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Resumen

El estrés salino es uno de los principales problemas que restringe la produccién de los cultivos, afectando el desempefio agronémico y la
calidad del fruto, por lo que la presente investigacion se realiz6 para identificar la tolerancia a la salinidad en cultivares de Rubus spp. en
la etapa vegetativa bajo condiciones in vitro. Secciones nodales de tres cultivares fueron colocadas en medio de crecimiento y desarrollo
suplementado con tres niveles de NaCl (0, 35 y 70 mM). Se emple6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial (Factor A: tres
cultivares y Factor B: dos niveles de NaCl y un control), con tres repeticiones. El cultivar ‘Brazos’ registr6 una adecuada respuesta en la
altura de brote cuando fue sometido a estrés salino simulado con 70 mM de NaCl. Los cultivares ‘Tupy’ y ‘Brazos’ registraron tolerancia a
35 mM de NaCl en la variable nimero de hojas comparadas con el control. Los caracteres nimero de hojas y altura de brote permitieron
identificar tolerancia al estrés salino en la etapa vegetativa de los cultivares de Rubus spp. bajo condiciones in vitro.
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Abstract

Salt stress is one of the main problems that restricts crop production, affecting agronomic performance and fruit quality. Therefore, this
research was conducted to identify salinity tolerance in Rubus spp. cultivars at the vegetative stage under in vitro conditions. Nodal
segments of the three cultivars were placed in growth and development media supplemented with three levels of NaCl (0, 35 and 70 mM).
A completely randomized design with a factorial arrangement was used (Factor A: three cultivars and Factor B: two levels of NaCl and
control), with three replications. The cultivar ‘Brazos’ registered an adequate response in shoot height when subjected to simulated saline
stress with 70 mM NaCl. The cultivars “Tupy’ and ‘Brazos’ registered tolerance to 35 mM NaCl in the variable number of leaves compared
to the control. The traits number of leaves and shoot height allowed to identify tolerance to saline stress in the vegetative stage of Rubus
spp. cultivars under in vitro conditions.
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Introduccion 2019; Yang et al., 2021). En los berries de importancia
economica de la familia Rosaceae al igual que el resto
de las especies cultivables son también sensibles al

estrés ambiental como la sequia y la salinidad. Estos

El género Rubus comprende una extensa
diversidad genética, abarcando un considerable

nimero de especies silvestres, en comparacion con los
cultivares comerciales destinados para fruto fresco (Wu
et al., 2009). Actualmente los cultivares de Rubus han
incrementado las areas de siembra por la alta demanda
de su fruto, el cual posee compuestos bioactivos para
la produccion de alimentos funcionales con impacto en
la salud humana para la prevencion de enfermedades
(Skrovankova et al., 2015).

El estrés hidrico y salino son los principales
problemas que restringen la produccion de los cultivos.
En particular el estrés salino es el factor limitante mas
serio que disminuye la productividad en la agricultura y
afecta grandes 4reas cultivables en el mundo (Yamaguchi
y Blunwald, 2005; Marcek et al., 2015; Saidimoradi et al.,

