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RESUMEN

Los parientes silvestres de camote [Ipomoea series Batatas (Choisy) D. F. Austin] (SP-
CWR) son un grupo de especies con diversos genes de tolerancia al estrés hidrico, pero poco
estudiados. En el presente estudio, 59 accesiones SP-CWR fueron inducidas al estrés
sometiendo a cuatro de cada ocho individuos por accesion a una secuencia de periodos de
riego restringido (R_rest) de 8, 11y 14 dias de duracién, sucedidos cada uno por un periodo
de recuperacion (R_cc) de 14 dias con riego a capacidad de campo (6cc = 32.4%). Las cuatro
plantas restantes conformaron el grupo sin estrés (control) con riego constante (6cc). Se
disefiaron cuatro variables descriptoras de memoria: indice de senescencia retardada (ISR),
razon de é&rea foliar (RAF), razon diferencial de temperatura (RDT) y razon de
discriminacion isotopica de *3C en hojas (RDI). Para evaluar el desarrollo de la tolerancia al
estreés hidrico, se calcul6 el indice de tolerancia a la sequia inducida por memoria (ITSM) a
partir de las variables de memoria y el indice de susceptibilidad a la sequia (DSI). En total,
20, 18 y 21 presentaron floracion temprana, tardia y ausente, respectivamente. Los
mecanismos de memoria identificados en este estudio fueron senescencia retrasada, aumento
del area foliar y mejor termorregulacion e intercambio gaseoso en las hojas de los individuos
estresados respecto a los no estresados. Se encontrd que el 49.2 por ciento del total de
accesiones desarrollaron tolerancia al estrés hidrico (ITSM> 2.0) y que ésta es dependiente
del genotipo. Se observaron dos mecanismos de tolerancia: escape de la sequia (senescencia
tardia y aumento del area foliar) en accesiones de floracion temprana principalmente vy,
evitacion de la sequia (optimizacion del intercambio gaseoso Yy transpiracién de las hojas) en
accesiones con floracion tardia y ausente, principalmente. Finalmente, los genotipos
examinados demostraron una clara diversidad en su respuesta fisiologica ante la induccion

de memoria para desarrollar tolerancia al estrés hidrico.

Palabras clave
Retardo de senescencia, area foliar, diferencial de temperatura, discriminacion isotdpica de

carbono, memoria vegetal, sequia.



ABSTRACT

Sweet potato-crop wild relatives [Ipomoea series Batatas (Choisy) D. F. Austin] (SP-CWR)
are a group of species whose genetic potential for water stress tolerance is very diverse, but
poorly studied. In the present study, 59 SP-CWR accessions were primed by subjecting four
out of eight individuals per accession to a sequence of water stress periods. The priming
consisted of water restriction periods (R_rest) of 8, 11 and 14 days when no water was
supplied, followed each by 14 days of recovery (R_fc) with irrigation up to field capacity
(6+=32.4%). The remaining four plants per accession belonged to the non-primed (control)
group and were constantly irrigated. Four stress memory descriptive variables were
designed: delayed-senescence index (ISR), foliar area ratio (RAF), leaf-minus-air
temperature ratio (RDT) and carbon isotopic discrimination ratio (RDI). To evaluate drought
tolerance development, memory-induced drought tolerance index (ITSM) was calculated
from stress memory descriptive variables and the drought susceptibility index (DSI). In total,
20 accessions presented early flowering, 18 with late flowering and 21 without flowering.
Delayed senescence, increased leaf area and better leaves thermoregulation and gas
exchange of the primed individuals compared to non-primed were the memory mechanisms
identified in this study. It was found that 49.2 per cent of the total accessions developed
drought tolerance (ITSM > 2.0) in a genotype-dependent manner. Two drought tolerance
mechanisms were observed: drought escape (late senescence and increased leaf area) in early
flowering accessions mainly and drought avoidance (optimization of gas exchange and leaf
transpiration) in accessions with late and absent flowering, mainly. Finally, the examined
genotypes showed a clear diversity in their physiological response to memory induction to

develop water stress tolerance.

Keywords
Delayed senescence, leaf area, foliar temperature, carbon isotope discrimination, short-term

memory, stress priming, drought.



l. INTRODUCCION

El camote [Ipomoea batatas (L.) Lam.] es el segundo cultivo de tipo raiz almacenadora con
mayor produccién en el mundo luego de la yuca [Manihot esculenta Crantz] (FAO, 2017).
Este cultivo es altamente nutritivo y supera a la mayoria de alimentos a base de carbohidratos
en términos de vitaminas, minerales, fibra dietética y proteinas totales por lo que se ha
convertido en prioridad en las estrategias a base de cultivos para potenciar la seguridad
alimenticia en los tropicos (Motsa, Modi, Mabhaudhi, & Mabhaudhi, 2015; Woolfe, 1992).
Incluso, en zonas tropicales y subtropicales de Sudéafrica, en donde las permanentes
temperaturas altas perjudican a los pequefios agricultores, el cultivo de camote ha
demostrado mejores rendimientos y propiedades nutricionales que otros cultivos populares

como maiz y cereales (Motsa et al., 2015).

Gajanayake, Raja Reddy, & Shankle (2015) indican en su estudio sobre el cultivo de camote,
que la temperatura Optima para el méaximo rendimiento en raiz es de 25.6 °C y que
temperaturas por encima de esa afectan el crecimiento radicular y con ello su rendimiento.
Sin embargo, estudios demuestran que, como resultado del incremento de temperatura a
causa de los efectos del cambio climatico, las condiciones de sequia en el planeta se tornaran
mas severas en las proximas décadas (Schulze, 2011) y que tendran un efecto directo en
términos de productividad del cultivo de camote (Low et al., 2009; Schafleitner et al., 2010;
H. Zhang, Mittal, Leamy, Barazani, & Song, 2017). Por lo tanto, es necesario encontrar
genotipos que potencien las caracteristicas de tolerancia a estrés hidrico del camote, para
luego incluirlos en programas de mejoramiento y potenciar sus bondades nutricionales y de

rendimiento.

Por otra parte, los parientes silvestres de cultivos (0 CWR por sus siglas en inglés: Crop
Wild Relatives) son cada vez mas reconocidos por su potencial para contribuir con caracteres
resistentes a factores tantos bioticos como abidticos de interés (Feuillet, Langridge, &
Waugh, 2008; Guarino & Lobell, 2011; Prohens et al., 2017) considerados valiosos en



programas de mejoramiento vegetal. En el género Ipomoea se reconocen diez series, dentro
de las cuales destaca la serie Batatas pues incluye a I. batatas y 15 especies mas consideradas
parientes silvestres del camote. De este grupo, especies que han sido consideradas para
programas de mejoramiento incluyen, por ejemplo, I. trifida e I. littoralis para mejor
rendimiento, resistencia al gorgojo y sarna del camote; e I. triloba para tolerancia a estrés
hidrico y resistencias a la podredumbre de la raiz e infecciones micoticas en la hoja (Iwanaga,
1988; Komaki, 2004; Nimmakayala, Vajja, & Reddy, 2011). Sin embargo, Khoury et al.
(2015) sefalan que todo el potencial que ofrecen los parientes silvestres del camote,
especialmente en cuanto a tolerancia a sequia, estd muy lejos de ser aprovechado en su
totalidad.

Aunque es conocida la tolerancia al estrés hidrico que presentan algunos miembros de la
serie Batatas, no se ha estudiado cdémo responden éstos cuando son sometidos a consecutivos
periodos de estrés hidrico dentro del mismo ciclo de vida del individuo. Estudios previos
(Bruce, Matthes, Napier, & Pickett, 2007; Conrath et al., 2006; Ramirez et al., 2015b)
evidencian que una exposicion a estrés en etapas tempranas de su desarrollo “preparan” a la
planta ante una posterior exposicion al mismo estrés. Ello se logra mediante un mecanismo
conocido como memoria a corto plazo, que implica pequefios periodos de estrés de menos
de una semana (Ramirez et al., 2015b). Por otro lado, a lo largo de la evolucién, muchas
especies silvestres, han logrado adaptarse a continuos ciclos de climas extremos por los que
ha atravesado el planeta (Sharma, Upadhyaya, Varshney, & Gowda, 2013), muy
probablemente debido a mecanismos de memoria vegetal. En ese sentido, realizar estudios
de memoria vegetal en respuesta al estrés hidrico (Ahmed, Qadeer, Ahmed, & Hassan, 2016;
Jakab et al., 2005; Jisha, Vijayakumari & Puthur, 2013; Ramirez et al., 2015b) en los CWR

del camote y la busqueda de nuevos genotipos tolerantes resulta de importancia mundial.

El objetivo principal del estudio fue evaluar el desarrollo de tolerancia al estrés hidrico
mediante la induccion de memoria a corto plazo en 59 accesiones de parientes silvestres de
camote [Ipomoea series Batatas (Choisy) D. F. Austin]. Ademas, como objetivos
secundarios, se planted:

Evaluar el desarrollo de memoria vegetal a través de las variables ecofisioldgicas de

senescencia, area foliar, diferencial de temperatura y discriminacion isotopica de 13C.
2



Evaluar el desarrollo de tolerancia al estrés hidrico mediante un indice integrador del
desarrollo de las variables ecofisioldgicas descriptoras de memoria y un indice
convencional como el indice de susceptibilidad a la sequia (DSI).

Determinar los mecanismos mediante los cuales los parientes silvestres de camote

desarrollan tolerancia al estrés hidrico inducido por memoria.



Il.  REVISION DE LA LITERATURA

2.1  Parientes silvestres de cultivares (CWR)

La domesticacion de los cultivares, con el paso del tiempo, ha provocado que se reduzca la
diversidad tanto a nivel genético como ecoldgico (H. Zhang et al., 2017). En contraste, los
CWRs presentan una gran diversidad genética en comparacién con sus descendientes
domesticados, por lo que son considerados fuente genética en el fitomejoramiento de varios
rasgos de interés agronémico, en particular la tolerancia a estrés abiotico y biético (Prohens
etal., 2017).

Zhang et al. (2017) resume que hay dos criterios para considerar a una determinada especie
como pariente silvestre de la especie cultivada. El primero es el concepto del pool genético
(GP, por sus siglas en inglés Gene Pool) propuesto por Harlan & de Wet (1971). Segun estos
lineamientos, los CWRs son clasificados en grupos (GP-1 — GP-3) basados en lo
relativamente facil que resultaria el intercambio de genes con los cultivos domesticados. Asi,
es mas sencillo el intercambio genético de los cultivos domesticados con CWRs
pertenecientes al grupo GP-1 que con los del GP-2 y se necesita de ayuda técnica de
laboratorio para realizarlo con GP-3. El segundo concepto es propuesto por Maxted, Ford-
Lloyd, Jury, Kell, & Scholten (2006), con respecto a su grupo taxondmico (TG, por sus siglas
en inglés Taxon Group), un sistema basado en su jerarquia taxonémica con respecto al
cultivo domesticado. En ese sentido, los CWRs abarcan un rango gque va desde TG1 (misma

especie que el cultivo) a TG4 (diferentes especies dentro del mismo género que el cultivo).

2.1.1 CWR del camote (SP-CWR).

Ipomoea L. es el género méas grande dentro de la familia Convolvulaceae con alrededor de
500-650 especies (Eserman, Tiley, Jarret, Leebens-Mack, & Miller, 2014; Wilkin, 1999).
Este género comprende un grupo denominado Ipomoea series Batatas (Choisy) D. F. Austin
conformado por especies consideradas CWR del camote. Debido al descubrimiento

constante de mas especies y una mejor caracterizacion tanto morfolégica como genética, el



numero de integrantes de la serie Batatas ha ido cambiando con el paso del tiempo (Austin,
1978; Austin, Jarret, & Johnson, 1993; J. A. McDonald & Austin, 1990; John R. I. Wood et
al., 2015; J.R.I. Wood, Mufioz-Rodriguez, Williams, & Scotland, 2019). Este grupo incluye
al camote silvestre I. batatas (L.) Lam, I. trifida (H. B. K.) G. Don, I. cordatotriloba
Dennstedt, 1. cynanchifolia Meisn., 1. grandifolia (Dammer) O’Donell, I. lacunosa L., I.
leucantha Jacquin, 1. littoralis Blume, 1. ramosissima (Poir.) Choisy, I. splendor-sylvae
House, I. tabascana McDonald and Austin, 1. tenuissima Choisy, 1. tiliacea (Willd.) Choisy
in D. C., I. triloba L., I. lactifera J. R. I. Wood and Scotland e I. australis (O'Donell) J.R.1.
Wood & P. Mufioz.

