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TUBERIZACION “IN VITRO” EN CULTIVOS DE
BROTES Y PLANTULAS DE PAPA CONTAMINADOS
CON RHIZOCTONIA SOLANI '

‘Por FRANCISCO K. CLAVER1

'SUMMARY

Tests were made to study the tuberization of isolated potato sprouts and
seedlings from true seeds. A White medium plus 2,5 mg/1 of calcium pantothenic
acid was used.

Treatments included medla contaminated with Rhizoctonia solani and the
addition of filtrates of extract of the fungus cultivated in liquid media. The
culture flasks were set at 20° = 1°C in light and darkness conditions.

Sprouts contaminated with mycelium of Rhizoctonia solani tuberized in
shorter time than controls. This effect does not occur when the sprouts are
cultivated on acellular filtrates of autoclaved extract.

Seedlings contaminated with the mycelium of the fungus grown in light
died more prematurely than those in darkness.

INTRODUCCION

Los estudios sobre la fisiologia de la tuberizaciéon desde sus comien-
zos fueron vinculados con la presencia de hongos. Bernard (1902)
sostenia que estaban asociados con las raices de las plantas de papa
v los relacion6 a la tuberizacién, més tarde Bernard v Magrou (1911)
demostraron la existencia de micorrizas en sus raices. En contraposi-
cién,” Jumelle (1905) y Castan (1941) concluian que los hongos no
tenjan relacién con la formacién de tubérculos.

En investigaciones independientes Cooper, Rieman y Hougas
(1951) encontraron una estructura que se asemejaba a un micelio en
tubérculos de 30 variedades y 150 plantulas provenientes de cruza-
mientos de Solanum tuberosum y otras especies.

Claver, Hildebrandt, Rieman y Cooper (1958), trabajando sobre
este mismo tema produjeron tubérculos en cultivos asépticos ‘in vitro
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de plantulas originadas de semillas, del cultivar Red Beauty y de
brotes de Russet Burbank.

Los medios contenian sustancias fungicidas como verde de mala-
quita y antibioticos como: actidiona, rimocidina, mycoestatina, oligo-
micina y griseofulvina. Las sustancias fueron ensayadas en concentra-
ciones distintas por un periodo y luego los cultivos transferidos al
medio basal de Hildebrandt, Riker y Duggar (1946) con 2,5 mg por
litro de pantotenato de calcio y sin fungicidas.

Se encontraron algunos tubérculos cultivados con verde de mala-
quita, rimocidina y oligomicina, libres de la estructura fungosa. La
aparente estructura micelar se determinaba por preparados de parén-
quima cortical por medio'de tefiido con carmin acético.

Por otra parte, se sabe desde hace mucho tiempo que la expresion
de la tuberizacién es inhibida por la luz, Viéchting (1887); pero plantas
de papa pueden producir tubérculos aéreos a la luz cuando son para-
sitadas con Rhizoctonia solani.

Probablemente el hongo ocasionarfa una traqueomicosis en los
tejidos de conduccién de sustancia orgdnica. Se consideré importante
determinar si el efecto estaba relacionado a sustancias activas sinteti-
zadas por el parasito.

Observaciones realizadas en cultivos “in vitro” de brotes y plan-
tulas de papa efectuados para estudiar aspectos de la fisiologia de la
tuberizacion, mostraron que cuando los medios se contaminaban con
bacterias u hongos, la formacién de tubérculos ocurria en menor tiempo.

Las bacterias mas comunes fueron Bacillus cereus y Bacillus pu-
millus y el hongo Rhizoctonia solani. Los resultados de experiencias
con contaminaciones artificiales de las bacterias citadas y su influencia
en la tuberizacién ya han sido informados, Claver (1961).

MATERIAL Y METODO

Rhizoctonia solani se aislé de tubérculos de papa afectados con la
enfermedad, procedentes de la Estacion Experimental de Iraizos. Luego
~de aislado se cultivé en tubos de ensayo, en medio de agar de papa.

Para los cultivos “in vitro”™ se usaron brotes y plantulas de papa.
Se utilizaron tubérculos de papa del cultivar Katahdin de la misma
procedencia, que fueron sumergidos en bicloruro de mercurio al 1 %
durante 3 horas. Después de la brotacion cuando los brotes tenian
alrededor de 1 cm de longitud se esterilizaron con hipoclorito de calcio
durante 45 minutos y se lavaron con agua estéril. Los brotes se sembra-
ron en los medios de cultivo. El medio de cultivo utilizado fue el de
White més 2,5 mg/1 de pantotenato de calcio. Como fuente de hidratos
de carbono se usé sacarosa al 2 %; la'concentracion del agar fue de
0,75 %. Se emplearon recipientes de 200ml. La cantidad de medio
de cultivo agregado a cada frasco fue de 100 ml. Los Erlenmeyer fue-
ron esterilizados en autoclave a 120°C durante 20 minutos.
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Los cultivos estériles con brotes de papa en crecimiento se con-
taminaron con micelio de Rhizoctonia solani de los tubos por medio
de una lanceta. Se infectaron 15 cultivos, y 15 se dejaron sin contamina-
cién como testigos.

Se colocaron los Erlenmeyer con los cultivos a oscuridad en una
estufa y a temperaturas de 20° + 2°C; se realizaron observaciones perig-
dicas para registrar la formacién en los cultivos.

La formacién de tubérculos tuvo lugar después de 36 dias (pro-
medio de 9 cultivos) de la fecha de contaminacién con el micelio de
Rhizoctonia solani; en cambio en los testigos la tuberizacion se produjo
a los 49 dias.

