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Resumen

Introduccion. La caracterizacion de cultivares de Rubus spp. tolerantes al estrés hidrico en campos experimentales
es complicado por la dificultad de controlar los factores externos del medio ambiente donde son instalados. La
induccién de estrés in vitro es una herramienta eficiente para estudiar los mecanismos de respuesta de las plantas y
se emplea en los programas de mejoramiento para la seleccion de genotipos tolerantes al estrés hidrico. Objetivo.
Evaluar la respuesta morfoldgica y fisioldgica in vitro de los explantes en tres cultivares y la accesion silvestre de
Rubus spp. bajo condiciones de estrés hidrico simulado con manitol. Materiales y métodos. El estudio se realizé en
el Laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas, Perd, durante
el afio 2020. Se empled un diseflo completamente al azar con arreglo factorial (Factor A: cuatro genotipos y Factor
B: potenciales hidricos simulados con manitol: 0, -0,2, -0,3 y -0,4 MPa) y cuatro explantes por unidad experimental.
Resultados. Los cultivares respondieron de manera distinta bajo estrés hidrico simulado con manitol. Los cultivares
Navaho y Tupy registraron mayor tolerancia. Conclusion. Los rasgos morfoldgicos y fisioldgicos relacionados con la
longitud de raiz, el contenido hidrico de brote, raiz y hoja permitieron identificar cultivares de Rubus spp. tolerantes
al estrés hidrico simulado con manitol en la fase vegetativa.

Palabras clave: plantulas, potencial hidrico, seleccion, sequia, genotipos.

Abstract

Introduction. The characterization of hydric drought stress tolerant cultivars of Rubus spp. in experimental
fields is complicated by the difficulty of controlling the external factors of the environment where they are installed.
In vitro stress induction is an efficient tool to study plant response mechanisms and is used in breeding programs
for the selection of hydric drought stress tolerant genotypes. Objective. To evaluate the in vifro morphological and
physiological response of explants in three cultivars and the wild accession of Rubus spp. under mannitol-simulated
hydric drought stress conditions. Materials and methods. The study was carried out in the Biology Laboratory
of Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas, Peru, during the year 2020. A completely
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randomized design with factorial arrangement (Factor A: four genotypes and Factor B: simulated water potentials
with mannitol: 0, -0.2, -0.3, and -0.4 MPa) and four explants per experimental unit were used. Results. The cultivars
responded differently under mannitol-simulated hydric drought stress. The Navaho and Tupy cultivars registered
higher tolerance. Conclusion. The morphological and physiological traits related to the root length, the water content
of the shoot, root and leaf allowed to identify Rubus spp. cultivars tolerant to mannitol-simulated hydric drought stress
in the vegetative phase.

Keywords: seedlings, water potential, selection, drought, genotypes.

Introduccion

El género Rubus pertenece a la familia Rosaceae, estd conformado por un nimero aproximado de 750 especies,
distribuidas en todos los continentes, a excepcidn de la Antdrtida, comprende especies que se caracterizan por ser
muy diversas a nivel morfolégico y genético, asimismo, las especies silvestres son muy variadas en comparacion con
los cultivares domesticados que han sido mejorados para fruto comestible (Alice & Campbell, 1999; Wu et al., 2009).

Para simular las condiciones de estrés hidrico son empleados compuestos como el PEG 6000, PEG 8000,
manitol y sorbitol, los cuales permiten la reduccién del potencial hidrico en el medio de cultivo, que restringen
la disponibilidad de agua a los explantes (Carloni et al., 2017; Collado et al., 2017; Rangel-Fajardo et al., 2019;
Rukundo et al., 2012). La induccion de estrés in vitro puede emplearse en el estudio de los mecanismos de respuesta
en las plantas y de esta manera tener una mejor comprension de los aspectos fisioldgicos y genéticos que se
encuentran involucrados (Pant et al., 2014), razén por la cual, son empleados en los programas de mejoramiento
para la seleccién rdpida en la identificacion de genotipos tolerantes al estrés hidrico. En ese sentido, se ha empleado
PEG 6000 en la identificacidn de cultivares de Phaseolus vulgaris (Collado et al., 2017) y de Solanum lycopersicum
(Aazami et al., 2010) tolerantes al estrés hidrico.