En cuanto al centro de origen del camote cultivado, se sabe que su centro de diversificacion
primaria se encuentra en México y Centroamérica (Austin, 1988; Gichuki et al., 2003;
Roullier et al., 2013; D. Zhang, Cervantes, Huaman, Carey, & Ghislain, 2000). Ademas,
Khoury et al. (2015) realizaron un anélisis ecogeografico de la serie Batatas y encontraron
su distribucion principalmente en Norteamérica (l. lacunosa e I. tenuissima), Mesoamérica
(I. splendor-sylvae e |. tabascana), areas tropicales (I. triloba e I. trifida) y Sudamérica (I.

grandifolia e 1. cynanchifolia).

2.2 Estrés hidrico en cultivos de importancia agronémica

El estrés es definido como una alteracion fisioldgica causada por factores que tienden a
romper la homeostasis en la que se encuentra un organismo (Lisar, Motafakkerazad, M., &
M. Rahm, 2012; Osakabe, Osakabe, Shinozaki, & Tran, 2014). En ese sentido, el estrés
hidrico en una planta, es causado por la reduccion del contenido de agua en el suelo, o
comunmente llamado sequia (Levitt, 1980; Lisar et al., 2012). Sequia es un término
meteorolégico relacionado a periodos en los que no llueve, mientras que el estrés hidrico
consiste en que la planta es sometida a la pérdida de agua de manera artificial (Levitt, 1980).
Este tipo de estrés abidtico causa en la planta una disminucion del potencial hidrico, pérdida
de la turgencia, cierre de estomas y reducidas tasas de crecimiento (Hsiao, 1973; Shao, Chu,
Jaleel, & Zhao, 2008). Aunque la gravedad de los efectos del estrés hidrico depende de la
duracion de este en la planta, una sequia prolongada podria generar senescencia prematura
y hasta dafios cronicos en su crecimiento foliar (Jefferies, 1995). El efecto del estrés hidrico

es alin mas severo cuando se trata de cultivares de importancia agronémica (Osakabe et al.,
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2014). La disminucion en la biomasa de la planta, y por ende, en el rendimiento, es
principalmente causado por la baja tasa fotosintética y rédpida senescencia durante las
condiciones de estrés (Lisar et al., 2012). Sin embargo, pese a que algunos cultivos presentan
tolerancia al estrés sin reducir el rendimiento (Iwanaga, 1988; Motsa et al., 2015), sus
propiedades nutricionales como la concentracion de vitaminas, pueden verse afectadas (A.
J. S. McDonald & Davies, 1996; Mwanga & Ssemakula, 2011).

2.2.1 Mecanismos de tolerancia al estrés hidrico.

La gran diversidad de especies de plantas cultivadas climas que incluyen condiciones
extremas de sequedad sugiere que, en la naturaleza, éstas han evolucionado para sobrellevar
la sequia con una gran variedad de adaptaciones morfoldgicas, fisiologicas y bioquimicas
(Basu, Ramegowda, Kumar, & Pereira, 2016). De Leonardis et al. (2007) resume en sus
estudio que existes tres mecanismos base de superar a la sequia: escape, evitacion y
tolerancia a la sequia. En el primer mecanismo, las plantas han evolucionado para que
completen su ciclo de vida antes del inicio de la sequia, ya sea presentando un desarrollo
fenoldgico rapido o plasticidad en las etapas de su desarrollo (Levitt, 1980; Maximov, 1929).
Luego, en el mecanismo de evitacion a la sequia, involucra dos estrategias: ahorro de agua
(conservar el agua presente en los tejidos regulando principalmente el cierre de los estomas)
0 gasto de agua (evitan la sequia absorbiendo agua lo suficientemente rapido como para
compensar la pérdida de agua del suelo) (De Leonardis et al., 2007; Levitt, 1980; Maximov,
1929; Nemeskéri & Helyes, 2019). Por altimo, los mecanismos de tolerancia a la sequia
consisten en que las plantas tienen la habilidad de soportar un bajo contenido hidrico en los
tejidos mediante diversos rasgos adaptativos. Estos rasgos involucran el mantenimiento de
la turgencia celular mediante ajuste osmdtico y elasticidad celular y, aumentando la

resistencia protoplasmica (Levitt, 1980; Morgan, 1984).

2.2.2 Medidas instantaneas que determinan estrés hidrico.

La conductancia estomatica (gs) mide los niveles de transpiracion de la planta (Manuela M.
Chaves, Maroco, & Pereira, 2003). Como proceso fisioldgico, el CO; existente en la capa
limite de la hoja ingresa a ésta por difusion mediante los estomas, hasta llegar a los sitios de
carboxilacion en el cloroplasto. En respuesta a las variaciones medioambientales, el flujo

gaseoso de CO; varia en proporcion a la conductancia estomatica, es decir, al cierre o
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apertura del estoma. De esta manera, se mantiene constante la fraccion de concentracién de
CO:- intracelular (Ci) con respecto al atmosférico (Ca) (Flexas, Gallé, Galmés, Ribas-Carbo,
& Medrano, 2012). Flexas et al. (2012) proponen tres niveles de estrés hidrico y los umbrales
de gs que comprenden, basados en datos de distintos estudios en diversas especies: estrés
leve (gs > 0.15 moles H,0 m™ s1), estrés moderado (0.15> gs >0.05 moles H.O m? s?1) y
estrés severo (gs < 0.05 moles H,O m? s?), siendo éste un nivel en el que la respuesta
fotosintética se ve afectada severamente (Ramirez et al., 2016). Por el contrario, 0.3 mol
H,0 m? s es un valor sugerido como Gptimo para un cultivo con condiciones de riego
optimo (Chaves, 2004; Rinza et al., 2019).

A la medida de gs bajo condiciones de luz saturada, se le denomina gs max (Medrano, 2002).
Es considerada como el rasgo mas apropiado para comparar respuestas entre diferentes
especies y condiciones experimentales, al funcionar como un pardmetro integrativo de

sefales asociadas a las respuestas de la planta (Flexas et al., 2012).

2.3 Variables ecofisioldgicas que determinan tolerancia al estrés hidrico.

Para evaluar el desarrollo de tolerancia al estrés hidrico basado en el uso de memoria a corto
plazo, se estudian determinadas variables relacionadas al estado fisiolégico de la planta y su
interaccion con el entorno. Dentro de las mas importantes se encuentran el estudio del area
foliar (Pereyra-lrujo, Velazquez, Granier, & Aguirrezabal, 2007), el diferencial de
temperatura (Pefiuelas, Savé, Marfa, & Serrano, 1992; Rinza et al., 2019), concentracion de
clorofila (D.A. Ramirez et al., 2014; Rolando, Ramirez, Yactayo, Monneveux, & Quiroz,
2015) y la discriminacion isotdpica de carbono (Farquhar, Ehleringer, & Hubick, 1989; D.

A. Ramirez, Rolando, Yactayo, Monneveux, & Quiroz, 2015a).

2.3.1 Area foliar (Af)

El area foliar es una variable ampliamente utilizada en estudios de ecofisiologia de cultivos
pues es un componente importante para modelamientos de fotosintesis, crecimiento y
productividad primaria (Astegiano, Favaro, & Bouzo, 2001). Esta variable es influenciada
tanto por factores internos de la planta (almacenamiento de nutrientes, senescencia) como
por factores externos (heladas, sequias, disponibilidad de nutrientes, plagas), los cuales

generan una respuesta en el patron de crecimiento del individuo (Breda, 2003). Su estudio
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no proporciona un diagnostico exacto del estado fisioldgico de la planta, sin embargo, su
variacion al aplicar algin tratamiento generador de estrés, versus un grupo no estresado, si
puede considerarse una variable respuesta en la busqueda de genotipos tolerantes a estrés

tanto bidtico como abiotico (Amanullah, 2015).

En condiciones de estrés, los cambios morfolégicos como el engrosamiento de la pared
celular, enrollamiento o pérdida de turgencia de las hojas, senescencia prematura, entre
otros, tienen un impacto negativo en el area foliar de la planta (Anderson, Sparks, & Geber,
2010; Lisar et al., 2012). Especies que han desarrollado mecanismos de defensa ante el estrés
hidrico, logran mantener el area foliar o hasta aumentarla, de manera que la capacidad
fotosintética también aumenta y con ello el rendimiento (De Souza et al., 2017; Tourneux,
Devaux, Camacho, Mamani, & Ledent, 2003).

2.3.2 Diferencial de temperatura (dT)

En muchos cultivos, el estatus hidrico es determinante en el rendimiento pues da pie a
mejores decisiones agrondmicas como la cantidad y frecuencia del mismo para optimizar la
produccion de la planta (Hatfield, 1983; Hirayama, Wada, & Nemoto, 2006; Rinza et al.,
2019). La diferencia entre la temperatura de las hojas de la planta y la temperatura del aire
circundante (dT) puede ser un indicador del estado hidrico del cultivo (Rinza et al., 2019).
Esto ultimo, debido a que el estrés hidrico provoca en las hojas el cierre parcial de los
estomas, lo que a su vez reduce la transpiracién y con ello alcancen una temperatura cercana
y en ocasiones superior a la temperatura del aire (Jackson, Reginato, & 1dso, 1977). Asi, un
dT muy negativo en condiciones de estrés da cuenta de la tolerancia a la sequia que desarrolla
la planta pues regula mejor el cierre de estomas mediante un uso mas eficiente del agua
(Rashid, Stark, Tanveer, & Mustafa, 1999).

2.3.3 Senescencia

La senescencia de las hojas es un proceso fisiologico altamente regulado que conlleva a la
muerte de la hoja, por lo que es el Gltimo estadio de desarrollo de la misma (Munné-Bosch
& Alegre, 2004). Cuando una planta crece en un ambiente con nutrientes suficientes, lejos
de patogenos y libre de estrés abidtico como oscuridad, sequia, temperaturas extremas, UV-

B y ozono, la senescencia de la hoja depende Unicamente del envejecimiento natural de la
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misma (Gan & Amasino, 1997; Quirino, Noh, Himelblau, & Amasino, 2000), el cual a su
vez, depende de la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS), el correcto flujo
metabolico y la degradacion de proteinas (Hortensteiner & Lee, 2018). La senescencia de
hojas es ampliamente controlada por hormonas vegetales que pueden retrasar (acido
giberélico, auxinas, citoquininas) o inducir (4cido abscisico, brasinoesteroides, etileno, acido
jasmonico, &cido salicilico) el inicio del proceso. Ademas, el avance de técnicas Omicas ha
contribuido en el avance del estudio de “genes asociados a la senescencia” (SAG, por sus
siglas en inglés), los cuales inducen o inhiben el inicio del proceso (Buchanan-Wollaston et
al., 2002, 2005).

La descomposicion de la clorofila es una parte integral del proceso de senescencia,
caracterizado por cambios quimicos y fisioldgicos que contribuyen al reciclaje de nutrientes
de las hojas senescentes (Hortensteiner & Lee, 2018). Debido al rol fundamental de la
clorofila en la fisiologia de la planta, el andlisis de su contenido es importante en la
evaluacion de la integridad de todo el aparato fotosintético dentro de la hoja (Li, Guo,
Michael, Stefania, & Salvatore, 2006). En su estudio, Van der Mescht, De Ronde, &
Rossouw (1999) identificaron un aumento en la concentracion de clorofila cuando diversos
genotipos de papa tolerantes a la sequia eran sometidos a estrés. Mas recientemente, diversos
autores utilizan esta medida para determinar la presencia de tolerancia al estrés hidrico en
programas de fitomejoramiento (Jangpromma, Songsri, Thammasiri, & Jaisil, 2010;
Rolando et al., 2015).