La figura representa los cultivos de las 2 variantes, observandose la
formacion de tubérculos contaminados con Rhizoctonia.

4 A
Cultivo “in vitro” de’ plantulas de papa: A) Infectados con Rhizoctonia solani;

B) Testigos no infectados. 2

Para la obtencién de plantulas se utilizaron semillas del cultivar
Huinkul y fueron desinfectadas sumergiéndolas 2 minutos en alcohol
etilico 96° y luego en hipoclorito de calcio al 15% durante 45 minutos.
Se lavaron tres veces con agua estéril y se los sembrd en frascos
Erlenmeyer que contenian el mismo medio usado para los brotes y
esterilizados en autoclave en la forma descripta anteriormente. Después
de la germinacion se trasladaron individualmente a tubos que contenian
el mismo medio estéril y en condiciones de ambiente de laboratorio
y a luz difusa durante 15 dias, desarrollando las plantas en este lapso
las primeras hojas de color verde y se inocularon 15 tubos con micelio
de Rhizoctonia solani en forma idéntica a la realizada con los cultivos
que contenian brotes. Quince tubos inoculados fueron dejados en el
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laboratorio a luz natural, cerca de una ventana, y otro grupo de igual
numero a oscuridad en estufa a 20° + 2°C. En cada variable se colo-
caron quince tubos con plantulas que no habian sido infectadas con
el hongo.

Las plantulas contaminadas dejadas a oscuridad, murieron después
de 90 dias de crecimiento pobre. Tanto las inoculadas como las testigos
no formaron tubérculos, en cambio los brotes si lo hicieron, demostrando
que la luz es un factor necesario para la formacién de tubérculos en los
cultivos originados de semillas verdaderas, Claver (1967).

Los cultivos de la variante luz, presentaron el siguiente comporta-
miento: los inoculados’ con el hongo murieron en un lapso de 7 dias,
no sucediendo esto con los testigos que formaron tubérculos en el 40 %
de los cultivos después de 120 dias.

Este resultado indicaria que la patogenicidad del hongo ha sido
exaltada por la luz; ya que los infectados y en oscuridad se mantuvieron
vivos durante un largo periodo.

Se realizé asimismo un ensayo con brotes en medio de cultivo “in
vitro”” que en lugar de inocularlos con el micelio del hongo se lo hizo
con un extracto de éste. El extracto se obtuvo de un cultivo en medio
liquido del hongo durante un periodo de tiempo en agitacién constan-
te. Se separ6 el micelio y se agregé a los medios de cultivo antes de
esterilizarlos en el autoclave. Doce frascos con brotes en medio de
White més 2,5 mg de pantotenato de calcio sin el extracto del hongo
fueron utilizados como testigo. Los frascos se colocaron a oscuridad en
las mismas condiciones de temperatura que los cultivos con micelio.

Contrariamente al ensayo anterior con brotes, no se encontrd nin-
guna diferencia en el periodo para formar tubérculos.

DISCUSION

Como ya ha sido demostrado, Claver (1967), los brotes tuberizan
en menor tiempo que las plantulas y la tubenzamon no se produce en
plantulas a oscuridad como en los brotes.

Una observacion que debe destacarse es el efecto de los tejidos
contaminados con Rhizoctonia expuestos a la luz y que induce la muerte
de las plantulas, efecto que no se produce en oscuridad, esto llevaria a
pensar, que la luz tiene ciertos efectos sobre el hongo en la formacién
de algin metabolito muy téxico para la planta. Weinhold y Hendrix
demostraron que la luz afecta al medio de cultivo y que los hongos
desarrollaron micelios méas débiles y distintos a los normales. Estas
sustancias formadas por efecto de la luz podrian ser muy toxicas para
las plantulas como en nuestro caso. La ausencia de actividad de los
extractos sin micelio demostraria que la tuberizacién se deberia a la
traqueomicosis, y si existe algin metabolito formado por el hongo que
interviniera en el fenémeno de tuberizacién, seria termolabil, destruido
por esterilizaciéon en autoclave. Para dilucidar este hecho seria conve-
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niente realizar otros ensayos agregando los extractos filtrados en con-
diciones estériles a los medios.

En relacién a la produccién de sustancias activas de crecimiento,
Aoki, H. y colaboradores aislaron del filtrado de cultivos de Rhizoctonia
solani acido fenilacético, conocido regulador de las plantas. Esta sus-
tancia inhibe en ciertas concentraciones el crecimiento de las raices,
pero no causa la necrosis caracteristica de la actividad del hongo.

La posibilidad que esta sustancia tenga influencia en el fenémeno
de la tuberizacion de la planta tendrd que ser demostrado.

Se han publicado trabajos acerca de la accién de herbicidas e
inhibidores de crecimiento sobre la formacién de tubérculos aéreos.
Denisen (1953), observa el fenémeno después de pulverizaciones con
hidrazida maleica. Ghosh y Pande (1966) y Mehrotra (1970) en apli-
caciones de Dacthal y cloropropionanilida, respectivamente.

Las sustancias quimicas mencionadas no estan relacionadas entre
si, ni al 4cido fenilacético formado por accién del hongo.

Estos hechos revelan que la formacién de tubérculos aéreos se
induciria por interferencia fisiologica en el traslado de sustancias
plasticas, principalmente hidratos de carbono, ya sea por sustancias
quimicas o por obstruccién anatémica.
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