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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Estandarizacién de condiciones de produccion in vitro y ex vitro para la

propagaciéon y escalamiento de material de siembra de batata (lpomoea batatas L.).

La batata (Ipomoea batatas L.) es un cultivo de alta importancia en seguridad alimentaria
por sus propiedades nutracéuticas. La disponibilidad de material de siembra libre de
enfermedades asegura el éxito en el establecimiento, rendimiento y calidad del cultivo. La
micropropagaciéon in vitro es una alternativa eficaz para obtener material vegetal con
calidad fitosanitaria. El objetivo de este estudio fue estandarizar las condiciones de
produccién in vitro y ex vitro para la propagacion y escalado de material de siembra de
batata En condiciones de laboratorio se evaluaron estrategias de desinfeccién,
caracterizaron microorganismos contaminantes y determiné la influencia de reguladores
de crecimiento sobre plantulas in vitro. En invernadero y vivero se evaluaron mezclas de
sustratos a base de turba (T), lombriabono (LA), cascarilla de arroz (CA), fibra de coco
(FC) y arena fina (A) para mejorar la produccién de material de siembra. Los resultados
indicaron que lavado con yodopovidona y desinfeccién con hipoclorito de sodio al 2%,
acido acético y amonio cuaternario permitié erradicar el 70% de contaminantes. de los
géneros Fusarium, Sarocladium, Cladosporium, Aspergillus, Pseudozyma, Moesziomyces
y Curtobacterium. Los explantes cultivados con ANA (0,2ppm) presentaron una mayor
produccion de nudos y crecimiento aéreo significativamente superior al control. Para la
aclimatacion de vitroplantas, el sustrato compuesto por T:LA:CA (3:1:1) y camara humeda
por 8 dias permiti6 obtener plantulas super elite con buen crecimiento, altas tasas de
supervivencia (92%) y multiplicacion (3,53) en comparacion con la estrategia convencional
(turba, sin cAmara humeda). En condiciones de vivero, sustrato de A:LA:FC (7:1:2), produjo
exitosamente hasta 79 mini-raices/m?. Una mayor eficiencia en la producciéon de material
de siembra de alta calidad con condiciones fitosanitarias garantizadas es una contribucién
importante para mejorar las estrategias globales de manejo de enfermedades en el cultivo
de batata.

Palabras clave: Cultivo de tejidos, aclimatacion, medio de cultivo, sustratos, super elite,

mini-raices tuberosas, propagacion.
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Abstract

Standardization of in vitro and ex vitro conditions for the propagation and scaling
of sweet potato (Ipomoea batatas L.) planting material.

Sweet potato (Ipomoea batatas L.) is a highly important crop for food security due to its
nutraceutical properties. The availability of disease-free planting material ensures
successful establishment, yield, and quality of the crop. In vitro micropropagation is an
effective alternative to obtain plant material with phytosanitary quality. The objective of this
study was to standardize the in vitro and ex vitro production conditions for the propagation
and scaling of sweet potato planting material. In laboratory conditions, disinfection
strategies were evaluated, contaminating microorganisms were characterized and the
influence of growth regulators on the development of the in vitro plant was determined. In
the greenhouse and nursery, mixtures of substrates based on peat (T), vermicompost (LA),
rice husks (CA), coconut fiber (FC) and fine sand (A) were evaluated to improve the
production of planting material. The results indicated that washing with povidone-iodine and
disinfection with 2% sodium hypochlorite, acetic acid and quaternary ammonium eradicated
70% of contaminants. of the genera Fusarium, Sarocladium, Cladosporium, Aspergillus,
Pseudozyma, Moesziomyces and Curtobacterium. The explants cultured with ANA
(0.2ppm) showed a higher production of nodes and aerial growth significantly higher than
the control. For the acclimatization of vitroplants, the substrate composed of T:LA:CA
(3:1:1) and a humid chamber for 8 days allowed obtaining super elite seedlings with good
growth, high survival rates (92%) and multiplication (3, 53) compared to the conventional
strategy (peat, without humid chamber). Under nursery conditions, A:LA:FC (7:1:2)
substrate successfully produced up to 79 mini-roots/m2. Greater efficiency in the production
of high-quality planting material with guaranteed phytosanitary conditions is an important
contribution to improve global disease management strategies in sweet potato cultivation.
Keywords: Tissue culture, acclimatization, culture medium, substrates, super elite,

tuberous mini-roots, propagation
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Introduccion