factores afectan el desempefio agrondémico a nivel
mundial, influyendo en las caracteristicas anatémicas y
fisiologicas de la planta a través de cambios inducidos
en las vias y mecanismos moleculares (Ghaderi et al.,
2018). Las plantas sometidas a estrés abidtico pueden ser
afectadas en su crecimiento y desarrollo, principalmente
la expansion de las hojas, movimiento de estomas,
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eventos que disminuyen la tasa de fotosintesis por la
disminucion del potencial hidrico del suelo (Mozafari
et al.,, 2019). Por otra parte, las plantas experimentan
estrés osmotico e ionico bajo alta salinidad. El estrés
osmotico es debido a las sales acumuladas en el exterior
de las raices, restringiendo la absorcion de agua,
elongacion de las células, crecimiento y desarrollo de
los organos aéreos; en tanto, el estrés idnico estd dado
por la toxicidad de iones de Na" lo cual ocasiona la
senescencia de las hojas inhibiendo la fotosintesis, la
sintesis de proteinas y la actividad enzimatica (Horie
et al.,, 2012). Las plantas han desarrollado diferentes
mecanismos celulares que reducen los efectos al estrés
abiotico, y pueden cuantificarse a través del impacto en
diferentes caracteristicas como la tasa de crecimiento
relativo, relaciones hidricas, transpiracion, la eficiencia
del uso de la transpiracion, relaciones idnicas,
fotosintesis, senescencia, rendimiento y componentes
del rendimiento (Negrdo et al., 2017). Por tanto, el
aumento de la productividad de los cultivos depende en
gran medida del desarrollo de variedades, cultivares,
hibridos, entre otros tolerantes al estrés abidtico,
requiriendo procedimientos eficaces para evaluar e
identificar cultivares superiores (Mohan y Shashidharan,
2018). Bajo condiciones de invernadero plantas de Rubus
sp. sin espinas mostraron baja tolerancia a la salinidad
simulada con NaCl, mostrando crecimiento limitado
de la parte aérea, reducida produccion de materia seca
y escasa tasa de evapotranspiracion (Casierra-Posada
y Hernandez, 2006). En el cultivar Tupy (Rubus spp.)
conducido en macetas de 19 L las plantas disminuyen
el crecimiento y rendimiento de fruto empleando
conductividades eléctricas por encima de 2.4 dS m™, en
particular, las altas conductividades eléctricas afectaron
la calidad de fruto, peso, tamafio, indice de redondez y la
relacion SST/AT (Gonzalez-Jiménez et al., 2020).

Nuevas técnicas deben ser desarrolladas para
identificar genotipos tolerantes a la salinidad. La
seleccion y el mejoramiento de genotipos deseables
requiere de métodos de tamizaje adecuados
(Bezirganoglu, 2017). El cultivo in vitro es un método
util y rapido en la identificacion del estrés salino en
explantes, porque proporciona un medio controlado
y estable para identificar respuestas fisiologicas y vias
bioquimicas en plantas, especialmente a nivel molecular
bajo diferentes niveles de concentracion de sales (Mohan
y Shashidharan, 2018). El estrés salino simulado con
NaCl bajo condiciones in vitro ha sido realizado en
embriones cigoticos de Arachis hypogaea (Mohan y
Shashidharan, 2018); plantulas germinadas de trigo
(Triticum aestivum) (El Sabagh et al., 2021); plantulas
germinadas de triticale (X Triticosecale Wittmack)
(Bezirganoglu, 2017); segmentos nodales de fresa
(Fragaria x ananassa) cv. ‘Queen Elisa’ (Mozafari

et al., 2019); brotes apicales de frambuesa (Rubus
idaeus) (Neocleous y Vasilakakis, 2008); plantulas de
Rubus fruticosus (Marcek et al., 2015). En cultivares
de zarzamora se ha evaluado el estrés salino simulado
con NaCl en invernadero en el cultivar Tupy (Gonzalez-
Jiménez et al., 2020) y mora de castilla (Cardona et al.,
2017). Sin embargo, existe una escasa informacion de
protocolos que permita la identificacién temprana in
vitro de cultivares de zarzamora Rubus spp. tolerantes
al estrés salino simulado con NaCl. Los protocolos
establecidos refieren tolerancia al estrés salino en Rubus
idaeus, por tanto, es necesario realizar tamizaje que
permita identificar estrés por NaCl en la zarzamora.
El presente trabajo tuvo como objetivo identificar la
tolerancia a la salinidad por NaCl en cultivares de Rubus
spp. en la etapa vegetativa bajo condiciones in vitro.

Materiales y métodos
Material vegetal

El material vegetativo estuvo constituido por
plantulas de los cultivares de zarzamora Rubus spp.
‘Brazos’, ‘Navajo’, “Tupy’ ir vitro en el Laboratorio de
Biologia, Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza de Amazonas, Peru en el afio 2019.

