del suelo
por la canopia). El tratamiento de DH, consistié en aplicar el 60%
de la cantidad de agua aplicada al tratamiento control a través de
todo el periodo de crecimiento del cultivo. Mientras, el contenido
de agua en el suelo se monitore6 con sondas de neutrones a 100
cm de profundidad, el potencial matrico del suelo se evalu6é con
tensiometros instalados a 25, 45y 75 cm de profundidad. El conte-
nido de agua del suelo en el tratamiento control, fluctué entre 24 y
35% (0), y en el tratamiento con DH alcanzé el 10%. El potencial
matrico del suelo alcanzé los -0.095 MPa., a 25 cm profundidad.
Las plantas sometidas a DH, mostraron menor crecimiento en altu-
ra, menor tamafo de hojas y menor area foliar. Contrariamente, el
rendimiento de tubérculos y el porcentaje de materia seca de hojas
y tallos no fueron afectados por el tratamiento de DH aplicado. Si,
el contenido de materia seca de los tubérculos fue significativamente
mas alto en DH, sugiriendo un mejor uso del agua debido al indice
de cosecha. Sin embargo, un valor de potencial matrico de suelo
de -0.095 MPa., en el tratamiento de DH aplicado, no implica que
las plantas estuvieron bajo estrés por sequia. En previos estudios y
los siguientes, las plantas mostraron pérdidas significativas en los
rendimientos cuando el potencial matrico de suelo, fue inferior a
-0.5MPa.

Deblonde y Ledent (2001), evaluaron la respuesta de seis genoti-
pos de papa a distintos tratamientos de disponibilidad hidrica en
condiciones de campo en Nodebais (Belgium), durante dos afos.
Se evaluaron dos cultivares tempranos (Eersteling, sensible y Jaerla,
tolerante), dos cultivares de precocidad media (Krostar Eersteling,
sensible, Claustar, intermedio, y Bintje, tolerante) y dos cultivares
semitardios (Nicola y Desireé, ambos tolerantes). La plantacién se
realiz6 en el mes de abril, y las precipitaciones alcanzaron los 85
mm (1995) y 57 mm (1996). Se evaluaron tres tratamientos: control
(Iluvia + riego), secano (s6lo lluvia) y sequia (el suelo fue protegido
con plastico). Los valores del potencial hidrico del suelo, alcanzaron
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-0,3MPa (1995) y -0,5 MPa (1996) a 20 y 40 cm de profundidad
(no se menciona con que instrumento se monitored). Los resultados
mostraron que los cultivares tempranos, en general, tuvieron menor
crecimiento en altura que los cultivares tardios. El tratamiento-sequia,
redujo significativamente la altura del tallo en comparacién con el
tratamiento-control, no asi con el tratamiento- secano. Ademas, el
tratamiento-sequia redujo significativamente el nimero de hojas ver-
des en dos fechas (108 y 124 dias después de la siembra), resultados
similares se observaron en el tratamiento- secano (124 dias después
de la siembra). En la primera temporada, se observaron diferencias
en el nimero de tubérculos y en la segunda temporada en el peso
seco promedio de tubérculo. En general, concluyeron que el nimero
de hojas verdes, altura de tallos y tamafio de la hoja, respondieron a
DH. Sin embargo, sélo la altura de tallo mostré diferencias cuando
la planta experimento el déficit hidrico temprano en la temporada,
sugiriendo que relacion entre altura de tallo y peso seco de tubérculo
(s/r), podria ser un indicador interesante a considerar para discriminar
entre cultivares tolerantes y sensibles. El estudio concluye, que es
necesario profundizar en el estudio de la precocidad de cultivares y
su respuesta a déficit hidrico, sugiriendo que los cultivares de ciclo
mas corto (precoces) escaparian a periodos de sequia tardios.

Lahlou et al. (2003), sometieron cuatro cultivares de papa (Remarka,
Desireé, Nicola y Monalisa) a DH, en campo (1998) y en inverna-
dero (1998 y 1999). En campo, los ensayos se realizaron en Incourt
(Belgica) en el mes de mayo; en el tratamiento control se aplico
100% de riego por aspersion en funcién de la demanda del cultivo
y en el tratamiento de DH se suspendi6 el riego completamente. En
invernadero, los ensayos se realizaron en macetas de 40 cm de dia-
metro y 30 cm de alto, regulando la temperatura a valores similares
a los registrados en el exterior. El tratamiento control, consisti6 en
mantener potencial del suelo sobre -0,3 MPa, y el tratamiento DH
fue regado sé6lo cuando el potencial de agua del suelo fue inferior
-0,8 MPa, aplicando un 50% de la cantidad de agua aplicada al
tratamiento control. El potencial de agua en el suelo tanto en cam-
po como en invernadero fue monitoreado por tensiémetros a dos
profundidades (25cm y 45cm), llegando a valores de -0.9MPa bajo
sequia prolongada. El potencial hidrico de la hoja, alcanzé -1.4MPa
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en algunos cultivares sometidos a DH en campo y hasta -2.0MPa
en invernadero. El DH redujo los rendimientos entre un 11 % y un
44% en condiciones de campo, y entre un 40 % y 53% en inver-
nadero. También disminuy6 la materia seca de las hojas en ambas
condiciones. Mientras, el nimero de tubérculos se redujo sélo en
los cultivares precoces, el indice de area foliar y la duracion del area
foliar fueron méas afectadas que en los cultivares tardios.

Liu et al., (2005), evaluaron la respuesta a DH del cv. Folva en
condiciones de invernadero durante dos estados de desarrollo, a
inicio de tuberizacion y durante el llenado de tubérculos. En este
experimento, las plantas fueron establecidas en macetas (15 cm
diametro y 50 cm de alto) y mantenidas a una temperatura de 20°C
dia/14°noche + 2°C, humedad relativa de 60%, fotoperiodo de 15h
con una PAR de 600 pmol m2s™'. Para los tratamientos hidricos, las
macetas fueron primero regadas y se les permitié drenar libremente
hasta alcanzar peso constante (100% capacidad de retencioén). Des-
pués de emergencia, todas las plantas fueron regadas diariamente al
95%. El tratamiento de DH consistié en aplicar el 50% del volumen
aplicado al tratamiento control. En ambas etapas, el contenido re-
lativo de agua, el potencial hidrico de la raiz y el potencial hidrico
de la hoja fueron significativamente afectados con DH, llegando a
valores de -0,8MPa para la raiz y entre -0.9 a-1,1 MPa para la hoja.
La conductancia estoméatica disminuy6 tempranamente, y coincidié
con la disminucioén del potencial hidrico de la raiz y el aumento de
la concentraciéon de acido abscisico (ABA) en la xilema. Mientras,
la asimilacion de CO, disminuy6 significativamente, dos dias mas
tarde que la conductancia estomatica. La conductancia estomatica
fue linealmente correlacionada con la concentracién de ABA en el
xilema mostrando potenciales de -0,3 MPa. La eficiencia intrinsica
del uso de agua (asimilaciéon/conductancia estomatica), aumenté
linealmente con la disminucién de la conductancia estomética hasta
0,2 mol m2 s'. Por debajo de este punto, se redujo drasticamente.