La batata (Ipomoea batatas. Lam) es una especie vegetal con una demanda creciente en
los mercados mundiales por sus caracteristicas nutricionales, especialmente aquellos que
producen raices tuberosas con alto contenido de carotenos, como las variedades de pulpa
anaranjada (Amagloh et al., 2021; Grace et al., 2015; Salawu et al., 2015). El método de
producciéon de semilla para la siembra de batata se realiza generalmente mediante
propagacion vegetativa de esquejes (Kim et al., 2015; Qiao et al., 2019; Rajendran et al.,
2017; Ssamula et al., 2020), esta practica genera un riesgo fitosanitario, debido a la

propagacion de virus y enfermedades (Kim et al., 2017; Wanjala et al., 2020).

Los hongos fitopatdégenos, especialmente los géneros Fusarium, Alternaria, Sphaceloma,
Sclerotium (Aguoru & Amuzie, 2009; Ekman & Lovatt, 2015; Paul et al., 2017; Samiyarsih
et al, 2018) asi como bacterias del género Streptomyces , Pseudomonas y
Ralstonia,(Ekman & Lovatt, 2015; Jena & Samal, 2011; Mwanga et al., 2017; Y. Zhang et
al., 2018) y virus del enanismo clorético de batata (SPCSV, género Crinivirus, familia
Closteroviridae), el virus del moteado plumoso de batata(SPFMV, género Potyvirus, familia
Potyviridae) y el virus del enrollamiento de la hoja de batata (SPLCV, género Begomovirus,
familia Geminiviridae) (Kim et al., 2017; Mulabisana et al., 2018; Mwanga et al., 2017; K.
Zhang et al., 2020), se encuentran entre las principales limitaciones para la sostenibilidad
de la produccién de batata y la calidad de las raices tuberosas (Makokha et al., 2020;
Mwanga et al., 2017) y en este sentido uno de los desafios que enfrentan los agricultores

productores de batata es la obtencién material de siembra de alta calidad fitosanitaria.

Una de las técnicas utilizadas para mitigar la presencia de contaminantes como
microorganismos y virus para generar material vegetal de alta calidad es la
micropropagacion (Hainzer et al., 2021; Mbewe et al., 2021), proceso basado en la
obtencion de cultivos in vitro a partir de organogénesis inducida a partir de 4pices
meristematicos (Alula et al., 2018; Delgado-Paredes et al., 2016; Mwanga et al., 2017; C.
R. Singh, 2018; Yang, 2010). La micropropagacion de plantas en condiciones in vitro tiene
las siguientes etapas seleccion de plantas madre, desinfeccion de explantes,

establecimiento en medios de cultivo y multiplicacion de explantes, mientras que en
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condiciones ex vitro se realiza aclimatacion en invernadero y escalamiento por

transferencia de plantulas al suelo (Bhatia, 2015; A. Singh, 2015).

Las etapas en condiciones in vitro del proceso de micropropagacion son decisivas para
eliminar microorganismos y virus asociados al cultivo. El proceso de desinfeccion es
determinante para obtener material vegetal libre de patégenos (Aguoru & Amuzie, 2009;
Hammond et al., 2014; Jena & Samal, 2011) y considerando que el microbioma de la planta
depende de la variedad, condiciones de crecimiento y ambiente (Compant et al., 2019;
Santos & Olivares, 2021), los protocolos de desinfeccién requieren ser reevaluados y
ajustados cuando se trabaja con nuevas variedades que se introducirdn por primera vez.
En la fase de establecimiento, la composicién del medio de cultivo es fundamental para
obtener plantulas con adecuada biomasa y tasa de crecimiento. Uno de los medios de
cultivo basicos y ampliamente utilizados para los procesos de micropropagacion es el
medio Murashige & Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962), que proporciona los nutrientes
necesarios, sin embargo, en batata se ha reportado el uso de reguladores como la
citoquinina 6-bencilaminopurina (BAP) (Acemi et al., 2018; J. Alam et al., 2010) y la auxina
acido l-naftalenacético (ANA) (Koike et al., 2020; Su et al., 2011), generan efecto en los
parametros de crecimiento y desarrollo radicular (Alula et al., 2018; Delgado-Paredes et
al., 2016), sin embargo, la respuesta a estos reguladores puede ser variable dependiendo
tanto de las condiciones intrinsecas de cada material vegetal y por esta razon requiere ser

evaluada para la obtencién de plantulas in vitro con un buen desarrollo.

