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Anatomia de estructuras vegetativas y origen
de los estolones, microtubérculos y raices
adventicias en plantas in vitro de papa
(Solanum tuberosum L.) cv. Granola.

Anatomy of the vegetative structure and origin of stolons,
microtubers and adventitious roots of in vitro potato
(Solanum tuberosum L..) plants cv Granola.

J. E. Salas R, N. J. Mogolléon M?. y M. E. Sanabria? 3.
Resumen

Con la finalidad de describir la anatomia de estructuras vegetativas y el
origen de los estolones, microtubérculos y raices adventicias de plantas in vitro
de papa (S. tuberosum L.) cv. Granola, se muestrearon plantas cultivadas en las
fases de crecimiento y desarrollo e induccién a la tuberizacion. En esta Ultima,
desde la iniciacioén hasta la formacion de los microtubérculos. Las muestras se
fijaron en F.A.A. al 90%, procesandose segun las técnicas convencionales de
estudios anatémicos para la obtencion de laminas semipermanentes y permanentes
de secciones transversales y longitudinales de los 6rganos en estudio. Paralelamente
se realizaron preparaciones con aclarados de las porciones apicales, medias y
basales de las laminas foliares, a fin de estudiar las caracteristicas de la epider-
mis. En el tallo aéreo los tejidos vasculares estaban dispuestos en haces colaterales
separados por zonas de tejido parenquimatico, a partir del cual se originaron el
cambium interfascicular, xilema, floemay raices adventicias; mientras que los
estolones en las zonas axilares de dicho tallo. Los microtubérculos se formaron en
la zona sub-apical del estolén y en la zona axilar del tallo aéreo. En estas
estructuras, el felégeno se originé a partir de las capas celulares subepidérmicas.
En la hoja, ambas epidermis resultaron ser uniestratificadas, con tricomas
simples, unicelulares o pluricelulares, y algunos glandulares. Los estomas,
paraciticos y anomociticos, se observaron en ambas superficies. Las raices
adventicias resultaron ser diarcas. Al comparar estos resultados con los obtenidos
en otros cultivares de S. tuberosum y otros géneros de Solanaceae, se encontraron
diferencias anatémicas marcadas.

Palabras clave: Anatomia de érgano vegetativos, cultivo in vitro, Solanum
tuberosum.
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Abstract

Potato plants (S. tuberosum L.) cv. Granola, produced under in vitro condi-
tions were sampled during the phases of growth, development and induction of
tuber development in order to describe the anatomy of vegetative structures and
the origin of stolons, micro-tubers and adventitious roots. This last activity was
studied from initiation up to the formation of micro-tubers. Samples were fixed
in 90 % F.A.A. following conventional techniques for anatomical studies. Both
permanents and semi-permanent slides of transverse and longitudinal sections
of the tissues being studied were prepared. Decolorized portions of apical, inter-
mediate and basal parts of the foliar lamina were also processed for studying
some of the epidermal characteristics. The vascular bundles of aerial stems were
arranged in collateral axis and separated by zones of parenchymatous tissues
from which the interfacial cambium, xylem, phloem and adventitious roots were
originated, while stolons emerged up from the axillar zone of the same stem. The
micro-tubers were formed in the sub-apical portions of the stolons and in the
axillary area of the aerial stem. In such structures, the phellogen was originated
from sub-epidermal cellular layers. Both epidermis turned out to be uni-strati-
fied, with trichoms being simple, uni-cellular, pluri-cellular and some cases glan-
dular. Paracytic and anomositic stoma were also observed on both surfaces. Fi-
nally the adventitious roots were found to be diarchic. Marked anatomical differ-
ences arose when comparing our results with those of other researches where
others cultivars of S. tuberosum and others genera of the Solanaceae family were
used.

Key words: Anatomy of vegetative organ, in vitro conditions, Solanum
tuberosum.