Tradicionalmente el contenido de clorofila para estimar la senescencia, es medido tomando
muestras de hojas directamente desde la planta en el campo hasta el laboratorio (Arnon,
1949), lo cual destruye la muestra, consume tiempo y requiere de un espectrofotometro.
Como alternativa existen herramientas como el SPAD (por sus siglas en inglés Soil Plant
Analysis Development) o el NIRS (por sus siglas en inglés Near-Infrared Spectroscopy) para
estimar el contenido de clorofila. EI SPAD es un instrumento que estima la cantidad de
clorofila presente en un area foliar de 2 x 3 mm, segun la cantidad de luz transmitida en las
regiones del espectro que absorben la clorofila (longitudes de onda maximas entre 440 y 610
nm aproximadamente) (Azia & Stewart, 2001; Dwyer, Tollenaar, & Houwing, 1991). El

microprocesador calcula una unidad SPAD sin dimensiones (Chlspap), que varia de 0 a 80.
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2.3.4 Discriminacion isotopica de carbono (A)

De manera natural, existen dos formas estables de is6topos de carbono, **C y *2C, siendo
este ultimo el mas abundante con una concentracion de 98.9 por ciento (Farquhar et al.,
1989). De este modo, durante la fotosintesis, las plantas discriminan en contra de 3C debido
a pequefias diferencias en las propiedades fisicoquimicas producto de la masa atdmica
(O’Leary, 1988). Los isétopos estan distribuidos de manera desigual a lo largo de diferentes
componentes de un determinado organismo, cuyo analisis podria revelar informacién acerca
de los proceso fisicos, quimicos y metabolicos implicados en la transformacion del carbono
(Farquhar et al., 1989).

Esta variable es considerada integrativa ya que incluye la difusion del carbono desde la capa
limite hasta los sitios de carboxilacién y los procesos bioquimicos durante su fijacion,
conversion y almacenamiento (Ramirez et al., 2015a), dando asi una vision integrada de la
pérdida-ganancia del carbono en toda la vida de la planta (O’Leary, 1988). Asi, cuando una
planta se encuentra en condiciones fisioldgicas y de riego 6ptimas, los estomas regulan el
intercambio gaseoso con normalidad incorporando mas '?C, lo que causa una mayor
discriminacion hacia el 3C y con ello, Ansja aumenta (Farquhar et al., 1989). Ello es
importante ya que puede ser utilizado como un indicador confiable en programas de
fitomejoramiento para tolerancia al estrés hidrico en plantas: aquellas plantas que, luego de
haber pasado por situaciones de estrés, logran Aneja mayor que aquellas no estresadas, poseen
caracteres de interés de tolerancia al estrés hidrico.

2.3.5 Rendimiento de biomasa

Como se menciond antes, las plantas tienen que sobrevivir a distintos periodos de estrés
abiotico durante todo su ciclo de vida (Hussain et al., 2019). El estrés degenera el vigor de
las plantulas y retrasa el desarrollo ontogénico de la misma, resultando en una reduccion
significativa del rendimiento del cultivo (Hussain et al., 2019; Ramirez et al., 2015a;
Ruelland, Vaultier, Zachowski, & Hurry, 2009). Estudios también comprueban que el
rendimiento total de biomasa se relaciona con variables fisioldégicas como el area foliar
(Legg, Day, Lawlor, & Parkinson, 1979), concentracién de clorofila (Ramamoorthy,

Lakshmanan, Upadhyaya, Vadez, & Varshney, 2017) o incluso la prueba de isétopos
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estables de carbono (Ramirez et al., 2015a). En el presente estudio, los datos de rendimiento
de biomasa se utilizan para calcular la susceptibilidad a la sequia (DSI) bajo el principio de
que un individuo sometido a estres hidrico que desarrolla mas biomasa es un determinante
de tolerancia a dicho estrés (Biju, Fuentes, & Gupta, 2018; Sio-Se Mardeh, Ahmadi,
Poustini, & Mohammadi, 2006).

2.4  Desarrollo de memoria en vegetales.

A lo largo del ciclo de vida de una planta, ésta se encuentra sometida de manera natural a
distintos tipos de estrés, tanto biotico como abiotico (Bruce et al., 2007). Cuando estos
periodos de estrés se producen en etapas tempranas de su desarrollo, y por periodos cortos,
se genera en la planta una “huella de estrés” (Walter et al., 2011). Bruce et al. (2007) definen
a la “huella de estrés” como una “modificacion genética o bioquimica en la planta que ocurre
luego de un evento de estrés generando una ‘memoria’ en la planta, lo que finalmente la hace
mas tolerante ante una futura exposicion al mismo tipo de estrés. Un ejemplo de ello se
muestra en la Figura 1, en la cual, dos plantas son sometidas a un mismo tipo de estrés. Una
de ellas es sometida al estrés | y seguidamente al estrés Il, mientras que le segunda planta es
sometida solamente al estrés 1. Al momento de aplicar el estrés Il en ambas plantas y al
mismo tiempo, la primera presenta mayores niveles de expresion del gen o los genes
involucrados en la respuesta al estrés debido a la exposicién previa a la que fue sometida

(memoria vegetal inducida por el estrés).

Activity —p

Stress ||

Stress |

Figura 1. Comparacion de la actividad de un gen sensible al estrés en una planta con
exposicion previa al estrés (curva continua) y otra sin previa exposicion (curva
discontinua) (Bruce et al., 2007).
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En su estudio, (Ramirez et al., 2015b) resume la existencia de dos tipos de memoria. La
primera, una memoria a corto plazo que cosiste en periodos de estrés de menos de una
semana, cuyas repercusiones se dan en el mismo ciclo de vida de la planta. Mientras que la
segunda, es la memoria vegetal a largo plazo, definida también como una memoria
epigenética que podria mantenerse en el organismo hasta futuras generaciones (Ling et al.,
2018; Serrano, Ling, Bahieldin, & Mahfouz, 2019).
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I1l. METODOLOGIA

3.1 Material biologico

En el presente experimento se utilizaron 59 accesiones que comprenden 10 especies
parientes silvestres de camote conservadas en el Banco de Germoplasma del Centro
Internacional de la Papa (CIP) (Tabla 1). Cada especie esta conformada por un ndmero

distinto de accesiones, la cuales se diferencian entre si por el lugar de procedencia en donde

fueron colectadas.

Tabla 1: Accesiones de parientes silvestres de camote [Ipomoea series Batatas (Choisy)
D. F. Austin] conservadas en el Banco de Germoplasma del CIP y empleadas en

el estudio
Cddigo CIP Especie Origen
CIP 440132 Ipomoea batatas (L.) Lam cv. Beauregard USA
CIP 440166 Ipomoea batatas (L.) Lam cv. Tanzania UGA

CIP 113641.086 Ipomoea batatas (L.) Lam cv. BXT PER

CIP 105269.232 Ipomoea batatas (L.) Lam cv. BXT PER
CIP 430434 Ipomoea batatas (L.) Lam NIC
CIP 460577 Ipomoea batatas (L.) Lam ECU
CIP 460345 Ipomoea australis (O'Donell) J.R.I. Wood & P. Mufioz PAR
CIP 460585 Ipomoea australis (O'Donell) J.R.I. Wood & P. Mufioz ARG
CIP 460360 Ipomoea australis (O'Donell J.R.l. Wood & P. Mufioz PAR
CIP 460296 Ipomoea australis (O'Donell) J.R.I. Wood & P. Mufioz ARG
CIP 460164 Ipomoea australis (O'Donell) J.R.I. Wood & P. Mufioz PAR
CIP 460077 Ipomoea cordatotriloba Dennstedt MEX
CIP 460556 Ipomoea cynanchifolia Meisn. BRA
CIP 460555 Ipomoea cynanchifolia Meisn. BRA
CIP 460149 Ipomoea cynanchifolia Meisn. BRA
CIP 460201 Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell ARG
CIP 460583 Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell URY
CIP 460452 Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell ARG
CIP 460337 Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell PAR
CIP 460610 Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell BRA
CIP 460204 Ipomoea leucantha Jacquin ARG
CIP 460619 Ipomoea leucantha Jacquin COoL




Continuacion

Cddigo CIP Especie Origen
CIP 460036 Ipomoea ramosissima (Poir.) Choisy BOL
CIP 460028 Ipomoea ramosissima (Poir.) Choisy ECU
CIP 460032 Ipomoea ramosissima (Poir.) Choisy BOL
CIP 460566 Ipomoea ramosissima (Poir.) Choisy PER
CIP 460567 Ipomoea ramosissima (Poir.) Choisy PER
CIP 460005 Ipomoea ramosissima (Poir.) Choisy PER
CIP 460047 Ipomoea ramosissima (Poir.) Choisy PER
CIP 460722 Ipomoea ramosissima (Poir.) Choisy ARG
CIP 460131 Ipomoea splendor-sylvae House MEX
CIP 460373 Ipomoea splendor-sylvae House NIC
CIP 460383 Ipomoea splendor-sylvae House NIC
CIP 460528 Ipomoea tiliacea (Willd.) Choisy in D. C. cuB
CIP 460531 Ipomoea tiliacea (Willd.) Choisy in D. C. CcuB
CIP 460026 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don CoL
CIP 460430 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don NIC
CIP 460377 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don NIC
CIP 460745 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don GUA
CIP 460663 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don MEX
CIP 460429 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don NIC
CIP 460096 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don VEN
CIP 460195 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don VEN
CIP 460022 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don COoL

CIP 113735.258 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don PER
CIP 113735.283 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don PER
CIP 113735.302 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don PER
CIP 113735.329 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don PER

CIP 107665.9 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don PER

CIP 107665.19 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don PER
CIP 460021 Ipomoea trifida (H. B. K.) G. Don VEN
CIP 460560 Ipomoea triloba L. PER
CIP 460309 Ipomoea triloba L. PAR
CIP 460052 Ipomoea triloba L. VEN
CIP 460093 Ipomoea triloba L. DOM
CIP 460517 Ipomoea triloba L. ECU
CIP 460784 Ipomoea triloba L. JAM
CIP 460078 Ipomoea triloba L. MEX
CIP 460116 Ipomoea triloba L. CoL




3.2  Descripcion del lugar de estudio

El experimento se llevd a cabo en dos casas mallas en la estacion experimental “San Ramon”
del CIP en Chanchamayo, Junin, Pert (11°07'34.9"S, 75°21'28.0"0O, 850 m s. n. m.). La
estacion experimental se encuentra localizada en la selva central del Perd, con un clima
tropical himedo y una temperatura promedio anual de 27 °C (SENAMHI, 2018). Las dos
casas mallas de 14.8 x 4.83 x 4.9 m® (longitud x ancho x altura respectivamente) estaban
separados a una distancia de 7.0 m. Cada casa malla tiene una pared de concreto de 1.13 m
de altura con un espesor de 0.16 m y estaban recubiertas por una malla antiafida. Debido a
la alta radiacion solar y precipitacion en la estacion experimental, ambos también fueron
cubiertos con un plastico transltcido (para mantener las condiciones secas en el interior) y
una malla negra (en el techo, para evitar el estrés por alta radiacion). La temperatura y
humedad relativa dentro de cada casa malla fueron registradas cada 10 minutos en dos
sensores HOBO U23 Pro v2 Temperature/Relative Humidity Data Logger (Onset Computer
Corporation, Bourne, MA, USA) por casa. La informacion de cada sensor fue descargada
con HOBO Optic USB Base Station (Onset Computer Corporation, Bourne, MA, USA). Los
datos de humedad relativa y temperatura del aire dentro de la casa malla se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2: Promedio mensual (+ error estdndar) de las variables meteoroldgicas
registradas en las casas mallas por los sensores durante el experimento

Mes Tmax Tmin Tprom HR VPD
(°C) (°C) (°C) (%) (KPa)
Ago 33.58 + 2.67 18.31+1.24 23.90+1.11 79.34 +6.68 0.85+0.33
Set 36.62 +1.31 19.32 +1.68 25.66 = 1.07 72.40 £ 4.51 1.22 +0.23
Oct 34.81+3.44 20.63 + 0.69 25.30+1.38 82.76 +5.48 0.77 +0.33
Nov 34.60 +2.81 21.35+1.08 25.94 +1.16 81.98 +4.88 0.80+0.29
Dic 3492 +3.71 20.55+1.39 25.44 +1.65 80.26 + 8.31 0.87 +0.42

Tmax = temperatura maxima del aire, Tmin = temperatura minima del aire, Tprom = temperatura promedio del

aire, HR = humedad relativa promedio, VPD = déficit de presion de vapor promedio.
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3.3  Disefo experimental

Ocho semillas de cada accesion fueron escarificadas (técnica para dafar fisicamente la
cubierta de la semilla con un corte y reducir su dureza mientras se mantiene viable.) y luego
colocadas en camara humeda de placas Petri por tres dias para su germinacion. Culminado
el tiempo, la semilla germinada se colocé en una pastilla de turba comprimida (Jiffy Products
Ltd. Canadd), previamente hidratada, en donde se mantuvo durante seis dias hasta ser
trasplantada posteriormente a una maceta de plastico (20 y 15 cm de didmetro y altura
respectivamente). Cada maceta contenia una mezcla de sustrato (PRO-MIX, Premier Tech
Horticulture, Canadd) y arena en una proporcion de 1:2, respectivamente. La dosis de
fertilizacion total consistié en 0.51,0.78 y 0.60 g.planta™ de N, P.Os y K0, respectivamente,
con Peters Professional (ICL Ltd. Israel) disuelto en agua y aplicado en el sustrato cada 15
dias segun el desarrollo fenoldgico de la planta. El control de plagas como trips y mosca
blanca se llevo a cabo con trampas plegables y feromonas, ademas de la aplicacion de los
productos quimicos Ocaren y Vertimex cuando fue necesario. Finalmente, a cada maceta se
le agregd un tutor de crecimiento en forma de espiral. Para determinar el riego, se calculd
gravimétricamente la capacidad de campo promedio del sustrato utilizando el método

descrito por Rolando et al. (2015) (ecuacion 2).