El siguiente paso en la produccién de material de siembra de calidad es la fase ex vitro, en
donde las plantulas in vitro son sometidas a un proceso de endurecimiento y aclimatacién
a condiciones de crecimiento diferentes a las de laboratorio (Deb & Imchen, 2010; Ziv,
1995). En esta fase la adaptacion de las plantulas in vitro, depende del sustrato,
disponibilidad de agua, y condiciones ambientales (Beyene et al., 2020; Hang et al., 2016;
Wanjala et al., 2020). Las plantulas aclimatadas con éxito son se convierten en plantulas
super elite y se constituyen como materia prima para continuar con el proceso de
escalamiento en condiciones de vivero o campo para la produccion masiva de semilla elite
a bajo costo (Deb & Imchen, 2010; Ziv, 1995).
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A nivel de vivero el objetivo es obtener dos tipos de semilla elite, los esquejes como insumo
para propagacion vegetativa pero también se plantea la estrategia de produccién de mini-
raices tuberosas que surge como una necesidad a los problemas identificados en el
transporte de semilla tipo esqueje como el dafio mecéanico, deshidratacion de los esquejes
y bajo porcentaje de prendimiento (Rosero et al., 2019). El trasplante de plantulas super
elite a condiciones de vivero requiere como primera medida establecer un sustrato
adecuado gue genere una respuesta orientada a la produccion de mini-raices tuberosas,
los reportes indican que la produccién de raices tuberosas de batata se ve favorecida
cuando se usa un sustrato de tipo arenosos o franco arenoso, ya que proporciona una
aireacion adecuada, facil penetracion de las raices, buen anclaje y menor tensién en el
proceso de llenado (Nedunchezhiyan & Raya, 2010; Umaru et al., 2021). Otro aspecto para
considerar en la produccién de mini-raices tuberosas es determinar la viabilidad y
capacidad de las mini-raices tuberosas de generar brotes que depende de factores como
la composicién y edad de las raices tuberosas (Saidi & Hajibarat, 2021). Para determinar
las mejores condiciones de produccién a escala de vivero del material de batata pulpa
naranja Agrosavia-aurora se hace necesario evaluar la respuesta del material en las

distintas fases de produccion.

Considerando los anteriores argumentos el objetivo de esta investigacion estuvo orientado
a estandarizar condiciones de produccion in vitro y ex vitro para la propagacion y
escalamiento de material de siembra de batata (Ipomoea batatas L.) variedad Agrosavia -
Aurora. Para alcanzar este objetivo se plantearon como objetivos especificos, i) evaluar
estrategias de desinfeccion en el proceso de introduccion in vitro de material mediante la
seleccién de protocolos de desinfeccién, caracterizacion de los principales contaminantes
y obtencion de plantulas in vitro con buenas caracteristicas de crecimiento mediante la
incorporacion de reguladores de crecimiento al medio de cultivo MS i) establecer
protocolos de aclimatacion en invernadero para la produccién de semilla super élite de
batata, mediante la evaluacién de sustratos y determinacién de condiciones adecuadas de
aclimatacion de plantulas in vitro en el sustrato seleccionado vy iii) evaluar la produccién
masiva de semilla elite (esqueje y mini-raices tuberosas) de batata en diferentes tipos de
sustrato, a través de la determinacion de la respuesta en el desarrollo aéreo, fotosintesis,
distribucion de nutrientes y produccion de mini-raices tuberosas de batata a los diferentes
tipos de sustrato, se determind la capacidad de generar brotes de las mini-raices tuberosas

obtenidas en diferentes fechas de cosecha a partir de las plantas cultivadas en los
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diferentes tipos de sustrato y se establecieron las mejores condiciones de siembra de
plantulas super elite condiciones de vivero en el sustrato seleccionado para la produccion

de semilla élite tipo mini-raices tuberosas.

Los resultados de esta investigacion se constituyen como nuevas ofertas tecnologicas para
el sector agricola colombiano y seran el principal insumo para la definicién de los planes
operativos estandar para la produccién de material de siembra de alta calidad de batata
variedad Agrosavia — Aurora, en Colombia. Estos planes permitirdn asegurar la produccion
de un material de alta calidad fitosanitaria que serda utilizado en planes de vinculacion con
los productores de batata y en programas de produccion de semilla para posible

comercializacion planificada en el mercado.



1.Capitulo 1. Evaluaciéon de protocolos de
desinfeccion e incorporacion de
reguladores de crecimiento vegetal para
mejorar la produccién de plantulas in vitro
de batata.