Introduccion

En América Latina, la papa familia Solanaceae, es una planta
(Solanum tuberosum L.), ocupa el herbéacea con tres tipos de tallo, uno
sexto lugar entre los cultivos aéreo, circular o angular en seccién
alimenticios en términos de produccion transversal, sobre el cual se disponen

total, después del maiz, layuca, el trigo, hojas compuestas en filotaxis espiral;
el arroz y el platano; y el séptimo en otro estolonifero formado por brotes
area cultivada, luego de los productos laterales més o menos largos que nacen

mencionados, con la adicién del sorgo de la base del primero, y por altimo, el
(9). Desde el punto de vista de su valor tubérculo engrosado, subterraneo. Las
nutritivo, se encuentra en un lugar raices son adventicias, superficiales o
priviligiado, y por su importanciaen la profundas (4, 8, 10).

dieta humana, la NASA (USA) En el tallo aéreo, los tejidos
considero usarla para el sostenimiento vasculares primarios se disponen en
de lavidaen el espacio (11). haces bicolaterales, abiertos y con

Esta especie, perteneciente a la desarrollo de floema interno y externo.
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La diferenciacion del floema interno
parece ser similar al observado en otras
especies de esta misma familia ( 3).

Los estolones presentan una zona
meristematica sub-apical, de donde se
originan los tubérculos mediante un
engrosamiento radial, producto del
alargamiento de las células
parenquimaticas y la pérdida de la
polaridad de las mismas (3). Aun hoy
en dia no existe una descripcion
consistente de la tuberizacion. Por lo
general, se asume que durante la
formacion del tubérculo, el crecimiento
longitudinal del estolén se detiene y las
células parenquimaticas de la corteza,
de la médula y de regiones
perimedulares sufren divisiones y
alargamiento (14). Cutter (3), sefialo
que la peridermis se forma por
divisiones periclinales de las células
epidérmicas o de tejidos hipodérmicos.
La endodermis presenta bandas de
Caspary y desaparece tempranamente.
En tubérculos maduros, existen pocos
elementos conductores y no hay un
cambium vascular continuo. Las
lenticelas son circulares y el nUmero
de las mismas varia por unidad de
superficie, tamafo del tubérculo y
condiciones ambientales.

Las hojas son bifaciales, con
ambas epidermis uniestratas
compuestas por células de paredes
sinuosas en vista superficial. Los
tricomas pueden ser uniseriados,
glandulares y con una cabeza
pluricelular mas o menos esférica (3).

Artschwager y Hayward, citados
por Cuter (3), encontraron raices
jovenes diarcas; sin embargo, de Vries
citado por esta ultima autora, afirmo
que son triarcas y en las adventicias
de cv Arran Pilot se presentaron entre
cuatroy seis polos protoxilematicos. El
origen de estas raices se ubico en la
zona vascular, pero no se establecieron
con exactitud, los tejidos que
intervinieron en la formacion del
primordio radical.

Considerando la importancia del
cultivo y la escasa informacion
disponible sobre el tema investigado,
el presente trabajo tuvo como objetivo
describir la anatomia de las
estructuras vegetativas y determinar
el origen de los estolones,
microtubérculos y raices adventicias
de plantas in vitro de papa (S.
tuberosum L.) cv. Granolay relacionar
los resultados con los obtenidos en el
estudio de otros géneros de Solanaceae.

Materiales y métodos

Las plantas in vitro de papa (S.
tuberosum L.) cv. Granola utilizadas
en este estudio se obtuvieron del Banco
de Germoplasma del FONAIAP-
Mérida. Con el fin de disponer de
suficiente material vegetal, segmentos
nodales de 0,5 a 0,6 cm de longitud
provistos de una yema axilar, se
multiplicaron en un medio bésico de
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Murashige y Skoog sin reguladores del
crecimiento (12). Estos crecieron y
desarrollaron bajo un fotoperiodo de 16
horas/luz, 67,6 mol.s-1.m-2 de
luminosidad y a 25°C 1 de
temperatura, alcanzando una altura
de 5,0 a 6,0 cm. Durante esta fase se
realizaron muestreos para estudiar la
anatomia del tallo aéreo, hojas y raices
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adventicias.

Posteriormente, cuando las
plantas in vitro alcanzaron una edad
de 45 dias, fueron inducidas a
tuberizacién, empleando el mismo
medio de cultivo, pero adicionando
benziladenina (8 a 12 mg/l) e
incrementando la sacarosa de 3 a 8%.
Esta fase se realiz6 en completa
oscuridad durante un periodo de 75
dias, lapso durante el cual se hicieron
muestreos cada siete dias, desde su
inicio hasta la formacion de los
estolones y microtubérculos, a objeto
de determinar el origen de éstos
6rganos.