Multiplicacién de secciones vegetativas

La multiplicacion de las secciones vegetativas de
cultivares de Rubus spp. in vitro se obtuvieron a partir de
esquejes donadores de secciones nodales con una yema
axilar y colocados en medios de cultivo de crecimiento
y desarrollo preparado con las sales basales y vitaminas
MS (Murashige y Skoog, 1962), mio-inositol 100 mg/L,
sacarosa 30 g/L, buffer fosfato 18 mL/L, acido ascorbico
150 mg/L y phytagel 1.5 g/L (Millones y Vasquez, 2020).
A los 90 dias de cultivo in vitro se obtuvieron esquejes
de aproximadamente cinco cm de altura, que fueron
empleados para la obtencion de las secciones nodales
que fueron colocadas en medios de cultivo a diferentes
condiciones de estrés salino simuladas con NaCl.

Tratamiento de estrés salino

Para evaluar el crecimiento y desarrollo de
las secciones nodales en los cultivares de Rubus spp.
bajo condiciones de salinidad se emple6 la misma
composicion del medio de crecimiento y desarrollo,
pero en este caso adicionando dos dosis de NaCl (35 y
70 mM) mds un control (0 mM) y cultivadas in vitro
por 42 dias. Todas las plantulas fueron incubadas a 24 +
2 °C, irradiancia 60 pmol m?s, fotoperiodo 16/8 horas
(luz/oscuridad) empleando lamparas fluorescentes 36
W tipo luz fria.
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Parametros de crecimiento

Los parametros de crecimiento fueron registrados
para cada explante en el vaso de magenta. La altura
de brote y longitud de raiz fueron medidas con regla
milimetrada. El nimero de hojas fue registrado por
conteo visual de aquellas hojas que mostraron color
verde, descartando aquellas hojas cloréticas y pardo
amarillentas. El area foliar fue determinada a partir de
las primeras hojas del tercio superior completamente
expandidas, las cuales fueron fotografiadas empleando
una camara digital (18 megapixel de resolucion), y las
fotos fueron procesadas empleando el software Imagel.

Medicion del valor SPAD

La medicion del valor SPAD fue determinado
a partir de las primeras hojas del tercio superior
completamente expandidas, empleando un medidor de
clorofila MINOLTA SPAD 502 Plus.

Analisis estadistico

La evaluacion de los niveles de NaCl simulando
estrés salino en los cultivares de Rubus spp. sobre
la respuesta morfologica y valores SPAD de las
plantulas desarrolladas in vitro se empled un disefio
completamente al azar en arreglo factorial (Factor A:
tres cultivares de Rubus spp., Factor B: dos niveles de
estrés salino mas un control) con tres repeticiones (tres
secciones nodales por repeticion). La significancia entre
las medias fue calculada con la prueba Tukey a P <0.05.
El ANOVA de dos bifactorial fue empleado para evaluar
los efectos combinados de los factores. EI MANOVA
bifactorial factores fue realizado en las variables
morfoldgicas y fisiologicas. Los niveles de significancia
fueron analizadas a P <0.05 y P <0.01, respectivamente.
La relacion entre las variables respuesta morfo-
fisiologicas fueron explorados mediante el analisis
de los componentes principales. Los componentes
principales fueron representados en el Biplot a partir de
los primeros componentes principales (PC1 y PC2). Se
realizaron los analisis de los datos empleando el software
R version 4.3.2.

Resultados

El MANOVA bifactorial correspondiente a las
variables morfologicas y valores SPAD en el crecimiento
y desarrollo de plantulas de los cultivares de Rubus
sp. bajo estrés salino muestran que los parametros
individuales Cultivar y NaCl fueron significativos (P <
0.01, P <0.05). La interacciéon Cultivar x NaCl fue no
significativo (Tabla 1).

Tabla 1. MANOVA bifactorial de los efectos de los
cultivares, niveles de NaCl y sus efectos combinados
sobre las variables morfologicas y valores SPAD
en el crecimiento y desarrollo de plantulas de los
cultivares de Rubus spp.