Liu et al. (2006), evaluaron la respuesta fisiolégica del cv Folva a se-
quia parcial de raices PRD (por su sigla en inglés, Partial Root-Zone
Drying). Se realizaron dos ensayos, uno en macetas en condiciones
de invernadero y otro en campo en el sur de Jutland, Dinamarca (Lat.
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54°9°N, long. 9° 137E) bajo una cubierta corrediza (rain-out-shelter).
En invernadero, las plantas fueron regadas diariamente, mojando todo
el sistema radicular (control) y la mitad del sistema radicular durante
nueve dias (PRD). El ensayo se realizé en macetas de 47,5 cm de alto
y suelo arenoso. La temperatura del invernadero fue 20°C dia/14+2°
noche, fotoperiodo de 15h diay PAR de 500 pmol ms' PAR. El conte-
nido de agua en el suelo (8) fluctu6 entre 17.5% a maxima capacidad de
retencion de la maceta y 4% a punto de marchitez permanente(PMP).
Los ensayos de campo se realizaron en 2005, las plantas fueron rega-
das a través de riego por goteo mojando todo el sistema radicular a
capacidad de campo (control) y regando en un 70% cada 5-10 dias a
un sélo lado de la hilera de plantacién (PRD). El contenido de agua en
el suelo (0), fue monitoreado con sondas TDR (TRASE, Soil Moisture
Equipment Corp., USA), fluctué entre 16.1% y 6,3%. Mientras, no se
observaron diferencias significativas en el potencial hidrico de la hoja
para ambos tratamientos en invernadero (-0.4 a -0.6MPa), si se obser-
varon diferencias significativas en campo (-0.4 a -1MPa). También, en
campo, la produccién de tubérculos por planta fue de 231,94 g. por
planta en el control y de 257,87 g. por planta en PDR. La eficiencia del
uso de agua (WUE) increment6 en 59%; donde WUE, fue calculado
en funcién del incremento en la biomasa de tubérculos y el uso del
agua de la planta (esta Gltima, calculada en funcién de cantidad de
agua aplicada y 0) durante todo el experimento. Similares resultados
fueron validados mas tarde por el mismo grupo de trabajo. El ensayo
se realiz6 en condiciones de campo bajo cubierta corrediza (rain-out-
shelter). En el tratamiento control se repuso el 100% de la evaporacion
del cultivo y en el tratamiento PRD se reg6 cada 5-10 dias a un lado
de la hilera de plantacién, reponiendo el 43 y 70% segtin temporada.
Shahnazari et al. (2007) mostraron también en el cv Folva, que PRD
permitié ahorrar el 30% del agua de riego, mantener la produccién y
mejorar la eficiencia del uso del agua en 61%. Esta metodologia, PRD
no esta validada y no existe consenso al respecto.

Knipp y Honermeier (2006), estudiaron el comportamiento de siete
[ineas transgénicas (SST/FFT), del cv. Desireé, a través de ensayos en
maceta en condiciones de invernadero. El tratamiento de DH con-
sisti6 en aplicar entre 10 a 25% menos de riego que el tratamiento
control. La respuesta a DH se evalu6 en funciéon del contenido de
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prolina, potencial hidrico de la hoja, contenido relativo de agua.
Mientras en el tratamiento control el potencial hidrico foliar alcanzé
-0,45 MPa, bajo DH alcanz6 -0,53 MPa. Ademas, en todas las lineas
evaluadas bajo DH se observé un aumento en el contenido prolina
a nivel foliar. Este estudio mostré una interesante asociacion entre el
contenido de prolina en hoja, el potencial hidrico foliar y contenido
relativo de agua; sugiriendo que, en papas la prolina cumpliria un
rol en la osmo-regulacion bajo condiciones de déficit hidrico.

Para ensayos en macetas bajo ambiente controlado, ademas de de-
terminar como se controlara la cantidad y disponibilidad de agua du-
rante los tratamientos de déficit hidrico. Existen otras consideraciones
muy relevantes, seglin Fernandez (2010): una decisién substancial
es el tipo de sustrato y el volumen del recipiente a utilizar. Respecto
al substrato es necesario asegurar un buen drenaje, en términos de
porosidad, y de la textura del suelo. En relacién al volumen de la
maceta a usar, este dependera de varios factores, cuanto mas grandes
sean, a igualdad de duracién del experimento, menores seran los
problemas desde el punto de vista del desarrollo radicular. Por otra
parte, las macetas de menor tamafo, ahorra espacio y son utiles
cuando éste es una limitante. Por ejemplo, macetas pequefas en
un invernadero o en camaras de crecimiento, permiten un mayor
nimero de repeticiones, pero se debe tener en consideracion que
las macetas pequefas aceleran la exposicion a sequia.

El INIA Chile, durante los Gltimos afos ha evaluado la respuesta
a déficit hidrico de diferentes genotipos de papas tanto en campo
(Capitulo 8) como en invernadero. Bajo condiciones controladas
de invernadero, se evalGan los genotipos mas contrastantes en su
respuesta a sequia, e identificados en campo durante la temporada
anterior. En estos experimentos controlados, se han remplazado las
tradicionales macetas con tubos PVC de 50 cm de alto y 250 mm
de diametro, considerando que en papas el 87 y 96% de las raices
se concentra en los primeros 30 cm de profundidad de suelo, y a
fin de asegurar el crecimiento adecuado de los tubérculos y la ca-
racterizacion radicular. Basicamente, se evalud el efecto del déficit
hidrico controlado sobre la respuesta fisiologica y los componentes
de rendimiento en cuatro cultivares de papas. Los tratamientos
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fueron 100% de riego (control), 50% de riego y 25% de riego du-
rante dos temporadas, donde el tratamiento control correspondi6 al
100% de reposicion de la evapotranspiracion diaria en funciéon del
método gravimétrico. En la Figura 7.1, basicamente se muestra el
seguimiento del estado hidrico del suelo y de la planta a través del
contenido volumétrico de agua en el substrato (0) segln registros

Figura 7.1. Seguimiento del estado hidrico del suelo y de la planta en
los cvs Desireé, KarG, Patagonia y Yagana sometidos a déficit hidrico
controlado durante 28 dias a partir de tuberizacion. Los tratamientos
fueron realizados en invernadero (24+3°C) en INIA-Chile; 100% de
riego (control), 50% de riego y 25% de riego durante dos temporadas,
donde el tratamiento control correspondié al 100% de reposicién de
la evapotranspiracion diaria: (A) Plantas de papas creciendo en tubos

de PVC (250 mm x 500 mm). (B) Potencial hidrico de la hoja a

medio dia seglin cdmara de presién Scholander a los 28 dias.

(C) Evolucion del contenido volumétrico promedio de agua
en el substrato (0) segln registro de sondas de FDR
(EC-5) durante los 28 dias.
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periddicos de sondas de FDR (EC-5) conectadas a un Data Logger
Em50 Digital (Decagon Devices, Inc., Pullman, WA) y a través del
potencial hidrico de la hoja a medio dia con la cAmara de presién
Scholander (PMS instrument, Corvallis, OR.).

El tratamiento de DHC (25% de riego), mostré una baja significativa
en el contenido de agua del suelo (6), con valores inferiores al 10%,
También, se observé una baja significativa en potencial hidrico de
la hoja, con valores inferiores a -1.1 MPa. Los cuales mostraron alta
asociacion (ver Tabla 7.3) con las bajas en los rendimientos mostrado
en la Figura 2.2 del capitulo 2. El rendimiento disminuy6 entre un
10% y 60%, en los cvs Desireé, Karu, Patagonia y Yagana luego de
ser sometidos a DHC durante 28 dias, siendo Karu el menos afectado
y Yagana el més afectado.