1.1 Introduccidn

La batata (Ipomoea batatas (L.) Lam; Convolvulaceae) es el tercer tubérculo mas
importante después de la papa y la yuca (Chandrasekara & Josheph Kumar, 2016) y es
reconocido como un alimento funcional con propiedades nutracéuticas, dado su alto
contenido de fibra. , carbohidratos, vitaminas y compuestos antioxidantes, especialmente
en las variedades de pulpa anaranjada (Amagloh et al., 2021; Grace et al., 2015; Salawu
et al., 2015). Estas caracteristicas hacen de la batata un cultivo con una creciente demanda
en los mercados internacionales, generando una oportunidad de negocio en paises en
desarrollo que presentan un alto potencial para la produccion de este cultivo (Mu & Singh,
2019) Por lo tanto, el acceso y uso de material de siembra de calidad es una de las claves

para aumentar la productividad de la batata (Wanjala et al., 2020).

El material vegetal utilizado principalmente para la propagacion de batata son esquejes
obtenidos de cultivos comerciales anteriores, los cuales se intercambian de agricultor a
agricultor de un ciclo a otro, con enraizamiento mdltiple y sin renovacion (Kim et al., 2015;
Qiao et al., 2019; Rajendran et al., 2017; Ssamula et al., 2020), esta practica, sin un manejo
adecuado ha resultado en la acumulacion de enfermedades (Kim et al., 2017; Wanjala et
al., 2020) debido a la dispersién de generacion en generacion de fitopatégenos fangicos
(Aguoru & Amuzie, 2009; Ekman & Lovatt, 2015; Paul et al., 2017; Samiyarsih et al., 2018),
bacterianos (Ekman & Lovatt, 2015; Jena & Samal, 2011; Mwanga et al., 2017; Y. Zhang
et al., 2018) y virus (Kim et al., 2017; Mulabisana et al., 2018; Mwanga et al., 2017; K.
Zhang et al., 2020) que son una de las principales limitaciones para la sostenibilidad de la

produccion de batata y la calidad de las raices tuberosas.
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La produccion de material vegetal de batata de alta calidad mediante micropropagacion in
vitro es una estrategia efectiva y ampliamente utilizada para mejorar la productividad y
prevenir la propagacion de enfermedades (Alula et al., 2018; Delgado-Paredes et al., 2016;
Yang, 2010). La micropropagacion de plantas tiene las siguientes etapas a nivel de
laboratorio: seleccién de plantas madre, desinfeccién de explantes, establecimiento en
medios de cultivo y multiplicacién in vitro (Bhatia, 2015; A. Singh, 2015). El proceso de
desinfeccion es determinante para obtener material vegetal libre de patégenos (Aguoru &
Amuzie, 2009; Hammond et al., 2014; Jena & Samal, 2011) y considerando que el
microbioma de la planta depende de la variedad, condiciones de crecimiento y ambiente
(Compant et al., 2019; Santos & Olivares, 2021), los protocolos de desinfeccién que han
tenido éxito en batatas (Alula et al., 2018; Delgado-Paredes et al., 2016; Hammond et al.,
2014; Yang, 2010), requieren ser reevaluados y ajustados cuando se trabaja con nuevas

variedades que se introduciran por primera vez.

En la fase de establecimiento, la composicion del medio de cultivo es fundamental para
obtener plantulas con adecuada biomasa y tasa de crecimiento. Uno de los medios de
cultivo basicos y ampliamente utilizados para los procesos de micropropagacion es el
medio Murashige & Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962). El medio MS proporciona los
nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantulas, sin embargo, las plantulas
deben ser estimuladas por reguladores de crecimiento como auxinas o citoquininas, que
se agregan al medio (Acemi et al., 2018; I. Alam et al., 2010; Khan et al., 2020; Seydi et
al., 2016)..