La preservacion de las muestras
se hizo con formol-alcohol-4cido acético
(F.A.A)) al 90% por un periodo minimo
de 12 horas. Se utilizaron doce plantas
para la preparacion de tres tipos de
montajes: a.- Laminas semi-
permanentes de secciones transversales

y/o longitudinales de los érganos
vegetativos, realizadas a mano alzada
y montadas con agua:glicerina (v:v); b.-
Laminas permanentes de secciones
transversales y longitudinales de estas
mismas estructuras, deshidratadas en
alcohol butilico terciario a
concentraciones crecientes (desde 50%
hasta 100%) e incluidas en paraplast
X-tra (50-54° C de punto de fusion). Las
estructuras fueron seccionadas a 15
micrometros con un micrétomo de
deslizamiento marca Leica y c.-
Aclarados de ambas superficies de la
lamina foliar utilizando la porcion me-
dia de los 6rganos, las cuales se
sometieron a la accion de cloro
comercial por tres dias y montadas en
agua:glicerina (v:v). En los tres casos
la tincion fue supravital, directa, total
y pancromatica, con safranina y azul
de astra en el primer y ultimo caso y
con eosina en el segundo (7).

Resultados y discusion

A. Anatomia.

1. Tallo aéreo

El tallo en seccién transversal
(figura 1) se observé cilindrico, con una
capa de células epidérmicas de forma
tabular o elipsoidal y disposicién com-
pacta, cuyas paredes mas externas se
encontraban cutinizadas. Los tricomas
simples, glandulares, cortos, con el
pedicelo bicelular y la cabeza globosa de
cuatro células, semejantes a los descritos
por Garcia y Torres (5) para plantas
cultivadas in vivo de Physalis angulata
(Solanaceae). En contraste a lo sefalado
por estas mismas autoras al estudiar
cuatro especies Physalis propagadas por
métodos convencionales, la corteza no
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desarroll6 colénquima, resultando ser
completamente parenquimatica, con
células de paredes delgadas, pequefios
espacios intercelulares y granos de
almidon elipticos y excéntricos. Los
tejidos vasculares se observaron
dispuestos en un anillo discontinuo de
tres fasciculos colaterales abiertos, de
tamarnio variable y separados por zonas
interfasciculares completamente
parenquimaticas. No se observé la
diferenciacion de floema interno como el
descrito por Fukuda y Bonnemain,
citados por Cutter (3) para otros
cultivares de Solanum y por Garcia y
Torres (5) para las especies de Physalis
estudiadas.
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Figura 1: Seccion transversal del tallo aéreo de plantas in vitro de
papa (S. tuberosum L.) cv. 'Granola’'. A (200x): (e) epidermis,
(t) tricoma, (c) cortezay (g) granos de almidoén. B. (400X): (f)
floema, (x) xilema, (cf) cambium fascicular, (ci) cambium in-
terfascicular y médula (m).

A medida que avanzé el
crecimiento, las zonas entre los haces
vasculares fueron ocupadas por
parénquima interfascicular;
asimismo, se observo el desarrollo de
fibras protegiendo el floema.

Lazona medular estaba formada
por parénquima semejante al descrito
paralacorteza, con granos de almidén
elipticos y excéntrico y grupos de tres
a cuatro células esclerenquimaticas
aisladas en este tejido.

2. Estolon

En seccién longitudinal, el
estol6n (figura 2) mostré una anatomia
muy semejante a la descrita para el
tallo aéreo, presentando una epidermis
uniestratay cutinizada. Se observaron
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tricomas cortos, tectores, simples y
unicelulares; pluricelulares, erectos o
recurvados con base unicelular y del
tipo glandular corto, con pedicelo
bicelular y cabeza globosa de cuatro a
seis células, similares a los descritos
por Garciay Torres (5, 6) para el tallo
aéreoy lalamina foliar de especies de
Phylalis propagadas por métodos
convencionales. Los tejidos vasculares
constituyendo haces colaterales, la
corteza y la médula formadas por
parénquima amilifero con granos de
almidén elipticos y excéntricos.