El manitol se ha empleado para la caracterizacion y seleccion de somaclones de Pennisetum ciliare (Carloni et
al., 2017), respuesta morfoldgica de cultivares de Manihot esculenta para la identificacion de cultivares tolerantes al
estrés hidrico (Jolayemi & Opabode, 2018), tamizaje de clones de Solanum tuberosum tolerantes al déficit de agua
(Sattar et al., 2021), marcadores de carotenoides en raices para la identificacion de tolerancia al estrés hidrico en las
fases iniciales de la germinacion de semillas de maiz cv. Tuzén (Herndndez et al., 2018), evaluacion de la expresion
de genes UGT85C2 y KO que regulan el contenido de esteviol y glicdsido bajo condiciones de deficiencia hidrica en
plantulas de Stevia rebaudiana (Hashempoor et al., 2018), marcadores quimicos de tolerancia a bajos contenidos de
agua y estrés salino en pldntulas de cafia de azicar sometidas en biorreactores de inmersién temporal (Gémez et al.,
2020), caracterizacion de clones é€lite de Eucalyptus tereticornis tolerantes al estrés salino (Singh & Kumar, 2020).

Las plantas han desarrollado diversos mecanismos para disminuir los efectos nocivos del estrés abidtico, la
disminucion del crecimiento en las pldntulas es el efecto mds significativo en la respuesta morfoldgica por la falta
de agua, que incluso la puede conducir a su muerte (Chutipaijit, 2016; Yang et al., 2021). Algunas plantas tienen la
capacidad de incrementar la longitud de la raiz en los estadios tempranos de crecimiento, como la longitud, peso,
volumen y densidad de las raices, variables que pueden estar asociadas a la resistencia al estrés hidrico en los
cultivos (Fang & Xiong, 2015); ademds, hay plantas que bajo condiciones hidricas adversas el crecimiento foliar se
afecta mds en comparacion con el crecimiento radicular (Mahajan & Tuteja, 2005). La tolerancia al estrés hidrico
en las especies cultivadas, es la capacidad de las plantas para mantener la biomasa, crecimiento o produccion bajo
escasa disponibilidad de agua (Tardieu et al., 2018).
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En los cultivares de M. esculenta sometidos a potenciales hidrico de -0,3 MPa, las pldntulas incrementaron
la longitud de raices, respuesta que pudo estar asociada a la expansion de la superficie de contacto con el medio
de cultivo para mejorar la absorcién de agua y evitar el estrés hidrico (Jolayemi & Opabode, 2018). Otro aspecto
importante del desarrollo de pldntulas bajo condiciones de estrés in vitro, es la asociacion con los pigmentos
fotosintéticos, por ejemplo en explantes de palma cv. Bartamoda en altas concentraciones de manitol, seguida por
sorbitol a 0,5M, el contenido de las clorofilas en los brotes disminuy6 significativamente (Elzaher et al., 2019),
sin embargo, en especies del género Lathyrus el estrés hidrico simulado con PEG 6000 registré bajo efecto en los
pigmentos fotosintéticos (Piwowarczyk et al., 2014).

Los valores del indice de clorofila (IC, unidades SPAD), se han empleado para obtener un registro rdpido del
estado de la clorofila en las pldntulas, estudios previos sustentan que los IC disminuyen bajo condiciones de estrés
hidrico, corroborados en los cultivares de Manihot esculenta (Zhu et al., 2020) y genotipos de Solanum tuberosum
(Rolando et al., 2015); sin embargo, en especies como Vigna radiata los IC aumentan bajo condiciones de estrés
hidrico (Bangar et al., 2019), por otro lado, en Jathropa curcas los bajos contenidos de agua no reducen la cantidad
de clorofila, pero conduce a una reduccién de la clorofila a/b (Sapeta et al., 2013).

En la actualidad, por efecto del cambio climdtico y destruccién del equilibrio ecoldgico, la escasez de agua
se ha convertido en un grave problema. La sequia es un factor clave que restringe el desarrollo de la produccion
agricola, por lo tanto, son necesarios estudios que permitan conocer la tolerancia de los cultivos frente a la sequia
(Yang et al., 2021). El género Rubus es sensible a la sequia y los efectos del cambio climdtico puede tener un efecto
negativo en este cultivo, que afecta la calidad y productividad de la fruta (Vergara et al., 2016). El estudio del uso
de manitol en la induccidn de estrés osmdtico, produce una severidad especifica por genotipo, la cual se evalda de
manera separada por cada especie (Samarina et al., 2020).