En batata se ha reportado el uso de reguladores como la citoguinina 6-bencilaminopurina
(BAP) (Acemi et al., 2018; J. Alam et al., 2010) y la auxina acido 1-naftalenacético (ANA)
(Koike et al., 2020; Su et al., 2011), reguladores que generan influencia positiva en los
parametros de crecimiento y desarrollo radicular; sin embargo, la respuesta a estos
reguladores puede ser variable dependiendo tanto de las condiciones intrinsecas de cada
material vegetal como del requerimiento especifico en los procesos de organogénesis o

embriogénesis.
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El objetivo de esta investigacion fue i) evaluar diferentes protocolos para la desinfeccion
del material vegetal en una nueva variedad de batata de pulpa de naranja (“Agrosavia-
Aurora”) desarrollada en Colombia, en la etapa de establecimiento de cultivo aséptico del
proceso de micropropagacion, ii) identificar las principales especies bacterianas y fungicas
contaminantes asociadas al material vegetal, iii) determinar su incidencia tras el uso de
cada protocolo de desinfeccién y iv) determinar la respuesta en el crecimiento y desarrollo
de explantes a diferentes concentraciones de los reguladores BAP y ANA suplementados
de manera independiente y en combinaciones Los resultados de esta investigacion seran
de primordial importancia para el establecimiento de un protocolo de desinfecciéon
optimizado y mejorar las condiciones 6ptimas del medio de cultivo para la hueva variedad
de batata de pulpa de naranja, asegurando asi un material vegetal de alta calidad
fitosanitaria como insumo para programas de produccion de semilla para posible

comercializacion planificada en el mercado.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Material vegetal y establecimiento de plantulas madre

En este estudio se utilizé una nueva variedad de batata denominada "Agrosavia—Aurora",
desarrollada en la zona caribefia de Colombia por la Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria — Agrosavia. Esta variedad se caracteriza por presentar pulpa
de naranja con contenido de betacaroteno de 214 + 21 ug g y caroteno total de 246 + 25
ug gt En campo mostré un rendimiento de raices tuberosas frescas de mas de 20 Ton ha-
1 (Rosero et al., 2019). A partir de plantas del banco de germoplasma de Agrosavia, se
sembraron 200 esquejes apicales en bandejas de germinacién en un sustrato que contenia
una mezcla de aluvion y arena (2:1), sustrato que fue solarizado por 8 dias y desinfectado
con yodo polaxamer 2 cc L? (Agrodyne® SL, Santander - Colombia). Las plantas en
bandejas se cultivaron durante una semana en invernadero a una temperatura de 29 + 4
°C, humedad relativa de 75 + 10 % y luminosidad de 300 - 600 umol m? s?, con

fotoperiodos luz/oscuridad de 12 horas.



8 Estandarizacién de condiciones de produccion in vitro y ex vitro para la propagacion
y escalamiento de material de siembra de batata (Ipomoea batatas L.).

A nivel de invernadero se realiz6 un tratamiento de termoterapia en mesones de
invernadero en una camara plastica con dimensiones de 2 m de largo, 1 m de anchoy 1,5
m de alto. El monitoreo de la humedad y temperatura de la cAmara plastica se realiz6 con
un registrador de datos tipo USB Extech RHT10 (Extech Industries, Nashua, EE. UU.). La
luminosidad fue de 300-600 umol m2 s, con regimenes de luz/oscuridad de 12/12 horas.
El material vegetal con una semana de crecimiento se sometio a termoterapia durante tres
semanas. Durante el proceso de termoterapia, el riego se suministré de forma manual dos
veces al dia, garantizando un volumen de 30 a 40 cc por planta. Las plagas y
enfermedades se controlaron con aplicaciones de fungicida a base de axil-metal mancozeb
(Ridomil® Gold MZ 68 WP) (2 g L?) y cipermetrina (Cypermon® 20 EC) (2 cc L) alos 15

y 30 dias. después de siembra.

El estado fitosanitario del 15% del material vegetal de batata que fue sometidas a
termoterapia durante tres semanas se determind mediante diagnéstico de virus. La
recoleccién de muestras se realiz6 de 30 plantas, por cada planta se recolectaron 3 hojas
superiores mas jovenes. Las muestras se envolvieron en kimwipes para protegerlas de
cualquier dafio mecéanico durante el transporte. Las hojas se almacenaron en bolsas Ziploc
de 10 x 10 cm que contenian gel de silice fresco y se enviaron para su analisis al Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) para el andlisis de dos tipos de virus: Virus del
moteado plumoso de la batata (SPFMV, género Potyvirus, familia Potyviridae) y Virus del
enanismo clorético de la batata (SPCSV, género Crinivirus, familia Closteroviridae),
mediante PCR en muestras de ARN siguiendo las metodologias descritas (Kwak et al.,
2014; F. Liet al., 2012).