La zona apical del estolon se
observé completamente meristematica
ubicada entre un par de primordios
foliares opuestos, y por debajo de la
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Figura 2. Seccion longitudinal del estolén de plantas in vitro de papa
(S. tuberosum L.) cv. 'Granola.'. A. Apice del estolon (200x). B.
Detalles de la zona subapical del estoléon (400X). (pf) primordio
foliar, (ma) meristema apical, (tv) tejidos vasculares, (c)
corteza, (e) epidermisy (m) médula.

insercion de éstos, la diferenciacion de
tejidos vasculares primarios, la corteza
y la médula.

3. Microtubérculo

En los microtubérculos (figura 3)
la epidermis se sustituye
tempranamente por una peridermis,
y el felégeno se origina a partir de las
capas celulares subepidérmicas. Se
observaron haces vasculares primarios
dispersos en el parénquima amilifero,
el cual presentaba gran cantidad de
granos de almidon. Este tejido ocupaba
la corteza, region perimedular y
médula del 6rgano. No se observé la
formacion de endodermis como la
reportada por Kumar y Wareing;
Artschwager y Reeve et al., citados por
Cutter (3).

4. Hoja (figuras 4,5y 6).

En vista superficial, las epider-
mis adaxial y abaxial, se observaron
conformadas por células de paredes
sinuosas, como las descritas por Garcia
y Torres (6) para P. pubescens y P.
peruviana cultivadas in vivo. Los
estomas se presentaron en ambas epi-
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dermis (hojas anfiestomaticas) y
estaban distribuidos de forma irregu-
lar, predominando los del tipo
paracitico, aunque también se
observaron algunos anomociticos. Esto
concuerda con lo encontrado por
Benitez y Ferrarotto (1) en especies del
género Cestrum propagadas por
métodos convencionales. Ambos tipos
de estomas han sido sefialados como
tipicos de la familia Solanaceae por
Bessis y Guyot (2). El indice estomatico
resulté ser de 5,46 para la superficie
adaxial y de 20,0 para la abaxial. Se
observaron numerosos tricomas y
varios tipos tricomaticos, cuya
constitucion coincide con la sefialada
por Garciay Torres (6) para especies
de Physalis. Hacia el apice y margen
de lalamina foliar se presentaron pelos
cortos, tectores, simples y unicelulares
y, en la parte media, tectores,
pluricelulares, rectos o recurvados con
base unicelular y del tipo glandular
corto, con pedicelo bicelular y cabeza
globosa de cuatro a seis células.

En seccién transversal, lalamina
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Figura 3. A, B y C. Secciones transversales del microtubérculo de
plantas in vitro de papa (S. tuberosum L.) cv. 'Granola’. (200x).
(pe) peridermis, (pa) parénquima amilifero, (g) grano de
almidon (y) yema,.

Figura 4. Vista frontal de la lamina foliar de plantas in vitro de papa
(S. tuberosum L.) cv. 'Granola’' mostrando tipos de tricomas y
estomas. (1000X). A. Superficie adaxial y B. Superficie abaxial.
(tg) tricoma glandular, (tsu) tricoma simple unicelular, (tsp)
tricoma simple pluricelular y (es) estoma.

Figurab5. Seccion transversal de la lamina foliar de plantas in vitro de
papa (S. tuberosum L.) cv. ‘Granola' (A. Esquema general) B.
(100X): (ea) epidermis adaxial, (c) cuticula, (pe) parénquima
en empalizada, (pes) parénquima esponjoso, (eab) epidermis
abaxial, (es) estoma y (t) tricomas.
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Figura 6. Raiz adventicia de plantas in vitro de papa (S. tuberosum L.)
cv.'Granola'. A. Seccion transversal (100X) y B. Seccion longi-
tudinal (400X). (r) rizodermis, (ex) exodermis, (c) corteza, (en)
endodermis, (px) polo protoxilematico, (pr) pelos radicales (c).

foliar mostré una epidermis adaxial
uniestrata, con células cutinizadas, de
forma tabular y dispuestas
compactamente. La hoja era bifacial en
cuanto a la distribucion del mesofilo, lo
cual es muy comun en la familia Solan-
aceae como lo indicado por Metcalfe y
Chalk, citados por Garciay Torres (6).
El clororénquima constituido por una
capa de empalizada y de dos a tres de
esponjoso, con células de paredes
delgadas y separadas por espacios
intercelulares, ambas con cloroplastos.
La cuticula de la epidermis abaxial se
observé de menor grosor y con células
mas pequefias que la adaxial.