Tabla 7.3. Matriz de coeficientes de correlacion entre los parametros
evaluados durante 28 dias bajo DHC, para cuatro cvs de papa
(Desireé, Kart, Patagonia y Yagana). Los tratamientos de DHC
fueron 100% de riego (control), 50% de riego y 25% de riego
durante dos temporadas, el control correspondié al 100% de
reposicion de la evapotranspiracion diaria. El ensayo se realizé

en macetas bajo invernadero (24+3°C) en INIA-Chile.

Potencial Rendimiento- Biomasa-
hidrico-hoja  planta Canopia
(C)] 1,00%*
Potencial 0,87* 1,00*
hidrico-hoja
Rendimiento- 0,77* 0,93* 1,00
planta
Biomasa- 0,59* 0,40 0,24 1,00
Canopia

(0) = contenido volumétrico promedio de agua en el substrato. * p<0.05
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En conclusion, el estudio de a déficit hidrico en papa es aln incipien-
te y esta limitado a pocos cultivares. En conjunto con determinar la
respuesta a estrés hidrico en diferentes cultivares y zonas geograficas
es necesario profundizar en tiempos de riego y su respuesta tanto
en rendimiento como en calidad.
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productividad de los sistemas agricolas y, por lo tanto, se han

realizado considerables esfuerzos a través del mejoramiento
genético para incrementar el rendimiento de diversos cultivos en
condiciones de estrés hidrico, consecuencia de la sequia (Cattivelli
et al., 2008). Como ha sido expuesto en los capitulos anteriores,
el cultivo de papa es particularmente sensible al estrés por sequia,
debido en gran parte, al pobre desarrollo del sistema de raices que
presenta la papa (lwama, 2008). En consecuencia, la bisqueda de
genotipos de papa tolerantes a sequia esta entre los principales
objetivos de los programas de mejoramiento genético alrededor
del mundo (Spitters y Schapendonk, 1990). Lo anterior no sélo es
impulsado por el imperativo de incrementar los rendimientos, sino
que también por la necesidad de hacer el cultivo mas sustentable,
a través del incremento en la captura y en la eficiencia del uso del
agua, en términos del rendimiento de tubérculos obtenido por uni-
dad de agua consumida (ver capitulo 7). Si bien ha habido mejoras,
tanto en los rendimientos de los cultivos como en el entendimiento
de las procesos fisiolégicos y moleculares involucrados en la res-
puesta frente al estrés por déficit hidrico, alin existe una gran brecha
entre los rendimientos alcanzados en condiciones 6ptimas y de
estrés hidrico (Cativelli et al., 2008). En este sentido, la seleccién
de genotipos de papa en condiciones de riego y secano permiten
una identificacion mas confiable de genotipos tolerantes al estrés
por sequia (Mitra, 2001).
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INDICES DE SELECCION
DE TOLERANCIA A SEQUIA

En esta linea se han desarrollado una serie de indices de Seleccién
(Tabla 8.1) basados en relaciones matematicas entre los rendimientos
alcanzados en condiciones de riego y secano para diferentes culti-
vos (Fischer y Maurer, 1978; Rosielle y Hamblin, 1981; Fernandez,
1992). Ejemplos de la aplicacién de estos Indices de Seleccién se
pueden encontrar en distintos cultivos, entre los cuales se incluye
remolacha (Sadeghian et al., 2000), trigo duro (Talebi et al., 2009),
porotos (Habibi, 2011), sorgo (Singh et al., 2011), maiz (Mhike et
al., 2012), cebada (Khokhar et al., 2012), trigo panadero (Drikvand
et al., 2012) y papa (de Souza Lambert et al., 2006; Cabello et al.,
2013). Estos indices de seleccién buscan evaluar una gran canti-

Tabla 8.1. indices de seleccién comdnmente utilizados en estudios para
discriminar genotipos tolerantes al déficit hidrico en distintos cultivos.

’ Sigla
Indices en Inglés Férmula’ Fuente
indice de TOL TOL=Yp-Ys Rosielle y
tolerancia Hamblin (1981)
Productividad MP MP = (Yp + Ys) Rosielle y
media aritmética 7 Hamblin (1981)
indice de |- = Fischery
susceptibilidad SSJ = Yp Maurer (1978)
al estrés ;X8

Xp
indice tolerancia STI ST] = (Yp) (Ys) Fernandez (1992)
al estrés T (Xp)
Productividad GMP GMP =\/(Yp Ys) Fernandez (1992)

media geométrica

Yp y Ys: rendimiento de cada genotipo en condiciones de riego y sequia
(secano), respectivamente.

Xp y Xs : rendimiento promedio de todos los genotipos en condiciones de
riego y sequia (secano), respectivamente.
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dad de genotipos en dos condiciones, riego y secano, con el fin
de seleccionar aquellos que logren buenos rendimientos tanto en
condiciones 6ptima de riego (sin restricciones hidricas) como en
condiciones de secano (con déficit hidrico). Un buen indice de se-
leccion deberia identificar aquellos genotipos capaces de alcanzar
altos rendimientos en ambas condiciones de disponibilidad hidrica.
Por otra parte, el ambiente ideal para realizar este tipo de ensayos y
aplicar estos Iindices de Seleccion, son aquellos lugares donde exista
poca precipitacion o con sequia estival para el cultivo de papas.

RELACION ENTRE EL RENDIMIENTO POR
PLANTA Y LOS INDICES DE SELECCION
MP, GMP Y STI EN PAPAS

En un reciente estudio en Pert, en el cual se evalué un amplio nu-
mero (n = 918) de genotipos de papa, se establecié que los mejores
indices de seleccion, para identificar genotipos con alto rendimiento
potencial y alto rendimiento bajo estrés hidrico, fueron los indices
MP, GMP y STI (Cabello et al., 2013). Similarmente, investigaciones
desarrolladas en INIA Chile en ambientes de bajo y alto potencial de
rendimiento (Santiago y Osorno, respectivamente), mostraron que el
rendimiento bajo estrés hidrico se relacioné significativamente con
los indices de seleccion MP, GMP y STI (Figura 8.1).

Respecto a la validacién de lo Indices de Selecciéon de Tolerancia
a estrés en INIA Chile, cada temporada se evalGan a lo menos 30
genotipos de papas, bajo riego normal y bajo estrés hidrico tanto
en la zona central (regiéon Metropolitana) como en el sur de Chile
(Osorno), En INIA-La Platina, se compararon los rendimientos bajo
riego (Yp) con 100% de reposiciond de la evapotranspiracion (ET )
versus los rendimientos bajo restricciones hidricas (Ys) con s6lo un
25 % del riego. En INIA-Remehue, se compararon los rendimientos
bajo riego (Yp) con 100% de reposicion ET versus los rendimientos
obtenidos bajo secano sin riego (Ys). Cada temporada se determina el
rendimiento (Yld), nimero y peso de tubérculos por planta e indices
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Figura 8.1. Relacién entre el rendimiento por planta y los indices
de seleccion MP, GMP y STl en 33 genotipos de papa cultivados
en dos temporadas (simbolos verdes y amarillos) en Santiago (INIA
La Platina, columna izquierda) y Osorno (INIA Remehue,
columna derecha) en condiciones de riego y secano.

de seleccion de tolerancia a sequia. Estos “indices de seleccion”,
tolerancia (TOL), productividad media (MP), indice de susceptibili-
dad a estrés (DSI), productividad-media-geométrica (PMG), indice
de tolerancia al estrés (STI) y productividad-media-armoénica (HMP)
relacionan rendimiento bajo riego (Yr) vs rendimiento bajo sequia
(Ys).
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En INIA-La Platina la temporada fue seca y calurosa, sin precipita-
ciones acumuladas durante el periodo de desarrollo del cultivo, por
lo tanto, los genotipos fueron sometido a alto grado de estrés. En
INIA-Remehue la temporada de cultivo registr6 una precipitacion
total acumulada de 279 mm desde octubre a marzo. Sin embargo,
durante los meses de pleno llenado de tubérculos (enero a febrero
del 2012) se registraron precipitaciones desuniformes, con estrés
hidrico moderado (Tabla 8.2). Los resultados de esta temporada
(Figura 8.1) mostraron que el rendimiento bajo estrés hidrico en 30
genotipos de papa se relacion6 significativamente con los indices
de seleccion MP, GMP y STI.