1.2.2 Seleccion del protocolo de desinfecciéon de material vegetal
de batata para introduccion en condiciones in vitro.

Se recolectaron esquejes de aproximadamente 3-5 cm de largo que contenian al menos 3
yemas axilares de las plantas madre de invernadero y se sometieron a diferentes
tratamientos de desinfeccion de superficies (Tabla 1-1). Para cada protocolo se utilizaron

10 esquejes con cuatro repeticiones cada uno bajo un disefio completamente al azar.
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Tabla 1-1: Protocolos de desinfeccion evaluados para introduccion de plantulas de
batata.

Tiempo de Tiempo
Protocolo Autor Lavado lavado Tipo desinfectante desinfeccion
(minutos) (minutos)
P1. (Altélgl%t)al., Detergente (5% p/v) 5 Hlp?ﬂggﬁ%?(;;}owo 7
(Delgado- NaClO 0.5% y tween 80
P2. Paredes et al., Detergente (5% p/v) 30 (Tw80) (dos 3
2016) gotas/100 cc)
0,
P3. (H;Tg]gff) et Detergente (5%p/v) 5 NaCIOg:cl)t/; S);il'ovg)Bgc)(cuatro 12
NaClO 2% y Tw80 (cuatro 10
Esta Detergente (5% p/v) _gotas/100 cc)
P4. . . y povidona yodada 20 Acido acético 5% 1
investigacion 10 - -
( Amonio cuaternario 1
(Pursue™ 15 cc/L)
Detergente (5% p/v)
ps. Esta y povidona yodada 20 NaClO 2% y Tw80 (cuatro 10

investigacion 1% gotas/100 cc)

Después de los diferentes procesos de desinfeccion, los explantes se colocaron en medio
de cultivo Murashige & Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962), que contenia 30 g L-1 de
sacarosa, 100 mg L-1 de mioinositol, 1 mg L-1 de tiamina y 2,5 g L-1 de PhytagelTM.
(Sigma-Aldrich), a pH 5.6 — 5.8 (Delgado-Paredes et al., 2016). Los explantes en medio de
cultivo MS se cultivaron en una camara bioclimatica Caron 7300-50 (Caron Products &
Services Inc, Marietta, USA). La intensidad de la luz fue de 500 pmol s* m2 a un
fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad. La temperatura se fij6 en 27 °C en el ciclo de luz 'y 25
°C en el ciclo de oscuridad, y la humedad relativa se mantuvo en 65 + 10 %. Los explantes
se monitorearon cada dos dias durante los primeros 10 dias de cultivo in vitro y se registré
el nimero de explantes contaminados para cada protocolo. Después de 10 dias, el material
contaminado fue procesado y desechado. Entre 10 y 30 dias después del cultivo no se
observé contaminacion. Después de cuatro semanas, se registré el nimero de plantulas

in vitro introducidas con éxito.

1.2.3 Aislamiento y caracterizacion molecular de
microorganismos contaminantes asociados a la fase de
iniciacion in vitro.

En los explantes que presentaron contaminacioén también se realiz6 un registro de los

contaminantes encontrados y la frecuencia de aparicion en cada protocolo para calcular el
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porcentaje de incidencia. Los microorganismos se aislaron en medios de cultivo solidos en
placas petri. Para los hongos filamentosos, se elimin6é una porcion de micelio con un asa
recta y se cultivd por puncion en papa dextrosa agar (PDA) (Oza et al., 2020). Para los
microorganismos no filamentosos, con un asa anular, se tomé una pequefia cantidad y se
sembrd en agar dextrosa Sabouraud (SDA) para aislar levaduras (Kacaniova et al., 2020)
y medio King's B para aislar bacterias (Egamberdieva et al., 2017). Las cajas petri se
incubaron a 25 °C para hongos y a 30 °C para bacterias. Se realizaron subcultivos hasta
obtener cultivos puros. Se realizé una caracterizacibn macroscopica y microscopica de
cultivos puros a las 24 h para bacterias ya las 96 h para hongos. Las caracteristicas
macroscopicas descritas fueron coloracién, textura, borde y superficie. Para la
caracterizacion microscopica se utilizé un microscopio Leica DM750 (Leica microsystems,
Wetzlar, Alemania). Los microorganismos sometidos a procesos de tincién se montaron en
placa para observar estructuras. La tincibn con azul de lactofenol se utiliz6 para
hongos(Wanger et al., 2017), mientras que la tincién de Gram (Tripathi & Sapra, 2021) se
realizé para levaduras y bacterias. Con las estructuras observadas al microscopio para
hongos, se utilizaron guias de identificacion para identificar hongos a nivel de género
(Dugan, 2017; Germain & Summerbell, 2010).