5. Raiz adventicia.

Las secciones transversales
(figura 7) y longitudinales de las raices
adventicias mostraron una rizodermis
continua y uniestrata. Los pelos
radicales eran unicelulares, sin
cuticulay de origen exdgeno. La corteza
completamente parenquimatica; la
exodermis y la endodermis se
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diferenciaron muy tempranamente,
ambas uniestratificadas y por debajo
de esta ultima se ubico el periciclo
uniseriado. El xilema y el floema
primarios presentaron una disposicion
radial; dos polos xileméaticos,
alternando con igual nimero de polos
floeméaticos. Esto coincide con lo
sefialado por Artschwager y Hayward,
citados por Cutter (3), al indicar que
las raices jovenes pueden ser diarcas;
pero difieren con Vries, citado por esta
misma autora, al reportar raices
triarcas en el cv. Arran Pilot. El centro
del corte se observé formado por células
parenquimaticas pequefias, sin
espacios intercelulares.

B. Origen de los estolones,
microtubérculos y raices adventicias.

1. Formacion del estolon.

En seccién transversal (figura 7)
del tallo aéreo se observo la formacion
del estolén a partir de tejidos no
diferenciados resguardados en las zo-
nas axilares de este 6rgano, los cuales
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Figura 7. Zona axilar del tallo aéreo de plantas in vitro de papa (S.
tuberosum L.) cv '‘Granola' mostrando el desarrollo de un
estolon. A. Seccidn transversal. (ma) masa de tejido
meristematico, (n) ndcleos en division (1000x). B Seccidn lon-
gitudinal. (est) estolon en desarrollo, (pf) primordios foliares,
(tv) tejidos vasculares, (ta) tallo aéreo y (t) tricomas (100x).

se diferencian de otros tejidos que los
rodean por sus nucleos grandes y su
densa tincion con eosina. El primordio
de estolon inicialmente presento tejidos
no diferenciados y durante su
formaciony el desarrollo de sucesivos
entrenudos, la anatomia del tallo aéreo
se alterd como cosecuencia de cambios
provocados por la emergencia del
mismo hacia la superficie. El apice del
estoldn origind un par de primordios
foliares inicialmente opuestos, luego
alternos y entre ellos el domo del
meristema apical. Posteriormente
continuaron las divisiones vy
subsecuentemente la diferenciacion de
otros tejidos en la porcion proximal de
este dérgano.

2. Formacién de microtu-
bérculos a partir del estoldn
(figuras 8y 9).

En las plantas in vitro se pudo
observar que la formacion de los
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microtubérculo fue el resultado de dos
modalidades: unos se originaron a
partir de layema axilar del tallo aéreo,
la cual sufre un pequefio alargamiento
antes de comenzar el engrosamiento
en el 4pice y otros en la zona subapical
del estolén. En el primer caso se
observaron muy cercanos al eje o
apenas separados de este érgano por
un corto estolon.

Una vez desarrollado el estolén,
su crecimiento se detuvo y se evidencid
la formacion de un engrosamiento
provocado por divisiones celulares y/o
aumento del didmetro de las células
parenquimaticas de la corteza, médula
y zonas perimedulares del entrenudo
ubicado por debajo del 4pice. Esto co-
incide con lo reportado por Xin et al.
(14), quienes senalaron divisiones y
alargamiento de las células
parenquimaticas en estas zonas du-
rante la formacién de microtubérculos.
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Figura8. A. Seccion longitudinal de la zona axilar del tallo aéreo de la
planta in vitro de papa (S. tuberosum L.) mostrando la
formacién de un microtubérculo (100X). B. Plantas in vitro
mostrando el desarrollo de microtubérculos en el tallo aéreo.
(mi) microtubérculo, (pec) peciolo, (ta) tallo

El fel6geno se formd a partir de lao las
primeras capas corticales y por
divisiones sucesivas origing la
peridermis, tejido que sustituyé a la
epidermis.