0. = PCCPS
CC ™ ps—pMm

x 100 2)

Donde:

Occ: Capacidad de campo (%)

PCC: Peso de maceta y sustrato a la capacidad de campo (g)
PS: Peso de maceta y sustrato seco (g)

PM: Peso de maceta (Q)

Mediante un arreglo completamente aleatorizado, cuatro de las 8 macetas de cada accesion,
recibieron tratamiento con estrés hidrico (Figura 2a) y las cuatro restantes no fueron
estresadas (Figura 2b). La humedad gravimétrica (6) del sustrato de los individuos no
estresados se mantuvo a capacidad de campo (0¢c = 32.4%) en cada riego de manera
permanente hasta concluir el experimento (N2 en Figura 2b), con una frecuencia de riego de
tres veces por semana. Por otro lado, las macetas con los individuos sometidos a estres

mantuvieron un 6.¢ hasta alcanzar el estado fenolédgico de floracion (N1 en Figura 2a). El
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tratamiento consistid en tres periodos de estrés hidrico (EH1, EH2 y EH3 en Figura 2a), en
los cuales se restringio el riego (R_rest). Luego de cada periodo de estrés hidrico, las plantas
entraron a periodos de recuperacion (R1, R2 y R3 en Figura 2a), en los cuales se restaurd el

riego a capacidad de campo (R_cc) con una frecuencia de tres veces por semana.

Condiciones

— 4 Pertodos de entrenamiento con estrés hidrico
fiormales
a
—_— N1 = EHI = Ri = EHE R2 u Y = R3 7] R_rest
W 14 114 144 14d 144 D} R o

b O
— N2

) Condictongs

) normales

Figura 2. Esquema del tratamiento en individuos estresados (a) y sin estrés (b) en estrés
hidrico para el desarrollo de tolerancia inducida por memoria. N1: crecimiento
con riego hasta la floracién; N2: crecimiento con riego permanente; EH: periodo
de restriccion de riego con 8, 11 y 14 dias de duracién para EH1, EH2 y EH3,
respectivamente; R: periodos de recuperacion con 14 dias de duracion;
rectangulos de color plomo y blanco: riego constante a capacidad de campo
(R_cc); rectangulos con lineas diagonales: riego restringido (R_rest).

Todos los individuos que conforman las 59 accesiones del estudio fueron sembradas en el
mismo dia, 13 de julio de 2018. Sin embargo, pese a que el tratamiento empieza cuando la
accesion alcance el estado fenoldgico de floracion, no todas las accesiones florecieron al
mismo tiempo o incluso, no florecieron. Por ello, se establecieron dos fechas de inicio del
tratamiento con estrés hidrico: a los 56 dias después de la siembra (DDS) y 82 DDS. El grupo
que inicio el tratamiento a los 56 DDS estuvo conformado por 20 accesiones con floracion
presente, por lo que se les denomin6 “floracion temprana” (Tabla 3). El segundo inicio (82
DDS) estuvo conformado por 39 accesiones, de las cuales 18 si florecieron, y fueron
denominadas “floracion tardia”, y 21 accesiones no florecieron, denominadas “floracién

ausente”.
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Tabla 3: Listado de accesiones y el comportamiento que presentaron en el estado
fenologico de floracion

Estado de Cadigo Estado de Cadigo Estado de Cadigo

floracion experimental floracion experimental floracion experimental

CIP 460583 CIP 460116 CIP 460032

CIP 460663 CIP 460078 CIP 460531

CIP 460096 CIP 460337 CIP 440132

CIP 460377 CIP 460610 CIP 460722

CIP 460585 CIP 460296 CIP 460021

CIP 460745 CIP 460093 CIP 460131

CIP 460429 CIP 460784 CIP 460149

CIP 460022 CIP 460619 CIP 460373

CIP 460345 CIP 460555 CIP 460005

CIP 460026 CIP 460517 CIP 440166

Temprana CIP 460201 Tardia CIP 460360 Ausente CIP 460383

CIP 460204 CIP 460164 CIP 460528

CIP 460195 CIP 460077 CIP 460577

CIP 460430 CIP 460560 CIP 460567

CIP 107665.9 CIP 460452 CIP 460566

CIP 107665.19 CIP 460309 CIP 460036

CIP 113735.302 CIP 460052 CIP 460028

CIP 113735.258 CIP 460556 CIP 460047

CIP 113735.329 CIP 430434

CIP 113735.283

CIP 105269.232
CIP 113641.086

3.4 Mediciones ecofisiologicas

3.4.1 Estrés hidrico

Para probar si 8 dias de restriccion de agua fueron suficientes para causar estrés hidrico, se

midié el estado hidrico de la planta al culminar EH1. La conductancia estomaética a la luz

saturada (gs_max) Se midio utilizando un sistema portatil de fotosintesis (LI1-6400TX, LI-
COR, Nebraska, EE. UU.) Segun lo descrito por Rinza et al. (2019).
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3.4.2 Variables descriptoras de memoria

El desarrollo de memoria a corto plazo producto del tratamiento con estrés hidrico es
estimado en base a la respuesta de cuatro variables ecofisiologicas: indice de senescencia
retardada (ISR), razén de area foliar (RAF), razon de diferencial de temperatura (RDT) y

razon de discriminacion isotdpica de *C (RDI).

a) Indice de senescencia retardada (ISR)

El verdor de hojas se evalu6 11 veces (48, 61, 74, 90, 97, 109, 112, 115, 124, 126 y 131 dias
después de la siembra) en el grupo de floracion temprana y 15 veces (48, 61, 90, 97, 109,
112, 115, 124, 126, 131, 139, 144, 150, 153 y 157 dias después de la siembra) en los de
floracion tardia y sin floracidn, con los que se obtuvo el patron de concentracion de clorofila
(Chlspap) en cada individuo de cada accesion. Las lecturas se realizaron con un medidor de
concentracion de clorofila portatil SPAD-502 Plus (Konica Minolta Inc., Osaka, Japén).
Cada valor SPAD reportado por individuo en cada evaluacion es el resultado de promediar
cuatro mediciones en cuatro hojas distintas, jovenes y expuestas a iluminacion. La
senescencia se obtiene a partir del patron de concentracion de clorofila y se estim6 como la
pendiente de las lecturas comprendidas entre el momento de maximo desarrollo (hojas
verdes) hasta el de menos concentracién de clorofila (maxima pérdida del color verde). Asi,
las evaluaciones tomadas en cuenta para el calculo de la pendiente fueron de 97 a 131 dias
después de la siembra (DDS) para el grupo de floracion temprana y 97 a 150 DDS para las
de floracion tardia y sin floracion. El indice de senescencia retardada (ISR) evalla el
aumento o disminucion de la pendiente de senescencia de los individuos estresados respecto
al de los individuos control (ecuacion 3).

ISR = Scg — Ssg 3
Donde:
ISR: indice de senescencia retardada.
Sce: pendiente de senescencia de los individuos con estrés.
Sse: pendiente de senescencia de los individuos sin estrés
De la ecuacion anterior, si Scg €s mayor que Sgi (ISR de valor positivo), se habra producido
un aumento de la pendiente producto del estrés o lo que se traduce en una senescencia
retrasada (Thomas & Howarth, 2000).
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b) Razon de area foliar (RAF)
Para determinar el area foliar (Af) se tomaron fotos de la vista superior de todos los
individuos con una camara profesional Nikon D7000 (Nikon Corp., Japon) a los 47, 61, 78,
88, 103, 117 y 130 DDS para el grupo de floracion tempranay a los 47, 78, 81, 89, 105, 116,
130, 145y 158 DDS para los grupos de floracion tardia y sin floracion. La camara se ubicé
a una altura de 1.10 m sobre el dosel (altura promedio que alcanzo la planta en el tutor
espiral). Posteriormente, las imagenes fueron procesadas con el software Image Canopy v3.6
desarrollado por la Unidad de Sistemas de Produccién y Ambiente del CIP (disponible en
https://cipotato.org/site/inrm/home/downmod.htm). La metodologia empleada para
determinar el area es la que propone PSE y CIP (2013). El software en mencion, a partir de
un umbral de brillo, discrimina el color verde del resto de colores y determina el area foliar
(en cm?) en funcidn de la cantidad de pixeles verdes de la imagen. El umbral de brillo varia
de 0 a 0.1, por lo que se debe determinar un valor adecuado que genere un buen contraste
entre los colores (verde y otros). Se realizaron pruebas previas al experimento variando los
valores del umbral de brillo y se determing el valor de 0.04 como umbral de brillo adecuado
para las mencionadas condiciones experimentales. Con los datos de area foliar de ambos
grupos de una accesion, se calcul6 la razon de area foliar (RAF) (ecuacion 4). Esta variable
evalla el desarrollo de memoria en los individuos al comparar el mejor desempefio
alcanzado por los individuos estresados respecto al mejor desempefio de los individuos

control, en términos de area foliar.

RAF — Afmax _CE (4)

Afmax _SE
Donde:
RAF: razon de area foliar.
Armax_ce: area foliar maxima de los individuos con estres.

Asmax_se: area foliar maxima de los individuos sin estrés.

c) Razon de diferencial de temperatura (RDT)
La temperatura foliar se evalu6 ocho veces (62, 63, 88, 90, 115, 116, 119y 131 DDS) en el
grupo de floracion temprana y 10 veces (89, 90, 115, 116, 119, 131, 139, 144, 153 y 157
DDS) en los grupos de floracion tardia y sin floracion. La medicion se realizo en una hoja
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joven y expuesta al sol de cada planta utilizando un termémetro infrarrojo digital laser sin
contacto InfraRed Thermometer DT-882 (CEM, Shenzhen, China). Como se indicé
anteriormente, cada casa malla contiene dos sensores HOBO de temperatura y humedad
relativa ubicados a la altura del dosel de las plantas. EI promedio de ambos sensores es el
dato correspondiente a la temperatura del aire en cada casa. El diferencial de temperatura
(dT) es la diferencia de ambas temperaturas en un solo individuo (ecuacion 5).

dT =T, - T, (5)
Donde:
dT: diferencial de temperatura.
Ty, temperatura de la hoja (°C).

T,: temperatura del aire (°C) al momento de medir T,.

Basado en estudios previos (Hirayama et al., 2006; Pefiuelas et al., 1992; Rinza et al., 2019),
todas las lecturas de temperatura foliar en cada evaluacion fueron tomadas entre las 13:00 y
15:00 h. Bajo el supuesto de que una respuesta de tolerancia al estrés hidrico es el mecanismo
de enfriamiento debido al cierre de estomas (Lisar et al., 2012), se calcul6 la razén de
diferencial de temperatura (RDT) (ecuacion 6). Esta variable evaltia el desarrollo de
memoria al comparar el mejor desempefio del individuo con estrés con respecto al mejor

desempefio del individuo sin estrés.