Los microorganismos aislados se caracterizaron molecularmente mediante el sistema
universal de amplificacion directa por PCR a partir de cultivos puros (Ben-Amar et al.,
2017). La amplificacion de la region ITS se realizé para hongos y levaduras se usaron los
primers: ITS-1F y ITS-4 (Gardes & Bruns, 1993) con una desnaturalizacion Inicial 95°C por
3 minutos, 35 ciclos a 95°C por 30 segundos de desnaturalizacién, 55°C por 30 segundos
de alineacién, 72°C por 45 minutos de extensién y una extensién final de 72°C por 7
minutos. La amplificacion del gen 16S:se realizé para bacterias en donde se utilizaron los
primers 27F y 1492R con una desnaturalizacién Inicial 94°C por 3 minutos, 35 ciclos a
94°C por 30 segundos de desnaturalizacién, 52°C por 30 segundos de alineacién, 72°C
por 1.5 minutos de extension y una extension final de 72°C por 10 minutos. Los productos
PCR se secuenciaron, en el equipo de electroforesis capilar ABI 3500 (Applied
Biosystems®, USA). Las secuencias obtenidas se enviaron al repositorio Genbank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) con los nimeros de acceso MZ343564 a MZ343570. Se realizd
alineamiento con secuencias de referencia de la base de datos GenBank® del Centro

Nacional de Informacion Biotecnol6gica (NCBI), utilizando la herramienta de busqueda de
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alineacion local basica (BLAST) (Altschul et al., 1990) y se realiz6 un andlisis filogenético
utilizando el software MEGAX v 10.2.4 (Kumar et al., 2018).

Las secuencias se alinearon mediante el programa MUSCLE (Multiple Sequence
Comparison by Log-Expectation) (Edgar, 2004). La construccion del arbol filogenético se
infirio al usar el método de méaxima verosimilitud (Felsenstein, 1981), las distancias
evolutivas se calcularon utilizando el modelo Kimura de 2 parametros (Kimura, 1980). Los
arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron autométicamente aplicando el
método de maxima parsimonia. Se utilizé una distribucion gamma discreta para modelar
las diferencias de tasa de evolucidn entre sitios (2 categorias (+ G, parametro = 0,8710)).
El analisis involucrd 34 secuencias de nucledétidos. Se eliminaron todas las posiciones que
contenian lagunas y datos faltantes. La evaluacién del arbol se realiz6 mediante el método
Bootstrap con 1000 permutaciones para asignar niveles de confianza a los nodos en el
arbol (Felsenstein, 1985).

1.2.4 Evaluacion del efecto de reguladores de crecimiento en

crecimiento y desarrollo in vitro de material de batata.
Para la evaluacion del medio de cultivo se establecié un disefio experimental en bloques
completamente aleatorizado en donde se evaluaron tratamientos con diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento, citoquinina 6-Benzilaminopurina (BAP) y
auxina 4cido 1-naftalenacético (ANA) suplementadas al medio de cultivo Murashige (MS)
(Murashige & Skoog, 1962) que contiene 30 g L™ de sacarosa, 100 ppm de mioinositol, 1
ppm de tiamina y 2,5 g L'* de PhytagelTM (Sigma-Aldrich), a pH 5,6 — 5,8 (Abu Zeid et al.,
2021). Las concentraciones evaluadas se determinaron de acuerdo a estudios realizados
en batata (Alula et al., 2018; Delgado-Paredes et al., 2016; Yang, 2010). Los reguladores
se aplicaron en dos concentraciones 0,2 ppm y 0,5 ppm. Se evaluaron ocho tratamientos,
T1: control (medio de cultivo MS sin reguladores de crecimiento). Cuatro corresponden a
los reguladores individuales para cada concentracion, T2: 0,2ppm ANA, T3: 0,5ppm ANA,
T4: 0,2ppm BAP y T7: 0,5ppm BAP. Dos tratamientos con combinaciones de reguladores
con la concentraciéon minima T5:0,2 ppm BAP + 0.2 ppm ANA y maxima T9:0.5 ppm BAP
+ 0.5 ppm ANA y dos tratamientos con la combinacion de concentraciones T6: 0,2 ppm
BAP + 0,5 ppm ANA y T8: 0,5 ppm BAP + 0,2 ppm ANA.
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Para cada tratamiento se evaluaron diez (10) plantulas con tres repeticiones. Las plantulas
fueron cultivadas en una camara de crecimiento vegetal Caron 7300-50 (Caron Products
& Services Inc, Marietta, USA) para la incubacion de las plantulas con luz led blanca
intensidad luminica de 500 pmol. s*.m2, fotoperiodo 16/8-h luz/oscuridad, temperatura de
27°C/25°C = 1°C dia/noche y humedad relativa del 65% + 10%. Después de cuatro
semanas se evaluaron los siguientes parametros: altura (cm), numero de hojas, grosor de
tallo (mm), nimero de nudos, peso fresco y seco de hojas, tallo y raices (g/planta) y el area
foliar (cm?) que se estim6 mediante andlisis de imagenes con el software Image J version
Fiji (Schindelin et al., 2012). En caso de presentarse callosidades se registraron datos de
peso fresco y seco del callo (g) y didmetro de callo. El peso seco fue obtenido por secado
a 60°C por 24-48 horas. Para determinar la acumulacion de biomasa se calculé la fraccién
de biomasa aérea (hojas y tallos) (FBA) y la fraccion de biomasa radicular (FBR). Los
indices, tasa relativa de crecimiento (TRC), area foliar especifica (AFE), area foliar neta
(AFN) y relacion fuente vertedero (RFV) fueron calculados de acuerdo a reportes previos
(Hunt, 2017; Hunt et al., 2002; T. Li et al., 2015; Pérez-Harguindeguy et al., 2016; Pérez-
Pazos et al., 2021; Poorter et al., 2012).