Estos resultados, sugieren que estos indices podrian ser utilizados en
programas de mejoramiento genético para la seleccion de genotipos
eficientes en el uso de agua tanto en condiciones de alto potencial
de rendimiento como en condiciones de estrés hidrico. Por ejemplo,
en la Figura 8.2, donde se muestra la relacion entre el rendimiento
bajo estrés por sequia y el indice GMP, se identificaron los geno-
tipos (en azul) con alto indice y alto rendimiento. Estos genotipos
corresponden actualmente a lineas avanzadas del programa de
mejoramiento genético de INIA Chile y que podrian llegar a ser, en
un futuro cercano, variedades tolerantes al estrés por sequia.

Figura 8.2. Relacion entre el rendimiento por planta
y el indice GMP en 33 genotipos de papa cultivados
en Osorno (INIA Remehue) en condiciones de riego y
secano. En negro se muestran genotipos con toleran-
cia a sequia, mientras que en rojo se presentan
genotipos susceptibles a este estrés.
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En conclusion, en programas de mejoramiento genético de papa u
otros cultivos, en los cuales cada ano se evalGa un alto niGmero de
genotipos, la utilizacion de indices de seleccion que permitan discri-
minar genotipos con buenos rendimientos tanto en presencia como
ausencia de estrés por sequia son de gran valor en la bldsqueda de
genotipos tolerantes al estrés por sequia. En el cultivo de papa, los
indices MP, GMP y STI son buenos candidatos para ser utilizados
en mejoramiento genético, ya que tanto en Pert como en Chile han
permitido discriminar genotipos segln sus respuestas en rendimiento
al estrés por sequia.
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CAPITULO 9

MITIGANDO LOS EFECTOS
DE LA SEQUIA EN PAPA:
ALGUNOS ALCANCES Y RETOS
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Philippe Monneveux
Roberto Quiroz

causada por precipitacion insuficiente o técnicas de riego in-

adecuadas (Thiele et al., 2010). Se predice un impacto creciente
de la sequia sobre la produccién de papa en los afios que vienen
debido al cambio climatico y a la extensién del cultivo en zonas
afectadas por déficit hidrico (Monneveux et al., 2013). Es factible
una mitigacion de los efectos de la sequia no solo a través de un
mejoramiento genético de la tolerancia a la sequia, sino también
mediante un monitoreo mas preciso de riego para ahorrar el agua
disponible sin afectar significativamente el rendimiento. En los dos
casos, se requiere un conocimiento adecuado de la fisiologia de
la planta, en particular de su respuesta a diferentes escenarios de
sequia, definidos como combinacién de su momento de ocurrencia,
duracion e intensidad. Otro aspecto importante es la identificacion de
los rasgos fenolégicos, morfolégicos o fisiolégicos que, debido a su
asociacion con el rendimiento, pueden ser utilizados como criterios
indirectos de seleccion o como indicadores para un monitoreo racio-
nal del riego. Estos aspectos son revisados en el siguiente capitulo.

EI cultivo de papa sufre regularmente de deficiencia de agua

ESCENARIOS DE SEQUIA E IMPACTO
SOBRE EL RENDIMIENTO

Los efectos de la sequia en cultivos dependen de tres factores:
momento de ocurrencia, duracién e intensidad del estrés (Jefferies,
1995). Las caracteristicas del suelo pueden inferir, a su vez en la
duracioén e intensidad del estrés (Chenu et al., 2011; Heinemann et
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al., 2008). El escenario de sequia, que se define por la combina-
cion de esos tres factores, constituye la base en la categorizacion
de ambientes restringidos por agua en los planes de mejoramiento
e introduccién de genotipos. El efecto del momento de ocurrencia
de la sequia para un cultivo depende de “fases fenolégicas claves”,
definidas como periodos de desarrollo durante los cuales un estrés
de una determinada intensidad causa un mayor impacto sobre algin
componente del rendimiento. En el caso de la papa, se pueden de-
finir tres fases fenolodgicas claves en el ciclo de desarrollo (Streck et
al., 2007): i) fase temprana, desde la emergencia (E) hasta el inicio
de tuberizacion (IT), ii) fase intermedia o de tuberizacion, desde el
IT hasta el momento de maxima cobertura vegetal (CC__ ) la cual es
distinguida por algunos autores como el inicio de senescencia (Yin,
2013), y iii) fase tardia o de senescencia, desde CC__ hasta la cose-
cha. La definicién de escenarios de sequia basados en el momento de
ocurrencia de restriccion hidrica en relacion con las fases fenolégicas
claves, requiere una determinacion apropiada del inicio de cada
fase. Al respecto, el tiempo termal acumulado o temperatura diaria
sobre un umbral (°C dias, Wang, 1960) representa una herramienta
Gatil para la definicion de fases fenolégicas, tanto en papa (Jefferies
y Mackerron, 1987; Streck et al., 2007) como en camote (Villordon
et al., 2009a, 2009b, 2013). Tardieu (2013) sugiere que el tiempo
termal, bajo algunas condiciones, permite extrapolar la respuesta
del crecimiento de la planta en invernadero a las condiciones del
campo. Esta utilizacion particular del tiempo termal acumulado ha
dado buenos resultados en camote (Villordon et al., 2009b), y puede
ser un buen punto de partida para la prediccién de estadios claves
en ensayos de campo en papa (Ramirez et al., 2013).

La combinacién de la intensidad de sequia, duracién y fase feno-
l6gica de ocurrencia puede servir de marco para la definicion de
escenarios de sequia para la papa (Figura 9.1). Asi, en este cultivo
ha sido demostrado que la sequia severa en la fase temprana causa
importantes reducciones en nimero de tubérculos (Mackerron y
Jefferies, 1986) y rendimiento final (Deblonde et al., 1999). En un
experimento en el que se combinaron dos momentos de sequia
(tempranay tardia, luego del IT y a un mes del IT respectivamente) y
cuatro intensidades, en una zona arida al sur de Per, se obtuvo una
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Figura 9.1. A). Repercusién en el rendimiento de acuerdo a diferentes
escenarios de sequia definidos por el momento de ocurrencia de la
sequia con diversas intensidades (sequia leve, moderada e intensa)
en algunas fases fenoldgicas clave. Los cuadros en color amarillo,
naranja y café, representan una reduccién en el rendimiento baja,

media y alta (<20%, 20-70% y >70% respectivamente).