RDT = 9T min cE (6)

dT min _SE

Donde:
RDT: razdn de diferencial de temperatura.
dTmin_ce: dT minimo de los individuos con estrées

dTmin_se: dT minimo de los individuos sin estrés.

d) Razdn de discriminacion isotopica de **C (RDI)
Se recolectaron dos muestras compuestas por accesion, una del grupo sin estrés y otra del
grupo con estrés. Cada muestra compuesta estuvo conformada por cinco hojas de edad
intermedia de cada uno de los cuatro individuos que conformaban el grupo. Dichas muestras
fueron secadas a 60°C por 48 horas en un horno BLUE M Modelo POM-166EY (BLUE M
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Electronic Company, IL, USA). Posteriormente, las muestras fueron pulverizadas en un
molino de bolas modelo MBI1X-100 (MRC, Israel) y tamizadas a un tamarfio de particula de
500 um. Las muestras se almacenaron en microtubos de 2 mL debidamente rotulados. De
cada microtubo, se tomo una alicuota de 1.7 — 2.1 mg y se almaceno en capsulas de estafio,
de manera que la muestra quedd compactada. Por altimo, las cépsulas de estafio fueron
almacenadas en microplacas de cultivo con base en U para su envio y andlisis en el
laboratorio de Isétopos Estables de la Universidad de California-Davis, EE. UU. Este
laboratorio cuenta con un espectrofotdmetro de masas de tasas de is6topos (Sercon Ltd,
Inglaterra) que opera en modo flujo continuo y permite conocer la composicion isotopica
(8*3C) de la muestra (ecuacién 7). Con los datos de composicion isotopica proporcionados
por el laboratorio, se calculo la discriminacion isotopica de carbono de las hojas (Ayjas)
segun lo propuesto por Farquhar et al. (1989) (ecuacion 8).

813C(%0) = (Rmuestra/Rreferencia — 1) X 1000 (7)
Donde:
§13C: composicion isotopica.
R: razon 3C/*2C.

5a-5
Anojas= (1+5pp) x 1000 )

Donde:

Apojas- discriminacion isotopica en hojas (%o).

8,: composicion isotopica (**C) del CO, atmosférico (-8%o),

8. composicion isotopica (*3C) de la muestra.

La recoleccion de hojas se realizo al finalizar cada periodo de recuperacion (R1, R2y R3 en
Figura 2a) en los individuos con y sin estrés de todas las accesiones. Partiendo de que una
respuesta tolerante al estrés hidrico es el aumento en Anojas (Farquhar et al., 1989), se calculd
la razon de discriminacion isotopica de *3C (RDI) (ecuacion 9). El estudio de esta variable
permite evidenciar el desarrollo de un mecanismo de memoria en las plantas al comparar el

mejor desempefio de los individuos estresados con respecto a los individuos sin estrés

RD] = Ahojas max CE 9)

A hojas max _SE
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Donde:
RDI: razon de discriminacion isotdpica de *C.
A hojas max_ce: A mé@ximo de las hojas de los individuos con estrés.

A hojas max_se: A maximo de las hojas de los individuos sin estrés.

3.4.3 Evaluacién de la tolerancia al estrés hidrico

a) Indice de susceptibilidad a la sequia (DSI)
Al finalizar los periodos de estres, se obtuvo el peso fresco del follaje y raiz por separado de
todos los individuos de ambos grupos de cada accesion. Luego, la biomasa se secé en horno
a 60°C por 48 horas y se obtuvo el peso seco de follaje y raiz. Con los datos de peso seco se
calcul6 el DSI (ecuacion 10) para evaluar la tolerancia de la accesion ante el estrés hidrico.
Fischer y Maurer (1978) proponen que valores bajos de DSI (por sus siglas en inglés Drought
Susceptibility Index) son considerados indicadores de tolerancia mientras que valores altos

demuestran susceptibilidad a la sequia.

_ (1-Ycge/YsE)
D31 = Xce/xse) 10)

Donde:

Ycesise: rendimiento promedio de peso seco de individuos con estrés/sin estrés de una
accesion.

Xcesse: rendimiento promedio de peso seco de individuos con estrés/sin estrés de todas las

accesiones.

b) Indice de tolerancia a la sequia inducida por memoria (ITSM)
Para evaluar el desarrollo de tolerancia al estrés hidrico inducido por memoria, se calculd el
ITSM (ecuacion 11) como un indice integrador de las variables descriptoras de memoria
(seccion 3.4.2).
ITSM = ISR + RAF + RDT + RDI — DSI (12)
Donde:
ITSM: indice de tolerancia a la sequia inducida por memoria.
ISR: indice de senescencia retardada
RAF: razén de area foliar.
RDT: razon de diferencial de temperatura.
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RDI: razon de discriminacion isotdpica de *C.

DSI: indice de susceptibilidad a la sequia.

3.5  Andlisis estadistico

Se utilizd la prueba t-Student para identificar diferencias significativas (p<0.05) entre el
promedio de las medidas de SPAD, pendientes de senescencia, area foliar y dT de los
individuos con y sin estrés. También, se evalud la correlacion lineal entre las variables
descriptoras de memoria (ISR, RAF, RDT y RDI) y tolerancia al estrés (DSl e ITSM)
mediante el célculo del coeficiente de correlacion de Pearson. Ademas, se analizo las
diferencias entre las especies SP-CWR en las variables de memoria y tolerancia mediante el
grafico de cajas llevadas a cabo con el software SigmaPlot (Systat Software, 2008).
Finalmente, se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) para todas las
accesiones con todas las variables para identificar los mecanismos de tolerancia. Todos los
analisis estadisticos, excepto por el grafico de cajas, fueron llevados a cabo en el software
libre RStudio (R Core Team, 2019).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1  Evaluacion del estrés hidrico

Para corroborar que 8 dias fueron suficientes para causar estrés hidrico en el primer periodo
de restriccion de agua, se midid la conductancia estomaética a luz saturada (gs max) a los 63
dias después de la siembra (DDS) en 19 accesiones. Las plantas estresadas presentaron una
reduccién promedio de 79.56 + 23.12 por ciento con respecto a gs max €n plantas no
estresadas. Ademas, en 16 de las 19 accesiones evaluadas (81.25 por ciento) presentaron
plantas estresadas con gs max menos de 0.05 mol H.O m?2 s, demostrando asi que el lapso
de ocho dias sin riego, 0 sequia prolongada, es suficiente para provocar estrés hidrico severo
(Jefferies, 1995; Flexas et al., 2012) en los individuos estresados del resto de accesiones del

estudio.

4.2  Desarrollo de memoria vegetal

El valor de cada variable descriptora de memoria (ISR, RAF, RDT y RDI) de cada accesion
se muestra en la Tabla 4. El aumento de pendiente de senescencia de los individuos
estresados respecto a los no estresados (ISR>0, p<0.05) fue un mecanismo de memoria que
se observa en el 40.0 por ciento de las accesiones. Los otros tres mecanismos de memoria
que se observaron en los individuos con estrés fueron: el aumento del area foliar (23.7 por
ciento de accesiones con RAF>1), disminucién del dT en los periodos de recuperacion (28.8
por ciento de accesiones con RDT>1) y aumento de Ahoja al finalizar sus periodos de

recuperacion (50.8 por ciento de accesiones con RDI>1).



Tabla 4: Valores promedio (+ error estandar) de las variables ISR, RAF, RDT y RDI de las accesiones del estudio

Accesion ISR RAF RDT RDI Accesion ISR RAF RDT RDI
CIP 107665.9 0.35+0.11 ** 1.34+035 0.66+0.11 0.998 CIP 460517 0.06 +0.02ns 0.85+0.06 1.01+£015 0.969
CIP 460116 0.04 +0.03 ns 143+0.09 0.74+£0.09 0.969 CIP 460360 0.03+0.07ns 099+0.10 0.95+0.07 0.999
CIP 460663 0.25+0.07 ** 1.34+0.27 052+0.02 1.005 CIP 460429 0.16 +0.02 * 1.22+006 0.73+0.18 1.015
CIP 113735.283  0.26 +0.07 ** 1.24+023 0.61+0.14 1.022 CIP 460149 -0.005+0.04ns 1.05+0.09 1.07+£022 1.032
CIP 460032 0.16 + 0.05 ** 1.50+0.22 111+012 1.028 CIP 460164 0.19+0.02** 097+0.09 066+0.08 1.033
CIP 460531 0.01 +0.06 ns 1.38+0.11 1.07+0.06 1.015 CIP 460077 -0.03+0.02ns 0.85%+0.20 1.15+010 1.034
CIP 460078 0.07 +0.05ns 0.81+0.13 090+0.16 0.970 CIP 460022 -0.08+0.07ns 099+0.17 067+0.16 0.988
CIP 440132 0.12+0.01 ** 0.89+0.12 1.00+0.09 0.996 CIP 460373 0.04+0.04ns 095+0.17 0.93+0.05 1.007
CIP 460337 0.19+0.10 * 0.85+0.03 0.87+0.16 0.978 CIP 460560 0.12+0.03** 0.84+0.15 094+0.03 0.983
CIP 105269.232 0.08 +0.03 * 0.96+0.15 0.92+0.02 1.007 CIP 460005 0.06+0.02ns 0.97+0.07 1.09+0.05 1.001
CIP 460722 0.11+0.06 * 1.33+0.12 1.07+0.06 1.023 CIP 460452 0.21+0.03* 0.75+0.12 0.68+0.03 0.968
CIP 460610 -0.06 £ 0.04 ns 0.82+0.06 099+0.07 1.019 CIP 440166 012+0.01** 091+0.21 1.00+0.04 0.995
CIP 460296 0.01+0.03 ns 082+005 126+0.10 1.038 CIP 460309 -0.02+0.06 ns 0.87+0.08 1.01+£010 1.016
CIP 460021 0.13+0.08 ns 1.00+£0.32 0.67+0.05 1.032 CIP 460383 0.02+0.04ns 096+0.12 0.96+0.08 0.969
CIP 460131 0.01+0.02 ns 091+0.05 112+0.15 1.004 CIP 460052 0.05+0.07ns 0.89%+0.12 0.89+0.12 0.995
CIP 460377 -0.002+0.07ns 1.09+0.13 0.68+0.06 0.971 CIP 460345 029+0.07* 0.89+0.09 083+0.16 0.992
CIP 460093 0.04 +0.02 ns 0.97+0.08 0.84+0.06 0.988 CIP 460528 -0.06£0.08ns 1.04%0.15 1.03+0.08 0.985
CIP 460585 0.30 +0.08 ** 0.88+0.05 090+0.16 1.001 CIP 460026 026 +0.07** 094+0.08 0.70+0.02 0.926
CIP 460784 0.24 +0.03 ** 0.86+0.09 0.86+0.06 1.003 CIP 460201 022+0.04* 084+0.07 075+0.05 0.993
CIP 460619 0.2+0.06 ** 1.10+£0.13 115+0.05 1.011 CIP 430434 -0.08+0.02* 0.84+0.04 107+0.03 1.042
CIP 460745 0.15+0.08 * 1.01+£0.06 0.77+£0.03 1.008 CIP 460577 -0.10£0.07ns 0.67+0.10 1.04+0.08 0.935
CIP 113641.086  0.06 + 0.05 ns 0.81+0.15 0.98+0.04 1.008 CIP 113735.329 0.16 +0.07 * 068+0.10 0.76+0.06 1.018
CIP 460555 0.01+0.05ns 0.89+0.20 0.88+0.03 0.972 CIP 460204 048+0.10** 0.77+0.05 0.87+0.10 0.989




Continuacién

Accesion ISR RAF RDT RDI
CIP 460556 0.11 +0.04 ns 0.93+0.14 0.93 +0.06 0.982
CIP 460195 0.07 £0.09 ns 0.77 £0.07 0.74 £0.09 1.012
CIP 460567 0.01+0.03 ns 0.80+£0.05 1.07 +0.06 0.995

CIP 107665.19 -0.04 £ 0.05 ns 0.73 +0.06 0.68 +0.03 0.972
CIP 113735.302  -0.09 £0.06 ns 0.90+0.10 0.58 +0.03 0.976
CIP 113735.258 -0.01+0.08 ns 0.67 +0.08 0.62 +0.06 0.990
CIP 460566 0.04 £0.04 ns 0.96 +£0.04 0.82+0.15 1.010
CIP 460036 0.01+0.03 ns 0.81+£0.04 0.87 £ 0.06 0.947
CIP 460028 0.08 +0.03 ** 0.76 +0.16 0.93+0.14 1.013
CIP 460047 -0.06 £ 0.03 ns 0.80 +0.03 0.83+0.03 1.005
CIP 460430 0.02 +£0.08 ns 0.78+0.14 0.61+0.05 1.027
CIP 460583 0.15+0.13ns 0.87 +£0.07 0.58 +£0.10 0.995
CIP 460096 0.02 +0.03 ns 0.81+0.11 0.73 +0.06 1.014

ISR = indice de senescencia retardada, RAF = razdn de érea foliar, RDT = razdn de diferencial de temperatura,

RDI = razén de discriminacion isotopica de 3C. (**p<0.01, *p<0.05, NS p>0.05).