Al existir escasa informacion del uso del manitol para simular condiciones de estrés hidrico para la seleccién
de cultivares de Rubus spp., la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la respuesta morfoldgica y
fisioldgica in vitro de los explantes en tres cultivares y una accesion silvestre de Rubus spp. bajo condiciones de
estrés hidrico simulado con manitol.

Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Biologfa de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza
de Amazonas, Perd, durante el afio 2020. El material vegetal empleado estuvo conformado por pldntulas in vitro de
Rubus spp., de los cultivares Brazos Navaho, Tupy y la accesion silvestre 001-Rsp-UNTRM (AS-001), un genotipo
adecuado para su agroindustrializacién (Millones, 2018).

En junio de 2020 las pldntulas con 5 a 6 cm de longitud se multiplicaron a partir de segmentos nodales y se
colocaron en medio de enraizamiento constituido por las sales y vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962), myo-
inositol 100 mg L™, sacarosa 3 %, buffer fosfato 18 mL L', phytagel Sigma 0,15 %, carbén activado 0,3 %, dcido
indolbutirico (AIB) 2 mg L, dcido naftalenacético (ANA) 1 mg L'y pH ajustado a 5,8 (Millones & Vdsquez, 2020).

En octubre de 2020, a plantulas de 5 cm de longitud se escindieron segmentos nodales con una yema axilar y
se traspasaron a medio de crecimiento y desarrollo constituido por las sales y vitaminas MS, myo-inositol 100 mg
L, sacarosa 3 %, buffer fosfato18 mL L', phytagel Sigma 0,15 %, pH ajustado a 5,8 (Millones & Vasquez, 2020)
con manitol en las concentraciones 14,86, 22,29, 29,72, 37,15 y 44,58 g L', respectivamente, para simular los
potenciales hidricos -0,2, -0,3, -0,4, -0,5 y -0,6 MPa (M1, M2, M3, M4 y M5), establecidos mediante la ecuacién
de Van’t Hoff (Klimaszewska et al., 2000), mds el testigo sin manitol (T). Cuatro segmentos nodales se colocaron
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en vasos magenta con el medio de cultivo experimental respectivo y se cultivaron a 24 + 2 °C con fotoperiodo de
16/8 h e irradiacién de 50 gmol m2s,

Después de 45 dias de cultivo in vitro de los explantes, se recopilaron los datos de los potenciales hidricos M1,
M2 y M3 y el testigo concerniente al nimero y longitud de raices, drea foliar (obtenida a partir de fotos y con el
software Image Tool 3.0), indice de clorofila (IC) en unidades SPAD (con el medidor de clorofila Konica Minolta
SPAD-502 Plus), contenido de agua (%) determinado mediante la férmula CA (%) = [(peso fresco — peso seco)/
peso fresco] x 100 (Rukundo et al., 2012), el peso seco del brote y la raiz (colocados por separado a secar en una
estufa a 60 °C hasta peso constante), y relacion raiz/brote (R/B) determinado mediante la relacién del peso seco de
la raiz sobre el peso seco del brote (Xu et al., 2015). No se procesaron datos de los potenciales hidrico M4 y M5
por ser afectados los explantes.

Los experimentos que determinaron los efectos del cultivar y los potenciales hidricos en el crecimiento
vegetativo de pldntulas in vitro de Rubus spp. fueron bajo un disefio completamente al azar en arreglo factorial
(factor A: cuatro genotipos, factor B: cuatro potenciales hidricos que incluyen el testigo absoluto) y cuatro explantes
por unidad experimental. Las diferencias significativas entre las medias se calcularon con la prueba Tukey a p<0,05.
El ANOVA de dos factores se realizé para analizar los efectos combinados de estos. El MANOVA de dos factores
se realizo con todas las variables morfoldgicas y fisioldgicas. Las diferencias significativas se analizaron a p<0,05
y p<0,01, respectivamente. La relacion entre los caracteres morfoldgicos y fisioldgicos se exploraron con la técnica
de andlisis de los componentes principales. Los resultados de los componentes principales se visualizaron con el
Biplot construido entre los dos primeros componentes principales (PC1 y PC2). El andlisis estadistico de los datos
se realizo con el software R version 4.1.0.