Parametro  Wilk’s Lambda F P (>F)
Cultivar 0,19 4,95 0,00057
NaCl 0,17 5,29  0,00035
Cultivar x NaCl 0,38 1,09 0,39122

Las plantulas de los cultivares de Rubus spp.
mostraron respuestas diferentes en los caracteres
morfologicos y valores SPAD sometidos a diferentes
niveles de NaCl en el medio de cultivo de crecimiento
y desarrollo. La altura de brote de los cultivares ‘Tupy’
y ‘Brazos’ cultivados con 35 mM de NaCl en el medio
de cultivo no mostraron diferencias significativas con el
control, entanto, el cultivar ‘Brazos’ mostro unatolerancia
a la salinidad cuando fue colocado en medio de cultivo
con 70 mM de NaCl, no revel6 diferencias significativas
con el control (Figura 1a). El numero de hojas fue una
variable punto critico morfologica relacionada con el
crecimiento y desarrollo de las plantulas de los cultivares
de Rubus spp., asi tenemos, que los cultivares “Tupy’ y
‘Brazos’ cuando fueron cultivados en medios de cultivo
con 35 mM de NaCl exhibieron tolerancia a la salinidad
registrando similar numero de hojas sin sintomas de
clorosis y necrosadas al ser comparadas con el control,
en tanto, las plantulas de los tres cultivares colocados
en 70 mM de NaCl registraron menor nimero de hojas
verdes al ser comparadas con el control (Figura 1b). El
area foliar no registré diferencias significativas entre los
cultivares en estudio sometidos a 35 y 70 mM de NaCl y
comparados con el control (Figura 1c). Los valores SPAD
al igual que el nimero de hojas fueron afectados cuando
las plantulas se colocaron en medios de cultivo con 70
mM de NaCl en comparacion con el control, en tanto, a
niveles de 35 mM de NaCl el cultivar ‘Navajo’ mostro
diferencias significativas comparado con el control. En
tanto, los cultivares ‘Tupy’ y ‘Brazos’ no mostraron
diferencias significativas con el control (Figura 1d).

Respuestas morfologicas y valores SPAD en
plantulas de los cultivares de Rubus spp. cultivados
en medios de cultivo con NaCl fueron analizados
empleando los componentes principales (PC), las
PC1 y PC2 explican el 98.9% de la varianza de los
datos (Figura 2). Las puntaciones negativas de la PCI
(representa el 95.8% de la varianza total) en las cuales
los cultivares “Tupy’ y ‘Brazos’ registraron mayor
nimero de hojas en comparacion con el cultivar ‘Navajo’
(en las puntuaciones positivas de la PC1), indicando que
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estos cultivares mostraron mecanismos para disminuir
el estrés oxidativo en las hojas por efecto de la salinidad

que permitio tolerar la salinidad en el medio de cultivo
simulado con NaCl.
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Figura 1. Respuesta morfologica y valores SPAD en cultivares de Rubus spp. sometidas a dos niveles de NaCl
para simular estrés salino y un control. a) altura de brote, b) nimero de hojas, c) area foliar, d) valor SPAD.
Datos presentados con medias + desviacion standard, diferentes letras indican diferencias significativas en los
parametros para un P <0.05 de acuerdo con la prueba Tukey.

Discusion

Las técnicas de cultivo in vitro en el género Rubus
vienen siendo utilizadas para evaluar la tolerancia a
estrés hidrico y salinidad (Marcek et al., 2015; Millones
y Vasquez, 2022). La presente investigacion involucro
la evaluacion en la respuesta morfologica y fisiologica
bajo condiciones de estrés salino, al igual que otros tipos
de estrés abiodtico inhiben el crecimiento de las plantas
(Mohan y Shashidharan, 2018). Referente a la altura
de brote el cultivar ‘Brazos’ mostré tolerancia al estrés
salino cuando fueron cultivados en medios de cultivo
con 70 mM de NaCl, esta respuesta es importante porque
las plantulas desarrollan mecanismos para mantener la

B4

disponibilidad de agua, no ocasionando la limitacion
en la reduccion del volumen de las células permitiendo
su expansion y registrar una altura de brote similar al
control (Figura 1a).