4.2.11SR

El aumento de pendiente de los individuos estresados, respecto a los no estresados, genera
retardo en la senescencia, un mecanismo respuesta reportado en la literatura como el rasgo
“stay-green” de tolerancia al estrés hidrico (Abdelrahman, El-Sayed, Jogaiah, Burritt, &
Tran, 2017; Rivero et al., 2007; Rolando et al., 2015; Thomas & Howarth, 2000). En su
estudio, Rivero et al. (2007) reportaron una relacion entre senescencia foliar y tolerancia al
estrés hidrico sometiendo a sequia plantas de tabaco silvestre y transgénicas con senescencia
retardada. Los autores demostraron que el alto potencial fisiologico y tolerancia a la sequia
de las plantas con senescencia retardada se debieron a la elevada produccion de la hormona
citoquinina (CK) y una eficiente eliminacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS).
Ademas, Ling et al. (2018) proponen que el mecanismo de memoria se establece durante la
primera exposicion al estrés. De ambos estudios, se explica que durante el primer periodo
de estrés hidrico del estudio (EH1), los individuos con tratamiento pudieron haber
sintetizado factores de transcripcion que regulen positivamente la produccion de enzimas
relacionadas a la biosintesis de CK’s. De esa manera, en los posteriores ciclos de estrés (EH2
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y EH3) la planta se encuentra preparada y desarrolla tolerancia al estrés hidrico, traducido
en el retardo de la senescencia y alargamiento del periodo de crecimiento, como se observa
por ejemplo en las accesiones CIP 460204, CIP 107665.9 y CIP 460585 (Figura 3). Ademas,
Rolando et al. (2015) comprobaron en su estudio que los individuos que retrasaron su
senescencia, luego de un periodo de estrés hidrico, acumularon al final de su experimento

una mayor cantidad de biomasa aérea.
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Figura 3: Valores promedio (x error estdndar) del patron de concentracion de clorofila
en hojas de las tres accesiones con mayor valor ISR: a) 0.48, b) 0.35 y c) 0.30
para CIP 460204, CIP 107665.9 y CIP 460585, respectivamente. Circulos negros
representan a los individuos sin estrés y los blancos con estrés. Zonas
sombreadas: periodos de estrés hidrico (EH1, EH2 y EH3 en orden temporal)
de los individuos estresados. DDS: dias después de la siembra. **p<0.01,
*p<0.05.
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En ese sentido, la adquisicion del rasgo de senescencia retardada (ISR>0 y p<0.05 en la
prueba t de Student) se observd en el 38.9, 37.5, 25, 75, 50, 60 y 100 por ciento de las
accesiones de las especies | trifida, 1. ramosissima, I. triloba, I. batatas, I. cordatotriloba,
I. grandifolia e I. leucantha, respectivamente, las cuales coinciden con las siete especies con
mayor ISR (Figura 4). Estos resultados sugieren que el mecanismo de memoria es
dependiente del genotipo dentro de cada especie, lo cual concuerda con lo encontrado por
Ramirez et al. (2015b) en su estudio, en el que tres variedades distintas de papa (Solanum
tuberosum L.) mostraron distintos niveles de tolerancia al estrés hidrico inducido por

memoria a corto plazo.

I. leucantha

I. australis -

I. grandifolia -
Camote -

I. trifida -

I. triloba

I. ramosissima -

1. cynanchifolia |
I. splendor-sylvae
I. cordatotriloba -
I. tiliacea

I. batatas

-0.3 0.6

ISR

Figura 4: Valores ISR para el camote cultivado y sus especies parientes silvestre (SP-
CWR). Cada caja contiene a la mediana (linea negra interior), su extremo
inferior y superior representan el 25 y 75 por ciento de variacion,
respectivamente, el bigote inferior y superior representan el 10 y 90 por ciento
de variacion, respectivamente y los circulos plomos los valores atipicos. Linea
roja entrecortada representa el umbral de desarrollo de memoria.

4.2.2 RAF
Se obtuvieron valores promedio de Asmax de 475.7, 508.9, 575.6, 639.2, 665.7, 672.1, 732.6,
799.9, 814.4,829.2, 836.7, 1032.2 y 1140.3 cm? en los individuos mantenidos a condiciones

hidricas optimas (sin estrés) para las especies I. tiliacea, I. grandifolia, 1. leucantha, I.
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australis, 1. cynanchifolia, 1. triloba, I. trifida, I. ramosissima, I. batatas, I. cordatotriloba,
camote cultivado e 1. splendor-sylvae respectivamente. De lo anterior, pese a que los
controles de I. tiliacea desarrollaron el Afmax mas pequefio de todo el grupo en estudio, sus
accesiones obtuvieron los valores RAF mas altos (Figura 5, 6¢). Lo contrario ocurre con el
camote cultivado, cuyos controles presentaron la segunda As max Mas grande (después de |I.
splendor-sylvae) pero los valores RAF de sus accesiones varian de 0.81 a 0.96 (Figura 5).
Estos resultados indicarian que la capacidad de aumentar el tamafio del area foliar en
respuesta al estrés hidrico no esta predispuesta por el tamafio o el nimero de hojas que la
planta desarrolla en condiciones normales, sino que es una capacidad que se desarrolla
producto de la memoria vegetal.

1. tiliacea -

I. trifida 1

1. cynanchifolia -
1. splendor-sylvae -
Camote T

I. australis 1

I. ramosissima -

1. triloba

l. leucantha

I. grandifolia -
|. cordatotriloba -
l. batatas -

05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
RAF

Figura 5: Valores RAF para el camote cultivado y sus especies parientes silvestre (SP-
CWR). Cada caja contiene a la mediana (linea negra interior), su extremo
inferior y superior representan el 25 y 75 por ciento de variacion,
respectivamente, el bigote inferior y superior representan el 10 y 90 por ciento
de variacion, respectivamente y los circulos plomos los valores atipicos. Linea
roja entrecortada representa el umbral de desarrollo de memoria.
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Figura 6: Valores promedio (+ error estdndar) del area foliar (Af) de las tres accesiones
con mayor valor RAF: a) 1.50, b) 1.43y c¢) 1.38 para CIP 460032, CIP 460116 y
CIP 460531, respectivamente. Circulos negros representan a los individuos sin
estrés y los blancos con estrés. Zonas sombreadas: periodos de estrés hidrico
(EH1, EH2 y EH3 en orden temporal) de los individuos estresados. DDS: dias
después de la siembra. **p<0.01, *p<0.05.

De Souza et al., (2017) sefialan en su estudio que el rendimiento de biomasa total de un
cultivo depende de la eficiencia con la que éste intercepta la luz y la convierte en biomasa a

lo largo de toda la temporada de crecimiento. A su vez, la eficiencia con la que la radiacién
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interceptada es usada para fijar CO. depende del &rea foliar total de la planta (De Souza et
al., 2017; Legg et al., 1979; Zhu, Long, & Ort, 2008). Por ello, ante un escenario de sequia,
que provoca la pérdida de biomasa de un cultivo (Legg et al., 1979), es necesario incrementar
la eficiencia de conversion de energia luminica en energia quimica mejorando el rendimiento
de la capacidad fotosintética. Lo ultimo se corrobora con los estudios de Cayon et al. (1997)
y Puangbut et al. (2009) en los que las plantas fueron sometidas a periodos de estrés hidrico
seguidos de un periodo de recuperacidn y en respuesta se evidencié un incremento en la

biomasa y el area foliar.

Con ello, se evidencia que el aumento del area foliar de los individuos con estrés respecto al
de los individuos sin estrés es un rasgo producto de la memoria vegetal que consiste en
aumentar la capacidad fotosintética y con ello la tolerancia al estrés hidrico. Ademas,
diversos autores sefialan que en los programas de mejoramiento, se deberian buscar
genotipos que en condiciones de estrés hidrico, aumenten el desarrollo del area foliar (Choluj
et al., 2014; Qin, Bian, Liu, Zhang, & Jin, 2019).

423 RDT

Debido a la transpiracién, luego de la apertura de estomas (Jefferies, 1995), la temperatura
de las hojas tiende a bajar hasta llegar a ser menor que la del aire, con lo que dT se hace
negativo (ecuacion 5). De esa manera, dT alcanza su valor mas bajo (dTmin) cuando la planta
se encuentra en condiciones hidricas Optimas, o ante condiciones adversas, presenta una
buena capacidad de termorregulacion (Blum, Shpiler, Golan, & Mayer, 1989; Thapa et al.,
2018). Los individuos con estrés se aproximan o superan al dTmin de los no estresados s6lo
en sus periodos de recuperacion como se observa en las evaluaciones de temperatura a los
157, 131y 131 DDS (Figuras 8a, b y c, respectivamente). Por el contrario, en los periodos
de estrés hidrico, los estomas se cierran, los niveles de transpiracion bajan, la temperatura
foliar aumenta y RDT tiende a ser positivo (Biju et al., 2018; Blum et al., 1989; Thapa et
al., 2018).
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Figura 7: Valores promedio (+ error estandar) de diferencial de temperatura (dT) de
las tres accesiones con mayor valor RDT: a) 1.260, b) 1.155y c¢) 1.145 para CIP
460296, CIP 460619 y CIP 460077, respectivamente. Circulos negros
representan a los individuos sin estrés y los blancos con estrés. Zonas
sombreadas: periodos de estrés hidrico (EH1, EH2 y EH3 en orden temporal)
de los individuos estresados. DDS: dias después de la siembra. **p<0.01,
*p<0.05.

El mecanismo de termorregulacion se evidencia en los periodos de recuperacion R1, R2 y
R3, influenciados por el periodo de estrés hidrico que antecedi6 a cada uno. De esta manera,
si el dT del individuo estresado aumenta en periodos de riego optimo (recuperacion), éste no
pudo recuperarse del dafio causado en el periodo EH1 (Ling et al., 2018; Serrano et al.,

2019). Por el contrario, en la Figura 7a, el dT que la accesion CIP 460296 alcanzé a los 153
33



y 157 DDS son los dos menores valores que se registraron, llegando incluso a tener una
temperatura de hoja mas fria que los controles. La mejora en el proceso de termorregulacion
con respecto a los primeros periodos de recuperacion es un indicio de memoria vegetal, pues
los individuos fueron capaces de “recordar” eventos de estrés en etapas tempranas de su

desarrollo y generar una respuesta tolerante.
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Figura 8: Valores RDT para el camote cultivado y sus especies parientes silvestre (SP-
CWR). Cada caja contiene a la mediana (linea negra interior), su extremo
inferior y superior representan el 25 y 75 por ciento de variacion,
respectivamente, el bigote inferior y superior representan el 10 y 90 por ciento
de variacion, respectivamente y los circulos plomos los valores atipicos. Linea
roja entrecortada representa el umbral de desarrollo de memoria.