Resultados

El MANOVA de dos factores de las variables morfoldgicas y fisioldgicas en el crecimiento vegetativo de
pldntulas de Rubus spp., mostraron que los pardmetros individuales cultivar, potencial hidrico y el efecto de
interaccidn cultivar x potencial hidrico fueron altamente significativos (p<0,01), con efectos negativos sobre el
crecimiento vegetativo en las pldntulas de Rubus spp. (Cuadro 1).

Cuadro 1. MANOVA de dos factores de los efectos de cultivares de Rubus spp. y potenciales hidricos del manitol, y sus efectos
combinados sobre todas las variables morfoldgicas y fisioldgicas del crecimiento vegetativo en plantulas de Rubus spp. Laboratorio de
Biologifa de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas. Amazonas, Perd, 2020.

Table 1. MANOVA of two factors of the effects of cultivars of Rubus spp. and water potentials using mannitol, and their combined
effects on all morphological and physiological variables of vegetative growth in seedlings of Rubus spp. Biology Laboratory of the
Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas. Amazonas, Peru, 2020.

Parametro Wilk’s Lambda F P
Cultivar 0,012 10,84 ok
Potencial hidrico 0,048 5,65 Hk
Cultivar x potencial hidrico 0,024 1,88 *k

**Diferencia significativa a p<0,01. / ** Significant difference at p<0.01.

Los cultivares de Rubus spp. respondieron de forma diferente en los caracteres morfoldgicos frente al estrés
hidrico simulado. En el nimero de raices en explantes sin estrés hidrico los cultivares respondieron de manera
similar (Figura 1a). En potencial hidrico (PHi) -0,2 MPa el cv. Navaho, en PHi de -0,3 MPa el cv. Tupy y la
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Figura 1. Respuesta morfoldgica de plantulas de Rubus spp. sometidas a diferentes potenciales hidricos con el empleo del manitol.
Laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas. Amazonas, Perd, 2020. a) nimero
de raices, b) longitud de raices, c) drea foliar.

Datos presentados con medias + desviacion standard, diferentes letras indican diferencias significativas en los pardmetros para un
p=<0,05 de acuerdo con la prueba Tukey. Br (Brazos), Na (Navaho), Tu (Tupy), Z1 (accesion silvestre 001-Rsp-UNTRM). M1 (-0,2
Mpa), M2 (-0,3 MPa), M3 (-0,4 MPa), T (Testigo).

Figure 1. Morphological response of Rubus spp. seedlings subjected to different water potentials with the use of mannitol. Biology
Laboratory of the Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas. Amazonas, Peru, 2020. a) Number of roots, b)
Length of roots, c) leaf area.

Data presented with means + standard deviation, different letters indicate significant differences in the parameters for a p< =0.05
according to the Tukey test. Br (Brazos), Na (Navaho), Tu (Tupy), Z1 (wild accession 001-Rsp-UNTRM). M1 (-0.2 MPa), M2 (-0.3
MPa), M3 (-0.4 MPa), T (Control).
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accesion silvestre 001-Rsp-UNTRM (AS-001) y en PHi -0,4 Mpa, la AS-001, mostraron un patrén de disminucion
del nimero de raices. El efecto negativo marcado de disminucién del nimero de raices se registré en la AS-001,
seguido del cv. Tupy en PHi -0,3 y -0,4 MPa, en tanto, los cultivares Brazos y Navaho mostraron una tolerancia
similar al estrés hidrico en estos PHi en comparacion con el testigo.

La longitud de raices (LngR) en explantes sin estrés hidrico mostrd diferencias significativas en los cultivares
Navaho, Tupy y la AS-001 comparados con el cv. Brazos que registré mayor LngR (Figura 1b). En PHi -0,2 MPa la
AS-001, en PHi -0,3 MPa el cv. Tupy y AS-001 y en PHi -0,4 MPa la AS-001, mostraron un patrén de disminucién
de la LngR. Las marcadas reducciones en la LngR se observaron en la AS-001 en PHi -0,3 y -0,4 MPa, en tanto,
los cultivares Brazos y Navaho mostraron una tolerancia similar al estrés hidrico en estos PHi, sin embargo, el cv
Brazos registré valores menores de LngR comparados con el testigo.

El drea foliar en explantes sin estrés hidrico mostraron diferencias significativas en los cultivares Brazos
y Navaho en comparacion con el cv. Tupy y el AS-001 (Figura 1c). En PHi -0,2 a -0,4 el cv. Tupy y la AS-
001, mostraron una tolerancia en comparacion con el testigo. Los cultivares Brazos y Navaho registraron una
disminucién del drea foliar en estos PHi.