B). Porcentaje medio del rendimiento de tubérculos respecto
al control de seis tratamientos combinando diferentes escenarios
de sequia definidas por la intensidad de sequia/momento de ocu-

rrencia en un ensayo llevado a cabo en una zona érida al sur
de Pert (Arequipa; 16°29.6” S, 72°05.7’0O, 1292 m.s.n.m.).
Los tratamientos de intensidades de sequia fueron establecidos
por porcentaje del contenido volumétrico agua en el suelo:
20%, 13%, 10% vy sin riego (control, estrés bajo, medio y
severo respectivamente); mientras que los momentos de
ocurrencia de estrés fueron establecidos luego del inicio
de tuberizacién (IT) y a un mes del IT
(estrés Temprano y Tardio).
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reduccion de rendimiento de tubérculo respecto al control (23.5 +
4.0 t ha') con el siguiente patrén descendente (Figura 9.1): Severo/
Temprano (95.2% de reduccion) > Severo/Tardio * Moderado/Tardio
~ Moderado/Temprano (entre 73.7 y 79.7% de reduccién) > Bajo/
Temprano (55.4% de reduccion) > Bajo/Tardio (35.1% de reduccion).
Coherente con el modelo presentado en Figura 9.1, la sequia severa
y temprana llevo a la mayor penalizacién en el rendimiento, mientras
que la sequia de intensidad baja y tardia coincidié con la menor pér-
dida de rendimiento (Figura 9.1). Cabe resaltar que algunos autores
han enfatizado que un estrés leve en las fases iniciales de desarrollo
puede llevar a una aclimataciéon (Rowland et al., 2012) causando
una reduccion no significativa en el rendimiento final y permitiendo
una mejor respuesta a posteriores eventos de restriccion hidrica.

MONITOREO DE RASGOS DE
LA PLANTA BAJO SEQUIA

Algunos rasgos fenolégicos, morfolégicos vy fisiolégicos de la plan-
ta, que muestran una asociaciéon con el rendimiento, representan
potenciales criterios de seleccion indirecta bajo restriccion hidrica.
No obstante, el éxito en la eleccion de dichos rasgos depende del
tipo de escenario de sequia operante. Asi, segin Tardieu (2012), la
eficiencia en el uso del agua (WUE) y la reduccién de area foliar
son rasgos que optimizan el rendimiento en condiciones de estrés
terminal severo. Sin embargo, dichos rasgos no son apropiados en
escenarios de sequia moderada, donde genotipos con alta conduc-
tancia estomatica (bajo WUE), capaces de aprovechar de manera
“oportunista” los pulsos de agua, se revelan como mas efectivos en
el uso del agua (Blum, 2009). En un estudio reciente en papa, Rami-
rez et al. (2015a) reportaron que genotipos “oportunistas” como la
variedad Sarnav (cédigo CIP 397077.16) poseen caracteristicas fo-
tosintéticas que le permiten procesar mas eficientemente el carbono
fijado en condiciones 6ptimas de agua. Por otro lado, en condiciones
de sequia, el ajuste osmoético y mecanismos de protecciéon contra
especies reactivas de oxigeno a través de la sintesis de enzimas
de detoxificacion (Legay et al., 2011), son rasgos que le permiten
a Sarnav obtener buenos rendimientos en comparaciéon con otros
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genotipos (Carli et al., 2014; Ramirez et al., 2015a; Rolando et al.,
2015). La resiliencia de un genotipo, definida como la diversidad de
respuesta ante un amplio rango de escenarios hidricos, se muestra
como una caracteristica idénea ante la incertidumbre de ocurrencia
de escenarios futuros.

Algunos rasgos en papa han sido asociados a la tolerancia a la
sequia’. Entre ellos cabe destacar: el verdor de las hojas y retardo
en la senescencia (Ramirez et al., 2014; Rolando et al., 2015), la
discriminacion isotopica del carbono (A, Ramirez et al., 2015a), el
nimero de estolones de raices (Wishart et al., 2014), el ajuste osmo6-
tico (Xu et al., 2011; Yactayo et al., 2013) entre otros (Monneveux
etal., 2013). Dichos rasgos de tolerancia son variables de respuesta
lenta, es decir, se manifiestan como producto de una integracion de
procesos relacionados con la fotosintesis (A en hojas), movilizacion y
asignacion de carbono (A en tubérculos), crecimiento de hojas (ver-
dor) y particion de carbono a ciertos 6rganos. Por otro lado, existen
rasgos que son mas sensibles a cambios a lo largo del dia por una
combinacion de factores endégenos (ritmo circadiano, ver Figura
9.2) y exégenos (fenologia, condicion de estrés bidtico o abiético).
Una medicion de estos rasgos requiere, por lo tanto, una excelente
caracterizacion y estabilidad de los factores de variacién (particu-
larmente climaticos) dificiles de asegurar en condiciones de campo
y en caso de periodos de medicién largos. Dentro de este grupo de
rasgos se encuentra el intercambio de gases foliar (conductancia
estomatica, fotosintesis neta, transpiracion), la fluorescencia de las
clorofilas, el contenido de agua en hojas entre otros (ver Figura 9.3).
Las variables de respuesta lenta pueden ser utilizadas como base
para la seleccion indirecta de genotipos tolerantes al estrés hidrico,
mientras que las variables de respuesta rapida pueden contribuir en la
deteccion temprana de estrés para la determinacién de calendarios de
riego. No obstante, para ambos tipos de variables es importante tener
en cuenta el momento mas idéneo para llevar a cabo el monitoreo
durante una determinada etapa fenolégica (Rolando et al., 2015; Ra-

! La tolerancia a la sequia es definida como el rendimiento alcanzado en condiciones
de restriccion hidrica respecto al rendimiento en condiciones hidricas 6ptimas (con-
trol), ver un analisis de diferentes indices en Cabello et al. (2013).
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Figura 9.2. Ritmo circadiano en papa evaluado a través del movimiento
de las hojas a lo largo del dia en tres variedades. Las medidas de angulos
foliares se tomaron en condiciones de luz natural. (A) En un ambiente
totalmente cerrado iluminado todo el dia Gnicamente con una bombilla
incandescente (= 5 pmol m2s' de radiacion fotosintéticamente activa.
B) En la Estacion CIP-Lima (PerG). Angulos mayores indican hojas
verticales mientras que angulos agudos representan hojas horizon-
tales. A pesar que las plantas en B) no tuvieron acceso a la luz
del dia, mostraron un patrén de movimiento de las hojas
similar a las plantas en condiciones de luz natural
debido a la regulacién circadiana.

mirez et al., 2014; Ramirez et al., 2015a) o algin momento durante
el dia (Figura 9.3). Recientemente en papa se ha puesto énfasis en
el monitoreo de la temperatura la cubierta vegetal como un proxi
del estatus hidrico por su relaciéon con la conductancia estomatica.
Dicho rasgo medido por termometria infrarroja ha sido propuesto
para el fenotipeado de materiales tolerantes a la sequia (Prashar et
al., 2013), asi como para la deteccién de estrés en tratamientos de
restriccion hidrica a una mayor escala (Rud et al., 2014). Algunos
autores han propuesto valores umbrales de conductancia estomatica
de 0.1 — 0.15 mol H,O m~s' (Flexas et al., 2004, 2006) como un
referente para evitar danos irreversibles en la fotosintesis. La buena
correlacion entre la conductancia estomatica e indices de estrés
hidrico basados en termometria infrarroja reportados en papa (Rud
et al., 2014), se revelan muy (tiles en el monitoreo del riego con la
finalidad de lograr una recuperacién en la fotosintesis ahorrando agua
y evitando una reduccién significativa en el rendimiento de tubérculos.
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Figura 9.3. Monitoreo a lo largo del dia de algunos rasgos fisiolégicos
medidos en la variedad Sarnav en condiciones control y bajo sequia (cir-
culos color café y azules respectivamente). A = tasa de fotosintesis neta
maxima media a condiciones de saturacién de luz (1200 pmol m=2*"
de radiacion fotosintéticamente activa), @i = Rendimiento cuantico
efectivo medido a condiciones de saturacién de luz, RWC = contenido
relativo de agua en los foliolos, SPAD = concentracién de clorofilas
tomado por medidor de clorofila portatil (unidades SPAD). A pesar que
Ay @i fueron medidos a largo del dia bajo las mismas condiciones
fijadas en la cubeta de un medidor de fotosintesis portatil (LI-6400 TX,
LI-COR Inc., Nebraska — EEUU) se detectaron diferentes variaciones
horarias entre control y sequia provocadas por factores
endégenos (ritmo circadiano) y exégenos.