Las accesiones de la especie |. cordatotriloba, |. batatas e I. tiliacea, fueron las Unicas
especies que, en todas sus accesiones, los controles fueron superados en dT y resultan en
RDT mayor a uno (Figura 8). A la fecha no se han reportado estudios de memoria al estrés
en estas especies, sin embargo, estos resultados evidencian el potencial genético de estas
accesiones para desarrollar tolerancia al estrés hidrico. Ademas de las especies mencionadas,
algunas accesiones de I. leucantha, I. ramosissima, e I. splendor-sylvae, presentaron valores

RDT cercanos o mayores a la unidad (Figura 8).
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4.2.4 RDI

En los periodos de estrés hidrico, la disponibilidad de agua en el suelo disminuye
radicalmente, con lo que, los estomas se cierran, reduciendo el intercambio gaseoso entre las
hojas y el ambiente, y de esta manera, la discriminacién en contra del isétopo mas pesado
de carbono se reduce (Farquhar et al., 1989). Por esta razon, un bajo valor de Anoja €sta
relacionado con baja conductancia estomatica y rendimientos de biomasa disminuidos por
el menor flujo de carbono (Farquhar, O’Leary, & Berry, 1982). Lo contrario ocurre en los
periodos de recuperacion de los individuos estresados, donde sus condiciones de riego
igualan a las de los individuos sin estrés, por lo que se esperaria que Anoja@umente y en algin

momento alcance su maximo valor (Anoja max) €N @ambos tratamientos.

El efecto de los tres periodos de estrés hidrico y el progresivo aumento de su duracion, dafian
el desemperio del aparato fotosintético y del estado fisioldgico en general (Jefferies, 1995),
por lo que se esperaria que Anoja disminuya conforme transcurre el tratamiento con estrés
hidrico. Asi, de los resultados obtenidos, el 50.8 por ciento de las accesiones del estudio
presentaron RDI mayor a uno, es decir, los individuos con estrés alcanzaron en sus periodos
de recuperacion Anoja max Mmayor que el de los individuos regados a condiciones optimas
(Tabla 4). Por ejemplo, en los individuos estresados, Ancja max S€ alcanzd en el segundo
periodo para CIP 430434 (Figura 9a) y tercer periodo de recuperacion para CIP 460296 y
CIP 460077 (Figura 9b y c, respectivamente), con valores RDI considerablemente mayores
que sus controles. La mejora de Anojamax de l0s individuos estresados respecto a los periodos
de recuperacion previos, es un indicio de memoria vegetal. Esto ultimo se sustenta en el
hecho de que, a pesar de incrementarse la duracion de los periodos de estrés hidrico, el
estado de la maquinaria fotosintética de las plantas estresadas mejora y, por ende, fijan mas

carbono que los individuos sin estrés (Condon et al., 2004, Ramirez et al., 2015a).
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Figura 9: Valores promedio de discriminacion isotopica de 13C de hojas (Ahoja) de las
tres accesiones con mayor valor RDI: a) 1.043, b) 1.038 y c¢) 1.034 para CIP
430434, CIP 460296 y CIP 460077, respectivamente. Circulos negros
representan a los individuos sin estrés y los blancos con estrés. Zonas
sombreadas: periodos de estrés hidrico (EH1, EH2 y EH3 en orden temporal)
de los individuos estresados. DDS: dias después de la siembra.

A nivel de especies, I. cordatotriloba (Figura 9c), I. ramosissima, I. trifida, 1. splendor-
sylvae e I. australis (por ejemplo, CIP 460296 en Figura 9b) presentan los indicios mas
evidentes de haber desarrollado memoria vegetal pues el 100.0, 75.0, 56.3, 66.7 y 60.0 por
ciento, respectivamente presentaron RDI mayor a uno (Figura 10). Los valores altos y
uniformes de RDI que presenta el cultivo de camote se debe a la domesticacion de éste para

un mejor rendimiento de raiz de almacenamiento. Esto Gltimo se comprueba con el estudio
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de Ramirez et al. (2015) en el que se demostré que el uso de A, es un buen rasgo de
prediccion del rendimiento del cultivo de papa en condiciones de riego tanto éptimo como
restringido. En conclusion, existe un gran potencial genético de mejora del mecanismo de
intercambio gaseoso en las especies anteriormente mencionadas, por lo que su inclusién en
programas de mejoramiento del cultivo de camote, mejorarian el rendimiento del cultivo y

con ello sus propiedades nutricionales.
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Figura 10: Valores RDI para el camote cultivado y sus especies parientes silvestre (SP-
CWR). Cada caja contiene a la mediana (linea negra interior), su extremo
inferior y superior representan el 25 y 75 por ciento de variacion,
respectivamente, el bigote inferior y superior representan el 10 y 90 por ciento
de variacion, respectivamente y los circulos plomos los valores atipicos. Linea
roja entrecortada representa el umbral de desarrollo de memoria.

4.3 Tolerancia al estrés hidrico inducida por memoria

4.3.1 DSl

Esta variable mide la susceptibilidad de un genotipo en condiciones de sequia, pues relaciona
el rendimiento en biomasa de éstos en condiciones de sequia y riego 6ptimo, en comparacion
con el rendimiento de biomasa de todos los genotipos del estudio (Fischer & Maurer, 1978).

De esa forma, diversos autores utilizan los rendimientos de biomasa de los cultivos para
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determinar tolerancia al estrés hidrico, de manera que los genotipos con valores bajos de DSI
(menos de una unidad) presentan altos rendimientos en condiciones limitadas de agua y son
calificados como tolerantes (Agili & Nyende, 2012; Biju et al., 2018; Cabello et al., 2012;
Guttieri, Stark, O’Brien, & Souza, 2001; Sio-Se Mardeh et al., 2006).
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Figura 11: Valores DSI para el camote cultivado y sus especies parientes silvestre (SP-
CWR). Cada caja contiene a la mediana (linea negra interior), su extremo
inferior y superior representan el 25 y 75 por ciento de variacion,
respectivamente, el bigote inferior y superior representan el 10 y 90 por ciento
de variacion, respectivamente y los circulos plomos los valores atipicos. Linea
roja entrecortada representa el umbral de susceptibilidad a la sequia.

Las accesiones de camote cultivado, en conjunto, poseen los valores mas bajos de DSI del
estudio (Figura 11) indicando que el desarrollo de memoria vegetal ante el estrés hidrico
favorece a la produccion de biomasa aérea en los individuos estresados. Esto ultimo se debe
a que los individuos de esta esta especie estdn domesticados para producir mas biomasa y
asi interceptar mas luz, con lo que el rendimiento en peso seco de raiz aumenta (De Souza
et al., 2017). Sin embargo, las accesiones de I. grandifolia, I. triloba (CIP 460116 obtuvo el

DSI mas bajo de -0.19) junto con la accesion de I. trifida CIP 107665.9 (DSl de -0.12) no
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presentan raiz almacenadora como el camote, pero desarrollaron los valores DSI méas bajos
de todo el estudio (Tabla 4 y Figura 11). Entonces, al analizar genotipos de distintas especies,
habitats y que no producen raiz almacenadora como lo hace el camote domesticado, el
analisis de biomasa se vuelve muy limitado y no considera los diversos mecanismos de

adaptacion al estrés hidrico de estas especies silvestres.

4.3.21TSM

El indice de tolerancia a la sequia inducida por memoria (ITSM) desarrollado en el presente
estudio proporciona informacion sobre el estado fisioldgico de la planta luego de ser
expuesta a continuos periodos de estrés hidrico. De esa manera ITSM integra variables como
el cambio en la senescencia (ISR), el area foliar (RAF), el diferencial de temperatura de la
hoja con respecto a la del aire (RDT), el aumento de Anoja (RDI) y es corregido con el indice
de susceptibilidad a la sequia (DSI) que informa la pérdida de biomasa en condiciones de
estrés. CIP 107665.9 y CIP 460116 son las accesones con mayor ITSM del estudio (3.47 y
3.37 respectivamente, Figura 12). De acuerdo a los resultados obtenidos, se obserbé que las
accesiones que desarrollaron memoria en por lo menos dos variables de las cuatro
presentaron un valor ITSM mayor a 2.0. Por lo tanto, en el presente estudio, se propone un
umbral de 2.0, en el que las accesiones que obtuvieron valores mayores a éste, son mas

tolerantes que el resto de accesiones (Figura 12).

A manera de contraste, |. tiliacea presenta una alta susceptibilidad segin DSI (Figura 11),
sin embargo, los valores ITSM de sus accesiones (CIP 460531 y CIP 460528), son uno de
los mas altos (Figura 12), por lo que el rendimiento de biomasa total no fue un rasgo
potenciado por la memoria al inducir tolerancia, mas bien lo fueron el aumento de su area

foliar, un mejor refrigeramiento foliar y el intercambio gaseoso (Tabla 4).
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Figura 12: Valores ITSM para las accesiones de camote cultivado (barras naranjas) y
sus especies parientes silvestre (SP-CWR) (barras negras).
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Figura 13: Valores ITSM para el camote cultivado y sus especies parientes silvestre
(SP-CWR). Cada caja contiene a la mediana (linea negra interior), su extremo
inferior y superior representan el 25 y 75 por ciento de variacion,
respectivamente, el bigote inferior y superior representan el 10 y 90 por ciento
de variacion, respectivamente y los circulos plomos los valores atipicos. Linea
roja entrecortada representa el umbral de tolerancia a la sequia inducida por
memoria.

Ademas, estos resultados confirman estudios previos que proponen a . triloba como una
especie tolerante al estrés hidrico (Iwanaga, 1988; Komaki, 2004; Nimmakayala et al., 2011)
(Figura 13). Finalmente, se demuestra que mediante la induccion a memoria vegetal
producto del tratamiento con estrés hidrico, especies como I. triloba, I. tiliacea, I. australis,
I. cynanchifolia, e I. cordatotriloba lograron que mas del 50 por ciento de sus respectivas

accesiones también desarrollen tolerancia al estrés hidrico (Figura 13).

4.4 Analisis de Componentes Principales (PCA)

Las variables descriptoras de memoria no presentaron una correlacion significativa (rpearson
< /0.7/, p > 0.05) entre si (Tabla 5). Por ello, las cuatro variables (ISR, RAF, RDT y RDI)
son seleccionadas para el analisis de componentes principales (PCA), debido a que, al no

tener informacién en comun, se evidenciara qué mecanismo de memoria fue inducido en una
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determinada accesion (Lejeune & Calinski, 2000; Sneath & Sokal, 1973). Por otro lado, se
observa una elevada correlacion significativa (fpearson > /0.7/, p < 0.01) entre los dos indices
de tolerancia al estrés hidrico, sin embargo, ambos fueron considerados para el PCA para

evidenciar cudl de los dos indices describe mejor el desarrollo de tolerancia al estrés hidrico.

Tabla 5: Matriz de correlacion de Pearson entre variables descriptoras de memoria de
las accesiones del estudio

ISR
RAF 021  RAF
RDT 027 002  RDT
RDI 0.003 020 020  RDI
DSI -0.13 -0.39 014 014 DS
ITSM 0.31 0.70 0.18 009 -0.84

ISR = indice de senescencia retardada, RAF = razdn de &rea foliar, RDT = razdn de diferencial de temperatura,
RDI = razén de discriminacion isotépica de *3C, DSI = indice de susceptibilidad a la sequia, ITSM = indice de

tolerancia a la sequia inducida por memoria. En plomo r >/0.7/, p < 0.01.

Las primeras tres componentes representaron el 80.24 por ciento de la varianza total (Tabla
6) en consistencia con Sneath y Sokal (1973) quienes afirman que el PCA deberia explicar
por lo menos el 70 por ciento de la varianza total. La primera componente es mayormente
explicada (r > /0.7/) por RAF, DSI e ITSM con signo negativo, positivo y negativo
respectivamente. Por otro lado, RDT y RDI estan correlacionados positivamente con la
segunda componente (r > /0.6/), mientras que la tercera componente es explicada por ISR (r
> /0.6/).

Los resultados del analisis multivariado de los datos obtenidos en el estudio se muestran en
las Figura 14 y Anexo 2y 4. CIP 113735.258 y CIP 107665.9 mostraron el mayor y menor
valor en la primera componente; mientras que, CIP 460296 y CIP 460026 se ubicaron en los
extremos positivos y negativos de la segunda componente, respectivamente (Figura 14). La
tercera componente ubica a CIP 460577 en su extremo positivo y a CIP 460204 en su

extremo negativo (Anexo 2).
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Tabla 6: Matriz de correlacion de Pearson y varianzas del analisis de componentes
principales a partir de los ajustes ortogonales de las seis variables descriptoras
de memoria y tolerancia al estrés hidrico

Variable Componente 1  Componente 2  Componente 3
ISR -0.42 -0.42 -0.61
RAF -0.78 0.19 -0.19
RDT 0.04 0.81 0.29
RDI -0.08 0.66 -0.61
DSl 0.83 0.17 -0.39
ITSM -0.97 0.15 0.14
Eigen-value 241 1.36 1.04
%VTA 40.21 62.91 80.24

En plomo r > /0.6/ entre las componentes y las variables. % VTA = porcentaje de varianza total acumulada.
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Figura 14: Ordenamiento 2D (componente 1y 2) de las 59 accesiones SP-CWR basados
en el Analisis de Componentes Principales (PCA) para las variables descriptoras
de memoria y tolerancia al estrés hidrico. Los grupos de color celeste, verde y
morado contienen accesiones con floracion temprana, floracién tardia y sin
floracion respectivamente.