Los caracteres fisiolégicos mostraron también diferentes respuestas frente al estrés hidrico, en el contenido
hidrico del brote (CHBr) sin estrés hidrico, el cv. Tupy registré menor porcentaje de CHBr, y se registraron
diferencias significativas con los otros cultivares (Figura 2a). En PHi -0,2, -0,3 y -0,4 MPa, el cv. Navaho mostré
diferencias significativas con el resto de los cultivares y AS-001. Los cultivares Navaho y Tupy mostraron una
tolerancia al estrés hidrico en los caracteres fisiologicos en PHi de -0,2 MPa.

En el contenido hidrico de raiz (CHRz) sin estrés hidrico la respuesta de los cultivares fue similar (Figura 2b).
En PHi -0,2 MPa los cultivares Brazos y AS-001, en PHi -0,4 los cultivares Brazos, Tupy y AS-001, registraron un
patrén de disminucion del % de CHRz. El cv. Navaho mostr6 tolerancia al estrés hidrico en PHi -0,2 y -0,4 MPa.

En el contenido hidrico de hoja (CHHj)) sin estrés hidrico la respuesta de los cultivares fue similar (Figura
2¢). En PHi -0,2 MPa los cultivares Brazos y AS-001, en PHi -0,3 y -0,4 los cultivares Brazos, Tupy y AS-001,
registraron un patrén de disminucién del % de CHHj. El cv. Navaho y Tupy mostraron tolerancia al estrés hidrico
en PHi -0,2 MPa.

La relacion raiz/brote sin estrés hidrico y los PHi -0,2 y -0,4 MPa, no mostraron diferencias significativas
(Figura 3a). En tanto, en el PHi -0,4 MPa solo el cv. Brazos mostré diferencias significativas comparado con los
otros genotipos.

El indice de clorofila sin estrés hidrico y los PHi -0,2; a 0,4 MPa no mostraron diferencias significativas
entre los cultivares de Rubus spp. (Figura 3b). En tanto, en el PHi -0,3 y -0,4 MPa el AS-001 mostré diferencias
significativas en comparacion con el testigo.

Respuestas fisiologicas y morfolégicas de especies de Rubus spp. sometidas a estrés hidrico se evaluaron a
través del andlisis de componentes principales (PC) las PC1 y PC2 explicaron el 87,3 % de la varianza de los datos
(Figura 4). Las puntuaciones negativas del PC1 (representd el 76 % de la varianza total), en las cuales el cv. Brazos
y la AS-001, registraron niveles menores de CHBr, CHHj y CHRz, en comparacion con el cv. Navaho y Tupy (en
las puntuaciones positivas de PC1). Estos resultados mostraron que el cv. Brazos y la AS-001 exhibieron cambios
fisioldgicos notables en el contenido hidrico del brote, la hoja y la raiz, para intentar adaptarse a los cambios en la
disponibilidad hidrica del medio de cultivo simulado con manitol.
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Figura 2. Respuesta fisioldgica de pldntulas de Rubus spp. sometidas a diferentes potenciales hidricos con el empleo de manitol.
Laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas. Amazonas, Perd, 2020. a) contenido
hidrico de brote, b) contenido hidrico de raiz, c) contenido hidrico de hoja.

Datos presentados con medias + desviacion standard, diferentes letras indican diferencias significativas en los pardmetros para un
p=<0,05 de acuerdo con la prueba Tukey. Br (Brazos), Na (Navajo), Tu (Tupy), Z1 (accesion silvestre 001-Rsp-UNTRM). M1(-0,2 Mpa),
M2(-0,3 MPa), M3(-0,4 MPa). CH (contenido hidrico).

Figure 2. Physiological response of Rubus spp. seedlings subjected to different water potentials with the use of mannitol. Biology
Laboratory of the Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas. Amazonas, Peru, 2020. a) sprout water content,
b) root water content, ¢) leaf water content.