Las medidas de los valores SPAD se utilizan
ampliamente para evaluar el contenido absoluto de
clorofila por area foliar (Brindha et al., 2019). Karimi
y Sadeghi-Seresht (2018) indican que la estabilidad
de la clorofila es un indice que permite identificar la
tolerancia de las plantas al estrés salino, y la disminuciéon
de los valores SPAD puede deberse a la degradacion
de la clorofila por los radicales libres producidos bajo
condiciones de salinidad. En el presente estudio fue
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identificado que los valores SPAD descendieron en
todos los cultivares cuando fueron cultivadas en medios
de cultivo con 70 mM de NaCl. En tanto, cuando las
plantulas fueron desarrolladas a nivel de 35 mM de NaCl
los cultivares ‘Tupy’ y ‘Brazos’ registraron similares
valores SPAD comparados con el control (Figura 1d),
por tanto, es necesario evaluar niveles superiores de 35
mM de NaCl para identificar el grado de tolerancia a la
salinidad de los cultivares en estudio.

PC2(3.1%)

PC1(95.8%)

| Brazos Navajo 5:‘ Tupy

Figura 2. Componentes principales de las respuestas
morfolégicas y fisiologicas de plantulas de los cultivares
de Rubus spp. sometidas a dos niveles de NaCl. SPAD
(valor SPAD), NmHj (nimero de hojas), AltB (altura de
brote), ArFl (area foliar).

Las plantas desarrolladas en ambientes
salinos acumulan Na®, y el sintoma mas visible es
el amarillamiento, seguido de amarronamiento,
senescencia y muerte. Este efecto es mas visible en las
hojas viejas que han acumulado por largo tiempo el Na*
y sufren los efectos de esa acumulacion (Negrdo et al.,
2017). Existen reportes que la salinidad puede ocasionar
necrosis foliar y acelerar la senescencia de las hojas,
traduciéndose en la disminucion del crecimiento de la
planta y su capacidad fotosintética (Garriga et al., 2015;
Ghaderi et al., 2018). En el presente trabajo el nimero de
hojas que mantuvieron el color verde fue una variable
que identifico la sensibilidad de los cultivares de Rubus
spp. al estrés salino, es asi, que las plantulas colocadas
en medios de cultivo con 35 mM de NaCl, los cultivares
“Tupy’ y ‘Brazos’ registraron tolerancia al estrés salino
en comparacion con el control, el cultivar ‘Navajo’
mostro alta sensibilidad a este nivel de NaCl (Figura 1b).

Al respecto, en especies de berries de importancia de
la familia Rosaceae, los cultivares de fresa ‘Kurdistan’
y ‘Queen Elisa’ a 40 mM, ‘Camarosa’ a 30mM el
nimero de hojas fue inferior al control (Garriga et al.,
2015; Ghaderi et al., 2018), mostrando alta sensibilidad
al estrés salino.

El estudio de la tolerancia a la salinidad es
importante en el tamizaje de genotipos que permitan
identificar caracteres que contribuyan a mejorar la
respuesta a este tipo de estrés ambiental y permita
emplearlos estratégicamente en la obtencion de
cultivares con diferentes genes que sumen a la tolerancia
al estrés salino (Negrdo et al., 2017). La seleccion in
vitro de cultivares de Rubus spp. en medios de cultivo de
crecimiento y desarrollo que contienen NaCl permiti6
identificar que las variables nimero de hojas y altura de
brotes en los cultivares ‘Tupy’ y ‘Brazos’, indicé la mayor
tolerancia a la salinidad, cuya metodologia desarrollada
puede convertirse en una herramienta importante en
el tamizaje de genotipos de Rubus spp. para tolerancia
al estrés salino.

Conclusiones

Los resultados revelaron que el nivel de salinidad
de 70 mM simulado con NaCl no afect¢ la altura de brote
el cultivar ‘Brazos’, mientras que las variables nimero
de hojas y valores SPAD fueron afectados en todos
los cultivares.

El nivel de salinidad 35 mM no afect6 el nimero
de hojas en los cultivares ‘Tupy’ y ‘Brazos’.

Las variables nimero de hojas y altura de brote
permitieron identificar tolerancia al estrés salino
simulado con NaCl en los cultivares ‘Tupy’ y ‘Brazos’
en la etapa vegetativa bajo condiciones in vitro.
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