MANEJO DEL AGUA Y MEJORA DE
LA MEMORIA AL ESTRES HIDRICO

El cultivo de papa esta expandiéndose en areas propensas a la sequia
alrededor del mundo (Monneveux et al., 2013). Bajo este escenario
el desarrollo de técnicas de manejo tales como el desecado parcial
de raices (PRD, por su sigla en inglés, Partial Root-zone Drying), la
irrigacion deficitaria y el riego por goteo, pueden ahorrar importantes
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cantidades de agua en este cultivo (Hou et al., 2010; Jensen et al.,
2010; Jovanovic et al., 2010; Liu et al., 2006; Saeed et al., 2008;
Shahnazari et al., 2007; Wang et al., 2006, 2011; Xie et al., 2012;
Xu et al., 2011 Yactayo et al., 2013b; Yan et al., 2012; Yuan et al.,
2003). No obstante, el efecto en el rendimiento de estas técnicas
depende del momento, duracién e intensidad de la restriccion hi-
drica aludidas anteriormente. Respecto al PRD, Saeed et al. (2008),
obtuvieron un mayor ahorro de agua con una pequea reduccion de
rendimiento de tubérculos respecto al control en tratamientos de PRD
iniciados en la fase temprana del ciclo del cultivo. Xu et al. (2011)
reportaron mayor ajuste osmético, fotosintesis maxima, indice de
area foliar y rendimiento de tubérculos en el PRD establecido en esta
misma fase temprana. La aplicacién del PRD en fases tempranas de
desarrollo parece inducir una “memoria” a la sequia a corto plazo
desencadenando una serie de mecanismos epigenéticos que permiten
a la planta afrontar de mejor manera un siguiente evento de estrés
dentro del mismo ciclo de crecimiento. Asi, Yactayo et al. (2013)
testando el efecto de diferentes momentos de establecimiento de
PRD en la variedad UNICA obtuvo que un tratamiento de PRD luego
del inicio de tuberizacién mostré un rendimiento de tubérculos sin
diferencias significativas respecto al control, permitiendo a su vez
un ahorro de agua de mas del 20%. No obstante, la induccién de
memoria aludida en papa parece tener efecto no solo a corto plazo
(durante una misma estacién de crecimiento), sino también en un
siguiente ciclo de crecimiento (memoria a la sequia a largo plazo).
Asi Ramirez et al. (2015b), observaron que individuos provenientes
de tubérculos aclimatados, es decir generados por plantas sometidas
a un estrés hidrico en un ciclo de crecimiento anterior, mostraron en
condiciones de sequia mayor rendimiento de tubérculo, actividad
antioxidante y A de tubérculo, en comparacién con individuos pro-
venientes de tubérculos no aclimatados. Dicha memoria a la sequia
a largo plazo no obstante fue genotipo-dependiente presentandose
como una promisoria forma de imprimir tolerancia a la sequia en
los planes de manejo de semillas (Ramirez et al., 2015b).

En conclusion, los alcances mostrados en este capitulo muestran
que gran parte del manejo de la sequia en papa depende de la
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comprension del efecto de los diferentes escenarios de sequia y de
la respuesta de diferentes rasgos que operan a distintas escalas. El
célculo de la demanda de agua del cultivo por medio de la modela-
cion representa una importante herramienta que puede ayudar en la
clasificacion de ambientes objetivo por medio de la determinacion
de probabilidad de sequia en las diferentes fases fenolégicas del
cultivo (ver por ejemplo Monneveux et al., 2014). La determinacion
del momento idéneo para el monitoreo de rasgos de respuesta lenta
y rapida es un prerrequisito indispensable en el fenotipeado apro-
piado de materiales en condiciones de sequia, y en la definicién de
umbrales fisiolégicos para la determinacién de calendarios de riego.
Finalmente, un manejo del agua haciendo uso de estos conceptos y
herramientas puede ayudar en el ahorro de agua sin una penalizacién
acusada del rendimiento e incluso en la induccién de la memoria
a la sequia a corto y largo plazo.
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CAPIiTULO 10

EFECTOS DE LAS HELADAS ,
EN EL CULTIVO DE PAPA, Y DESAFIOS
DEL MEJORAMIENTO GENETICO

Maria Teresa Pino
Tony H.H. Chen

EL CULTIVO DE PAPA ES SIGNIFICATIVAMENTE
AFECTADO POR PROBLEMAS DE HELADAS

La incidencia de las heladas tiene impactos significativos en la
produccién agricola a nivel mundial. No s6lo causa pérdidas en los
rendimientos de la mayoria de los cultivos agricolas, también limita
su distribucion geogréfica. El cultivo de papa (Solanum tuberosum
L.) es significativamente afectado por heladas. La mayoria de las va-
riedades cultivadas son sensibles a temperaturas inferiores a -2.5°C,
a esta temperatura se observan dafos visibles a nivel foliar y mer-
mas tanto en los rendimientos como en la calidad de los tubérculos
(Cheny Li, 1980). Mientras, en zonas de clima templado las heladas
pueden afectar el cultivo de papa en primavera e inicios del otofo,
en regiones andinas de américa del sur las heladas pueden ocurrir
en cualquier etapa del desarrollo del cultivo, disminuyendo asi los
rendimientos en diferentes intensidades. Fairlie y Ortega (1995),
mostraron que en el sur de Puno (Pert), las heladas entre emergencia
y formacién de estolones bajaron los rendimientos entre 30 y 50%,
y las heladas en floracién afectaron el rendimiento en 50%. Hijmans
(1999), estimé que cerca del 25% del area total plantada con papa en
el altiplano tiene alto riesgo de heladas (>33%). Un estudio reciente
en Korea mostré que plantas de papas afectadas con dafo severo por
helada (>75% dano visual) alcanzaron un rendimiento de 31 ton/ha,
mientras que aquellas plantas que experimentaron un bajo dafio por
heladas (<25% dafo visual) alcanzaron un rendimiento de 53 ton/ha
(Chang et al., 2014). En la zona mediterranea, donde la produccién
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de papa precoz significa altos retornos para el productor, las heladas
pueden ser devastadoras en cualquier etapa del cultivo (Chen vy Li,
1980; Barrientos et al., 1994; lovene et al., 2004).