Data presented with means + standard deviation, different letters indicate significant differences in the parameters for a p=<0,05
according to the Tukey test. Br (Arms), Na (Navajo), Tu (Tupy), Z1 (wild accession 001-Rsp-UNTRM). M1 (-0.2 MPa), M2 (-0.3
MPa), M3 (-0.4 MPa). CH (Water content).
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Figura 3. Respuesta fisioldgica de pldntulas de Rubus spp. sometidas a diferentes potenciales hidricos con el empleo de manitol.
Laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas. Amazonas, Pert, 2020.

a) relaciéon R/B, b) indice de clorofila. Datos presentados con medias + desviacién standard, diferentes letras indican diferencias
significativas en los pardmetros para un p<0,05 de acuerdo con la prueba Tukey. Br (Brazos), Na (Navajo), Tu (Tupy), Z1 (accesion
silvestre 001-Rsp-UNTRM). M1(-0,2 Mpa), M2(-0,3 MPa), M3(-0,4 MPa).

Figure 3. Physiological response of Rubus spp. seedlings subjected to different water potentials with the use of mannitol. Biology
Laboratory of the Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas. Amazonas, Peru, 2020.

a) root to shoot ratio, b) chlorophyll index. Data presented with means + standard deviation, different letters indicate significant
differences in the parameters for a p<0.05 according to the Tukey test. Br (Arms), Na (Navajo), Tu (Tupy), Z1 (wild accession 001-Rsp-
UNTRM). M1 (-0.2 MPa), M2 (-0.3 MPa), M3 (-0.4 MPa).

Discusion

Bajo condiciones de estrés hidrico simulado con manitol los caracteres morfoldgicos registrados en los
cultivares y la accesion silvestre de Rubus spp. respondieron de forma diferente. La longitud de raices en los
cultivares Navaho y Tupy no fueron afectadas por el estrés hidrico en comparacion con el testigo (p<0,001),
y mostraron un crecimiento similar en los PHi -0,2 a -0,4 MPa (Figura la), al respecto, es probable que la
disminucion del crecimiento radicular por efectos de estrés hidrico pueda estar relacionado al hecho de que estd
expuesta a la escasa de disponibilidad de agua, por tanto, es un érgano critico para la tolerancia al estrés hidrico en
las plantas (Sattar et al., 2021).

El nimero de raices en los cultivares Brazos, Navaho y Tupy registraron valores similares, fueron poco
afectados por el estrés hidrico al compararse con el testigo (p<0,001) y mostraron un nimero similar en los PHi
-0,2 a -0,4 MPa (Figura 1b). El drea foliar el cv. Tupy y la AS-001 registraron similar respuesta bajo estrés hidrico
en comparacién con el testigo (p=0,004), se observé un crecimiento similar en los PHi -0,2 a -0,4 MPa (Figura
1c). Estos resultados estdn respaldados por estudios anteriores, donde los caracteres morfoldgicos son afectados
por el estrés hidrico, cuyos principales efectos, en primer lugar estdn relacionados con la disminucién de la altura
de planta, registrado en especies de maiz (Anjum et al., 2017) y arroz (Patmi et al., 2020), nimero y longitud de
raices en Solanum tuberosum (Sattar et al., 2021), y en segundo lugar, por la disminucion del drea foliar como en
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Figura 4. Componentes principales de las respuestas morfoldgicas y fisioldgicas de cultivares de Rubus spp. Br (Brazos), Na (Navaho),
Tu (Tupy), Zl(accesion silvestre 001-Rsp-UNTRM). Laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza de Amazonas. Amazonas, Perd. 2020.

Longitud de raices (LngR), nimero de raices (NmRc), contenido hidrico de raices (CHRz), contenido hidrico de hojas (CHHj)),
contenido hidrico de brotes (CHBr), SPAD, drea foliar (ArFo).

Figure 4. Principal components of the morphological and physiological responses of cultivars of Rubus spp. Br (Brazos), Na (Navaho),
Tu (Tupy), Z1 (wild accession 001-Rsp-UNTRM). Biology Laboratory of the Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de
Amazonas. Amazonas, Peru. 2020.

Root length (LngR), number of roots (NmRc), root water content (CHRz), leaf water content (CHHj), shoot water content (CHBr),
SPAD, leaf area (ArFo).