En la Figura 14, el PCA indica que las variables que describen tolerancia al estrés hidrico
(DSI e ITSM) son las variables méas relevantes en la ordenacion de las accesiones en la
primera componte (Tabla 6). Ademas, ambos indices se correlacionan negativamente (r = -
0.84, Tabla 5), por lo que las accesiones tolerantes (alto ITSM) y menos susceptibles (bajo
DSI) a la sequia se encuentran en la parte negativa de la primera componente. Estos
resultados indican que, debido a la fuerte correlacién lineal entre DSI e ITSM, ambos son
buenos indices para determinar accesiones tolerantes al estrés hidrico. Sin embargo, el
presente estudio postula al indice de tolerancia a la sequia por memoria (ITSM) como un
indice més exacto pues considera no solo a la biomasa expresada en DSI, sino también a la
senescencia, el area foliar en especifico, el diferencial de temperatura y la discriminacion

isotopica de *3C para determinar tolerancia al estrés hidrico.

La variable RAF se ubica en la eje de la tolerancia, pues tiene una fuerte correlacion negativa
con la primera componente (r = -0.78, Tabla 6). Luego, ISR se encuentra junto a RAF, pero
orientada en el lado negativo de la tercera componente (r = -0.61, Tabla 6) y debido a la
correlacion positiva de ambas variables (r = 0.21, Tabla 4), éstas se orientan en los lados
negativos de la segunda y tercera componente (Anexo 2). Las accesiones ubicadas en este
campo se ordenan principalmente en la componente de la tolerancia (Figura 14) pero
desplazadas hacia el lado negativo de la tercera componente debido a la influencia de ISR
(Anexo 2). Estas accesiones han desarrollado tolerancia al estrés hidrico (alto ITSM y bajo
DSI) inducida por memoria vegetal, pues presentan valores altos de ISR, con lo cual se
retarda la senescencia (Abdelrahman et al., 2017; Rivero et al., 2007; Rolando et al., 2015;
Thomas & Howarth, 2000), y RAF, desarrollando méas biomasa expresada en area foliar
(Cayon et al., 1997; De Souza et al., 2017; Puangbut et al., 2009). En total, 11 accesiones
lograron desarrollar tolerancia al estrés hidrico bajo el mecanismo en mencion, de las cuales,
el 63.6 por ciento presentaron floracion temprana (CIP 107665.9, CIP 460663, CIP
113735.283, CIP 460377, CIP 460585, CIP 460745, CIP 460429); el 27.3 por ciento
floracion tardia (CIP 460337, CIP 460784, CIP 460164 y CIP 460452) y CIP 460021 sin

floracion.

Por otro lado, la ordenacién de las accesiones en la segunda componente esta fuertemente

influenciada por las variables RDT y RDI (Tabla 6). Ademas, ambas variables presentan
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entre si un coeficiente de correlacion de Pearson positivo (r = 0.20, Tabla 4), lo que ocasiona
que se orienten en el lado positivo de la segunda componente (Anexo 3). Las accesiones de
esta area se desplazan por lo tanto en el segundo componente debido a la influencia de RDT
y RDIy ligeramente desplazadas en la primera componente influenciados por ITSM (Figura
14). Estas accesiones también desarrollaron tolerancia al estrés hidrico (alto ITSM) inducida
por memoria, pero a diferencia del grupo anterior, a causa de valores altos de RDT, con lo
gue mejoran sus niveles de transpiracion y termorregulacion (Biju et al., 2018; Blum et al.,
1989; Thapa et al., 2018) y RDI, reforzando el intercambio gaseoso y la incorporacion de
carbono (Farquhar et al. 1982, Condon et al., 2004, Ramirez et al. 2015a). Finalmente, se
contabilizaron 18 accesiones que desarrollaron tolerancia al estrés hidrico mediante este
mecanismo, todas iniciaron el tratamiento a los 82 DDS, de las cuales solo 10 florecieron de
manera tardia (CIP 460116, CIP 460078, CIP 460610, CIP 460296, CIP 460093, CIP
460619, CIP 460517, CIP 460555, CIP 460360 y CIP 460077) y 8 no florecieron (CIP
460032, CIP 460531, CIP 440132, CIP 105269.232, CIP 460722, CIP 460131, CIP
113641.086 y CIP 460149).

En resumen, los resultados de este estudio indican que existen dos mecanismos mediante el
cual una planta desarrolla tolerancia al estrés hidrico inducida por memoria vegetal. Las
accesiones que presentaron una floracion temprana tienden a “escapar de la sequia” mediante
un desarrollo rapido (Basu et al., 2016; Levitt, 1980), pues prolongan su periodo de
crecimiento, retrasan su senescencia y desarrollan mas area foliar en respuesta a eventos de
sequia. En cambio, las accesiones que presentaron floracion tardia o no florecieron tienden
a “evitar la sequia” mediante el ahorro de agua (Basu et al., 2016; Levitt, 1980; Maximov,
1929), optimizando los mecanismos de transpiracion y asimilacion de carbono ante el estrés
hidrico. Por lo tanto, queda patente la efectividad de la induccion de memoria vegetal en
parientes silvestres de camote para desarrollar tolerancia al estrés hidrico. Este grupo de
especies posee genes potenciales de retardo de senescencia, aumento de la biomasa foliar y
mejora de la transpiracidn e intercambio gaseoso en condiciones de estrés hidrico, de manera
que, su inclusién en programas de mejoramiento del cultivo de camote, harian que este

cultivo de confirme como cultivo de seguridad alimentaria (Motsa et al., 2015).
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V. CONCLUSIONES

El mecanismo de memoria en la variable de senescencia se evidencia en el retardo de ésta,
que implica el aumento de la pendiente de caida de la concentracion de clorofila en los
individuos estresados con respecto al de los individuos sin estrés.

El mecanismo de memoria en la variable de &rea foliar se muestra en el aumento de
biomasa aérea, de manera que Armax de los individuos estresados aumenta con respecto al
de los individuos sin estrés.

El mecanismo de memoria en la variable de temperatura foliar se traduce en la mejora del
proceso de termorregulacién a través de la disminucion progresiva de dTmin en los Gltimos
periodos de recuperacion de los individuos estresados con respecto al dTmin de los
individuos sin tratamiento.

El mecanismo de memoria en la variable de isétopos de *C se evidencia en el aumento
de Anoja €n los Ultimos periodos de recuperacion, de manera que la planta incorpora mas
carbono al mejorar el intercambio gaseososo de los individuos estresados, con respecto al
de los individuos sin tratamiento.

El desarrollo de tolerancia al estrés hidrico inducido por memoria a corto plazo (medido
por ITSM) en parientes silvestres de camote es una respuesta dependiente del genotipo.
Ademas, la tolerancia se desarrollé mediante dos mecanismos: los mecanismos de escape
a la sequia (retardo de senescencia y aumento de area foliar) y evitacion a la sequia (mejor
termorregulacion e intercambio gaseoso).

Los genotipos examinados parientes silvestres de camote [Ipomoea series Batatas
(Choisy) D. F. Austin] demostraron una clara diversidad en su respuesta fisioldgica ante

la induccion de memoria para desarrollar tolerancia al estrés hidrico.



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda incluir a las especies parientes silvestres del camote en futuros programas de
mejoramiento del camote, debido a la clara diversidad genética en respuesta al estrés hidrico
que este grupo desarrolla. Ademaés, para trabajos futuros, se recomienda también realizar
estudios de metabolémica para dilucidar qué metabolitos se activan o reprimen en el

desarrollo de tolerancia al estrés hidrico inducida por memoria a corto plazo.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: Digital Object Identifier (DOI) de las accesiones CIP utilizadas en el estudio

Cadigo CIP DOl Codigo CIP DOI
CIP 440132 10.18730/65R1 CIP 460373 10.18730/8355
CIP 440166 10.18730/66NY CIP 460383 10.18730/83FF
CIP 113641.086 10.18730/SK7K= CIP 460528 10.18730/87V7
CIP 105269.232 10.18730/SK7J$ CIP 460531 10.18730/87YA
CIP 460345 10.18730/82AF CIP 460026 10.18730/7V36
CIP 460585 10.18730/89GQ CIP 460430 10.18730/84YS
CIP 460077 10.18730/7TW75 CIP 460377 10.18730/8399
CIP 460360 10.18730/82SY CIP 460745 10.18730/8BDA
CIP 460296 10.18730/80T4 CIP 460663 10.18730/8A9B
CIP 460164 10.18730/7Y5Y CIP 460429 10.18730/84XR
CIP 460556 10.18730/88M* CIP 460096 10.18730/7WKH
CIP 460555 10.18730/88KZ CIP 460195 10.18730/7YSD
CIP 460149 10.18730/7XTK CIP 460022 10.18730/7V03
CIP 460201 10.18730/7YZK CIP 113735.258 10.18730/SK7NO
CIP 460583 10.18730/89EN CIP 113735.283 10.18730/SK7P1
CIP 460452 10.18730/85MA CIP 113735.302 10.18730/SK7Q2
CIP 460337 10.18730/8238 CIP 113735.329 10.18730/SK7R3
CIP 460610 10.18730/89QY CIP 107665.9 10.18730/SK7MU
CIP 460204 10.18730/722P CIP 107665.19 10.18730/SK7H~
CIP 460619 10.18730/89T~ CIP 430434 10.18730/852X
CIP 460028 10.18730/7V58 CIP 460577 10.18730/898F
CIP 460036 10.18730/7VCF CIP 460021 10.18730/7TZ22
CIP 460032 10.18730/7Vv9C CIP 460560 10.18730/88RU
CIP 460566 10.18730/88Y5 CIP 460309 10.18730/817H
CIP 460567 10.18730/88Z6 CIP 460052 10.18730/7VSW
CIP 460005 10.18730/7THS CIP 460093 10.18730/7WJG
CIP 460047 10.18730/7VNR CIP 460517 10.18730/87H$
CIP 460722 10.18730/8B0$ CIP 460784 10.18730/8C1Y
CIP 460131 10.18730/7XE7 CIP 460078 10.18730/7W86
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Anexo 2: Ordenamiento 2D (componente 1y 3) de las 59 accesiones SP-CWR basados
en el Analisis de Componentes Principales (PCA) para las variables descriptoras
de memoria y tolerancia al estrés hidrico. Los grupos de color celeste, verde y
morado contienen accesiones con floracion temprana, floracion tardia y sin
floracion respectivamente.
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Anexo 3: Ordenamiento 2D (componente 2 y 3) de las 59 accesiones SP-CWR basados
en el Analisis de Componentes Principales (PCA) para las variables descriptoras
de memoria y tolerancia al estrés hidrico. Los grupos de color celeste, verde y
morado contienen accesiones con floracion temprana, floracion tardia y sin
floracion respectivamente.
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Anexo 4. Galeria fotogréfica

a) Procedimiento para la toma de fotografias de las plantas para determinar el area
foliar méxima.
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b) Determinacion de la senescencia, a) procedimiento para medir la concentracion de
clorofila en las plantas, b) medidor de concentracion de clorofila portétil SPAD-502

Plus.

c) Determinacién de la temperatura de a) la hoja con termdmetro infrarrojo InfraRed
Thermometer DT-882, y del b) aire circundante con HOBO U23 Pro v2
Temperature/Relative Humidity Data Logger para calcular el diferencial de
temperatura (dT).

{
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d) Preparacion de muestras de is6topos para su envio al Laboratorio de Is6topos
Estables de la Universidad de California-Davis, EE. UU. a) secado de muestra
compuesta de hojas, b) molino de bolas BMIX-100.

e) Cosecha de biomasa aérea y radicular de los individuos para determinar el indice de
susceptibilidad a la sequia (DSI).
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