En secciones longitudinales del
tallo aéreo se pudo evidenciar una
masa de células meristematicas en
posicion axilar, la cual se organiz6 en
un meristema apical por divisiones
anticlinales y periclinales. Estas
células originan un primordio de
estolén de crecimiento muy limitado,
proceso que termind muy
tempranamente, inicidndose la
formacion de un microtubérculo muy
cerca del tallo aéreo. El posterior
desarrollo del microtubérculo es
semejante al descrito anteriormente.
Al respecto, Vreugdenhil et al. (13)
sefialaron que el desarrollo de las
yemas axilares en tubérculos,
estolones o brotes esté relacionado con
la composicién del medio de cultivo,
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ocurriendo la formacion de las dos
primeras estructuras en presencia de
altas concentraciones de sacarosa (8%).
Dicha concentracion fue igual a la del
medio nutritivo usado en esta
investigacion para la induccion de
microtubérculos.

3. Formacion de raices
adventicias (figura 10).

En la plantas in vitro fijadas a
partir del séptimo dia de induccion a
la tuberizacion, el parénquima de las
zonas interfasciculares del tallo aéreo
comenz6 a dividirse, formando las
células iniciales de la raiz y causando
modificaciones en la anatomia de este
organo. Luego de catorce dias, el grupo
de células asi generado se
individualizo, formando el primordio de
raiz que se diferencié de los tejidos
circundantes por sus nucleos grandes
y una densa tincién con eosina; asi
como por los tejidos propios del érgano
que se estaba diferenciando. Mediante
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Figura9. A. Seccién longitudinal del tallo aéreo de plantas in vitro de

papa (S. tuberosum L.) mostrando la formaciéon de un estolon
(50x). B. Seccion longitudinal del apice del estolon mostrando
el desarrollo de un microtubérculo en la regién subapical
(50X). C. Plantas in vitro con formacién de microtubérculos
en los estolones. (ta) tallo, (tv) tejidos vasculares, (est)
estolén, (Mi) microtubérculo, (ma) meristema apical, (pf)
primordio foliar.

divisiones sucesivas, estas estructuras
se abrieron paso a través de los tejidos
corticales del tallo y emergieron a la
superficie del mismo, llevando en su

extremo distal la cofia. Seguidamente
ocurrié un répido crecimiento en el
medio de cultivo y en esta etapa ya fue
posible diferenciar las distintas zonas

Figura 10. Seccion transversal de la base del tallo aéreo de plantas in

vitro de papa (S. tuberosum L.) mostrando la formacién de
una raiz adventicia. A. Formacion del primordio de raiz a
partir del parénquima interfascicular (x) B. Raiz adventi-
ciaemergiendo del tallo (X). (pr) primordio de raiz, (ci) cam-
bium interfascicular, (c) corteza, (hv) haz vascular, (x)
xilema, (f) floema, (m) médula, (e) epidermis, (tv) tejidos
vasculares, (ra) raiz adventiciay (co) cofia
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histoldgicas de la raiz. Estos resultados partir de células de la zona interfas-
difieren de lo sefialado por Vries, citado cicular, sin especificar los tejidos
por Cutter (3) para cv Arran Pilot, intervienen en su formacion.

quien determind el origen de laraiza

Conclusiones

En el tallo de Solanum microtubérculos se originé a partir de
tuberosum cv. Granola cultivada in tejidos hipodérmicos.

vitro no se observo la formacién de En la lamina foliar, los tipos
floema interno, por lo que los haces se tricométicos variaron al comparar la
describen como colaterales abiertos. zona del apice con la media o labasey

Los estolones se originaron a los estomas observados fueron de tipo

partir de tejidos no diferenciados en las paracitico y/o anomociticos, con
zonas axilares del tallo aéreo y los distribucién irregular.

microtubérculos en la zona subapical Las raices adventicias resultaron

del estolén, asi como a partir de layema ser diarcasy los tejidos parenquimaticos

axilar del tallo aéreo, muy cercanos al que intervinieron en la formacion del

eje o separados del mismo por un corto primordio radical se ubicaron en lazona

estolon. EI felégeno en los interfascicular del tallo aéreo.
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