Vigna radiata (Bangar et al., 2019) y Jatropha curcas (Sapeta et al., 2013); ambos efectos son producidos por el
descenso de la expansion celular, provocada por la pérdida de la turgencia celular, incluso puede estar asociado
con el deterioro de los mecanismos de la division celular (Yang et al., 2021). En PHi -0,2 a -0,4 el cv. Tupy y la
AS-001, registraron en el drea foliar una tolerancia en estos potenciales hidricos en comparacién con el testigo.
Mantener los valores de drea foliar bajo estrés hidrico moderado, es importante, porque permite tener mayores tasas
de fotosintesis y por tanto, mayores valores de la relacién raiz/brote (R/B) en las pldntulas.
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Los caracteres fisioldgicos tuvieron una respuesta diferente en los cultivares y la accesion silvestre evaluadas.
En el CHBr y CHHj, los cultivares Navaho y Tupy mostraron tolerancia frente al estrés hidrico en PHi de -0,2 MPa,
en tanto, en el CHRz el cv. Navaho registré tolerancia al estrés hidrico en los PHi -0,2 y -0,4 MPa (Figura 2a).
Estos resultados permiten conocer como los explantes pueden mantenerse hidratados bajos condiciones de escasa
disponibilidad de agua, es asi, que en cultivares de Musa spp. permitié identificar cultivares tolerantes al estrés
hidrico (Marssaro et al., 2017; Moreno-Bermudez et al., 2015).

En la presente investigacion el indice de clorofila (IC) en los cultivares de Rubus spp. no mostrd diferencias
significativas entre los PHi -0,2 a -0,4 MPa y el tratamiento sin estrés hidrico, en tanto, el AS-001 en PHi por
encima de -0,2 MPa mostré diferencias significativas con el tratamiento sin estrés hidrico. Este IC es importante
para identificar cultivares de Rubus sp. que efectian adecuadas tasas de fotosintesis bajo condiciones de estrés
hidrico moderado.

Los valores de la relacién R/B en las pldntulas difirieron con respecto al cultivar, nivel de potencial hidrico y
la interaccidn antagonica de estos factores. Esta relacion con frecuencia experimenta un incremento por efecto del
estrés hidrico, como las reportadas en arroz, soya y ryegrass (Du et al., 2020; Guo et al., 2020; Xu et al., 2015). En
el presente estudio, los cultivares Navaho y Tupy, no mostraron diferencias significativas en PHi -0,2 a -0,4 MPa,
en tanto, el cv. Brazos registré valores menores en comparacién con explantes sin estrés hidrico en PHi -0,4 MPa
(Figura 2d). El incremento de esta relacidn se observé en el cultivar Tupy al emplear potenciales hidricos de -0,2
a -0,4 MPa, con un aumento de la relacién R/B, los valores registrados indican que la materia seca fue distribuida
en mayor proporcion a las raices que en los brotes bajo condiciones de estrés hidrico, por tanto, esta relacion es
importante porque permitirfa identificar cultivares con una plasticidad fenotipica que faculte a la pldntula para
disminuir los efectos negativos frente al estrés hidrico moderado (Nicotra et al., 2010).

Las variables fisiolégicas: contenido hidrico de raiz (CHRz), contenido hidrico de hoja (CHHj) y el contenido
de brote (CHBr) bajo condiciones de estrés hidrico simulado con manitol en PHi -0,2 a -0,4 MPa, actuaron como
una sefial que indujo un mecanismo de respuesta fisioldgica, tal como se pudo apreciar en los CP de los cultivares
desarrollados bajo condiciones de estrés hidrico (Figura 3). Estas respuestas fisioldgicas en los cultivares Navaho
y Tupy representaron un mecanismo de adaptacion de los explantes al estrés hidrico, interpretado en las pequefias
diferencias observadas entre el control (sin estrés hidrico) y los PHi -0,2 a -0,4 Mpa. Por tanto, estos cultivares
estarfan mejor adaptados en la etapa vegetativa bajo condiciones moderadas de estrés hidrico.

Conclusiones

El estrés hidrico simulado con manitol produjo cambios a nivel morfoldgico y fisioldgico en los cultivares
estudiados.

Los cultivares Navaho y Tupy fueron los explantes in vitro que mostraron mayor tolerancia y los mejores
adaptados para el estrés hidrico simulado con manitol en las variables fisiolégicas como el contenido hidrico de
raiz (CHRz), contenido hidrico de hoja (CHHj) y el contenido hidrico de brote (CHBr).

El explante in vitro cv. Brazos mostré una mayor tolerancia al estrés hidrico simulado con manitol en la
variable morfoldgica de la longitud de la raiz (LngR).

Los rasgos morfoldgicos y fisioldgicos relacionados con la longitud de raiz, el contenido hidrico del brote, raiz
y hoja permitieron identificar in vitro cultivares de Rubus spp. tolerantes al estrés hidrico simulado con manitol en
la fase vegetativa.
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