Ademas de las pérdidas en rendimientos y del dafo foliar, las heladas
inducen la formacioén de cristales de hielo a temperaturas de conge-
lacion. 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 analisis comparativo
entre S. tuberosum (sensible a heladas) y Solanum commersonii Dun
(tolerante a heladas con capacidad de aclimatacién a bajas tempe-
raturas) mostré diferencias en la estructura lipidica de la membrana
luego de ser expuestas a bajas temperaturas, incluyendo un incre-
mento de los acidos grasos insaturados para aumentar su fluidez.
Sugiriendo que esta capacidad serfa un mecanismo de adaptacion
a bajas temperaturas en S. commersonii (Palta et al., 1993).

Asimismo, bajas temperaturas pueden inducir la acumulacién de
especies reactivas de oxigeno ROS (por su sigla en inglés, Reactive
Oxygen Species) causando dafo oxidativo (Thomashow, 1999), las
cuales pueden ser el resultado de fallas en |a transferencia de elec-
trones durante la fotosintesis y/o a dafios en el fotosistema Il, con
la consecuente disminucién de la eficiencia fotosintética (Steffen y
Palta, 1989; O’Kane et al., 1996; McKersie et al., 2000). Un estudio
que comparé la actividad fotosintética entre Solanum acaule y S.
tuberosum luego de un periodo de aclimatacion a bajas temperaturas,
encontré una correlacion positiva entre la actividad fotosintética y
la capacidad de aclimatacion (Steffen y Palta, 1989). Ademas, en
S. tuberosum, se ha observado una importante disminucion de la
actividad fotosintética a bajas temperaturas e incluso con dafos
irreversibles en el sistema fotosintético (Seppanen y Coleman, 2003).
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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 silves-
tres 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 aclimatacién a bajas temperaturas (Chen vy 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 atin mas bajas
luego de estar expuestas por un corto tiempo a temperaturas entre
0°y 4°C. En la Tabla 10.1, se clasifican diferentes especies de papas
seglin su respuesta a bajas temperaturas destacando S. acaule, S.
commersonii, S. multidissectumy S. chomatophilum con tolerancias
entre -4.5°C a -11.5°C. Estudios posteriores de Vega et al. (2000),
reclasificaron a S. megistacrolobum y S. sanctaerosae sugiriendo
que estas especies también tendrian capacidad de 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.

La capacidad de CA esta asociada a cambios anatémicos, fisiol6-
gicos, bioquimicos y moleculares en plantas; entre estos Gltimos
destaca la expresion de genes relacionados por ejemplo con la
produccién 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). Detalles de osmoprotectores
y genes de respuestas a estrés por bajas temperaturas son descritos
en los capitulos 3 y 4 de esta publicacion. Otro de los factores res-
ponsable 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.,
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Tabla 10.1. Clasificacién de especies Solanum con capacidad de
tuberizacion segln tolerancia a heladas y capacidad de aclimatacion
a bajas temperaturas (adaptado de Chen y Li 1980 y Vega et al., 2000%).

LT50 (°C) LT50 (°C)

Sin Con
Categoria Especies Aclimatacién Aclimatacion
Tolerantes a heladas, S. acaule -6.0 -9.0
con capacidad de S. commersonii -4.5 -11.5
aclimatacién a bajas  S. multidissectum -4.0 -8.5
temperaturas S. chomatophilum ~ -5.0 -8.5
Tolerantes a heladas, S. bolviense -4.5 -4.5
sin capacidad de
aclimatacion a bajas
temperaturas
Sensible a Heladas, S. oplocense -3.0 -8.0
con capacidad de S. polytrichon -3.0 -6.0
aclimatacion a bajas  S. megistacrolobum* -3.7 -6.3
temperaturas S. sanctae-rosae* -3.8 -5.6
Sensible a Heladas, S. brachistotrichum  -3.5 -3.5
sin capacidad de S. cardiophyllum -3.0 -3.0
aclimatacion a bajas  S. fendleri -3.0 -3.0
temperaturas S. jamesii -3.0 -3.0
S. kurtzianum -3.5 -3.5
S. microdontum -3.0 -3.0
S. pinnatisectum -2.5 -2.5
S. stonotonum -3.5 -3.5
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. vernej -3.5 -3.5
S. verrucosum -3.0 -3.0

LT50: temperatura letal a la cual el 50% de las muestras mueren
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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 desnaturalizacién de las proteinas (Thomashow, 1999). Un
estudio reciente que evalu6 la sobre expresion del gen acyl-lipid-
12-desaturasa en papas, sugirié que en conjunto con un incremento
de los acidos grasos insaturados en la membrana mejoraria la tole-
rancia a heladas (Amiri et al., 2010). La capacidad de aclimatacioén
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 observé 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 selecciéon en
papas. Algunos estudios han reportado mayor nimero de estomas
por area en aquellas especies mas tolerantes a heladas (Palta y Li,
1979) y en hibridos de S. commersonii x S. cardiophyllum (Kleinhenz
et al., 1995). Similares resultados fueron reportados en un estudio
que comparo la respuesta a heladas entre lineas transgénicas de S.
commersonii (35S::AtCBF1) y su control no transgénico; las lineas
transgénicas en conjunto con mostrar mayor tolerancia a heladas
presentaron una empalizada mas gruesa y mayor nimero de estomas
por area que el control, ver Figura 10.1 (Pino et al., 2006). Ademas,
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 GENETICO CONVENCIONAL
VERSUS INGENIERIA GENETICA 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 caracter a la papa cultivada via
mejoramiento genético convencional, con resultados no muy alen-
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Figura 10.1. Analisis comparativo entre Solanum commersonii Dun
(SC-WT) y tres lineas transgénicas de S. commersonii transformadas con
35S: AtCBF1 (SC-C4, SC-C6, SC-C7). A) LT50 temperatura letal en plantas
sin aclimatacién (24°C) y luego de dos semanas en aclimatacién a 2°C.
B) indice estomatico (IF) en la cara abaxial y cara adaxial de la hoja.
C) Corte transversal de la hoja (200X) sin aclimatacién (24°C) y
luego de dos semanas en aclimatacién a 2°C. D) Espesor de la
hoja y largo de las células empalizadas
(Adaptado de Pino et al., 2006).

tadores; basicamente porque la mayoria de las papas silvestres son
sexualmente incompatibles con la papa cultivada y ademas porque la
tolerancia a heladas esta regulada por varios genes. Como estrategia
se ha recurrido a la fusién de protoplastos, al rescate de embriones, y
al uso de especies puentes para superar las barreras naturales propias
de cruzamientos inter-especificos. Sin embargo, se ha observado que
“the linkage drag”, limita la introgresion de genes desde papas silves-
tres a la cultivada porque muchos caracteres exéticos e indeseables
pueden ser transmitidos en conjunto con la tolerancia a heladas, tales
como alto contenido de alcaloides y largos estolones (Estrada et al.,

Boletin INIA, N® 331 @



Estrés Hidrico y Térmico en Papas, Avances y Protocolos

1993). Algunos ejemplos de cruzamientos inter especificos entre S.
tuberosum x S. commersonii son los estudios de Cardi et al. (1993a,
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 S. tuberosum, mostrando ademas clorosis foliar. Asimismo, la
mayoria de estos hibridos mostraron macho esterilidad limitando
su uso en los programas de mejoramiento genético (Cardi et al.,
1993a; Nyman y Waara, 1997). Otro estudio en cruzamientos inter
especificos entre S. commersonii 'y S. tuberosum, mostré que el F1
(triploide), presenté tolerancia a heladas y capacidad de CA similar
a S. commersonii, pero con algunas pérdidas en las caracteristicas
agronémicas de S. tuberosum. Sin embargo, el seguimiento de los
genotipos BC1 (pentaploide) y BC2 (tetraploide o cercano) mostré
menor tolerancia a heladas que el F1 (Carputo et al., 2000). Otro
estudio entre hibridos S. commersonii (5X) y S. 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 incor-
poracion del citoplasma de S. commersonii no mejor6 la tolerancia
a heladas en papas sensibles a heladas como S. brachistotrichum, S.
cardiophyllum, y S. Pinnatisectum (Bamberg et al., 2005). Por otra
parte, un estudio tendiente a construir un mapa parcial de ligamiento
entre cruzamientos de S. commersonii'y S. 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 hela-
das 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 biotecnolégicas modernas como la ingenieria genéti-
ca y la genémica, prometen acelerar este proceso. Los marcadores
moleculares han sido una herramienta Gtil para alcanzar algunos
objetivos del mejoramiento genético, permiten realizar un tipo de
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seleccion asistida a través de la relacion de la variabilidad genotipica
y fenotipica, acelerando el proceso de seleccion. Entre los principa-
les 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 sido muy efectivos en la identificacion
de genes que controlan caracteristicas simples, asociadas a uno
0 pocos genes. También destacan los marcadores del tipo SNPs
(polimorfismos en una sola base), que se caracterizan por su abun-
dancia en el genoma. Sin embargo, su identificaciéon y evaluacion
fue inicialmente limitada por su alto costo. En los dltimos afos, la
secuenciacion a gran escala, asi como la aplicacién 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 secuenciacién masiva a bajo
costo, obteniendo marcadores (SNPs de alta calidad) representativos
por todo el genoma. Esta técnica permitira genotipar las diferentes
generaciones obtenidas (F1, F2...., Fn), en los programas de me-
joramiento genético en forma efectiva. Por otra parte, estudios de
Asociacion del Genoma Completo o GWAS (por su sigla en inglés,
Genome Wide Association Studies), permite realizar un analisis de
asociacion entre los SNPs y caracteres o rasgos de interés como la
productividad, la calidad, y tolerancia a estrés abiético, entre otros
(Elshire et al., 2011; Davey et al., 2011). Herramientas como estas,
unida a la seleccion genémica (SG), prometen acelerar la obtencién
de variedades tolerantes a estrés abiético.

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 4 y Tabla
4.1). Uno de los primeros intentos fue la transformacién genética
del cultivar Russet Burbank con un gen sintético AFP (por su sigla
en inglés, Antifreezing Protein). Los resultados mostraron en las li-
neas transgénicas menor perdida de electrolitos y mayor tolerancia
a heladas con un LT50 entre -3.0°C a -3.5°C (Wallis et al., 1997).
Luego, el cultivar Desireé fue transformado con un gen de leva-
dura del tipo invertasa (INVase) bajo el control del promotor B33
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Patatin, las lineas transgenicas mostraron mejor comportamiento
a bajas temperaturas debido a cambios en la relacion de aztcares
solubles (Deryabin et al., 2003). El cultivar Desireé también ha sido
transformado con el gen desaturasa (®9) con el objeto de producir
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/
AtCBF1, DREB1c/AtCBF2, DREB1a/AtCBF3). Estudios en el cultivar
Umatilla mostraron que la expresion de los FTs, AtCBF1 y AtCBF3,
bajo control de un promotor inducible rd29A, mejoré 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 mejoré 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), mostr6 consecuentemente mayor tolerancia a heladas en
plantas in vitro (Behnam et al., 2007). También la expresiéon cons-
titutiva del gen DREB1b/AtCBF1 en el cv Desireé mejoré la tasa de
sobrevivencia en plantas (en macetas) sometidas a -6°C durante 0,
15, 30 y 45 horas (Movahedi et al., 2012).

HERRAMIENTAS PARA EVALUAR EL
DANO POR HELADAS EN PAPAS

Los métodos para evaluar respuestas a heladas se resumen en |la Tabla
10.2. Pueden existir algunas variaciones respecto a otros cultivos en
el tratamiento de aclimatacion, en la tasa de enfriamiento por hora, y
en las temperaturas minimas evaluadas; porque no todas las especies
responden a CA ni muestran el mismo grado de tolerancia a heladas.
Uno de los métodos mas utilizado, y citado en papas, es aquel que
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evalla la termo estabilidad de la membrana o pérdida de electrolitos
a temperaturas de congelamiento. Este es un método no destructivo
validado hace varios anos que evalta hojas expandidas y fisiologi-
camente activas, segutin lo descrito por Sukumaran y Weiser (1972).
Basicamente, se cortan discos de hojas previamente lavadas en
agua desionizada, se colocan en tubos de ensayos e incuban a -1°C
durante 60 minutos en un bafo termo-regulado. Luego, se agregan
pequefas piezas de hielo a cada tubo para asegurar la formacién de
cristales de hielo y se incuba a -1.5°C durante 60 minutos. Poste-
riormente, la temperatura se va disminuyendo a una tasa de -1,0°C
por hora y los tubos se retiran segln las temperaturas en evaluacion.
Finalmente, las discos de hojas se agitan con agua desionizada du-
rante una hora para extraer los electrolitos liberados producto del
dafno por congelamiento y se mide la conductividad eléctrica inicial
(EC1). Luego, de toda una noche a 4°C, se incuban durante 15 min
a una temperatura de 100°C; para extraer todos los electrolitos libe-
rados y se mide la conductividad eléctrica final (EC2). El porcentaje
de electrolitos se calcula con la siguiente férmula:

, EC1
% Electrolitos = —— x 100
EC2

Otros métodos utilizados para evaluar el efecto de las heladas en
el cultivo de papa, es la evaluacion del dafo directo causado por
heladas ocurridas en campo y por heladas simuladas en camara de
crecimiento controlada. Ambos son métodos destructivos que per-
miten evaluar; dafo visual del follaje a los 5 dias post helada (ver
escala en Figura 10.2), porcentaje de plantas muertas, porcentajes de
plantas recuperadas pos-helada y el rendimiento por planta (Chang
et al., 2014). La principal desventaja, de la evaluaciéon directa en
campo es que depende del clima, de la ocurrencia de la helada y
no permite controlar la intensidad de la helada. Por otra parte, la
principal desventaja de la evaluacion de heladas simuladas en ca-
mara de crecimiento controlada, es la necesidad de infra-estructura,
alto costo y el bajo nimero de plantas que se puede evaluar por
experimento.
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Figura 10.2. Escala de dafo en plantas de papas
afectadas por heladas 40 dias después de la planta-
cion. A) sin daflo o muy bajo. B) dafio bajo (<25%).
C) dano moderado (50%). D) daio severo (>75%).

El dafio fue registrado cinco dias después de
ocurrida la helada segtin el porcentaje de
area foliar dafiada (Chang et al., 2014).

Entre los métodos indirectos no destructivos, el mas utilizado es
la medicion del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm)
mediante un fluorémetro. Basicamente, en post aclimatacion y/o
helada, las hojas son sometidas a oscuridad durante 10-30 minutos
y se miden algunos parametros de fluorescencia de clorofilas. Entre
el mas reportado en respuesta a bajas temperaturas esta Fv/Fm, que
indica el porcentaje de centros de reaccion funcionales del PSII. Su
disminucién indicaria pérdida de la funcion fotosintética y valores
inferiores a 0.800 indicarian estrés (Steffen y Palta, 1989; O’Kane
et al., 1996; McKersie et al., 2000).
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