1.2.5 Analisis estadistico.

Para determinar el mejor protocolo de desinfeccién in vitro, se realizé un analisis de
varianza de una via y el método empleado para diferenciacién entre medias fue la prueba

de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey con un 95% de confiabilidad.

Para determinar diferencias estadisticas en el peso seco y diametros de callos entre los
diferentes medios de cultivos con reguladores de crecimiento evaluados asi como para
determinar diferencias en Fraccion de biomasa, fuente vertedero, peso y didmetros de
callos entre los mejores medios de cultivo en comparacion con el control se realizé un
andlisis de varianza de una via y el método empleado para diferenciacién entre medias fue
el test de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey con un 95% de

confiabilidad.
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Para determinar la respuesta de las plantulas in vitro de batata a los reguladores de
crecimiento, con las variables de biomasa y los indices de crecimiento, se realizé un
andlisis de los principales utilizando los tratamientos como criterio de clasificacion. A partir
del gréfico de componentes principales se seleccionaron los tratamientos representativos
y se realizd un nuevo andlisis de componentes principales para observar el grafico y las

correlaciones entre las variables.

El software utilizado para el analisis estadistico se usé el software R (RTeam, 2020). Para
los analisis de varianza se utilizé el paquete “onewaytest” (Dag et al., 2018) y para la
prueba post hoc de Tukey se usé el paquete “TukeyC”. El andlisis de componentes
principales se realizé con la funcién “princomp” (Venables & Ripley, 2002), el gréafico de
componentes principales se generd usando la funcion “fviz_pca_biplot” y el grafico de

correlaciones se realizé usando el paquete “corrplot” (Taiyun & Viliam, 2021).

1.3 Resultados

1.3.1 Seleccién de plantulas madre

El proceso de termoterapia realizado en condiciones de invernadero para el material
vegetal proveniente del banco de germoplasma permitié registrar que la mayor temperatura
promedio fue de 50 £ 4 °C con una humedad relativa de 73 + 5% respectivamente, estos
valores se presentaron entre las 11:30 am y las 12:30 pm (Anexo A-Al). El porcentaje de
sobrevivencia del material vegetal después del proceso de termoterapia fue del 78%. Los
resultados obtenidos del analisis fitosanitario de virus realizados a las plantas sometidas a
termoterapia indicaron que el 100% de las plantas analizadas fueron negativas para la
presencia del Potyvirus SPFMV vy el Crinivirus SPCSV (Anexo A-A2). Las plantas que
sobrevivieron al proceso de termoterapia y resultaron negativas a la presencia de virus

fueron seleccionadas como plantas madre para el proceso de micropropagacion.
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1.3.2 Seleccion del protocolo de desinfeccion de material vegetal
y caracterizacién de microorganismos contaminantes.

Los protocolos en los que se incluyé un lavado con detergente mas povidona yodada (20
min), y desinfeccion con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 2% mas tween 80 (10 min) (P4 y
P5), fueron los mas efectivos para la desinfeccion superficial de esquejes de batata.
Utilizando los protocolos de desinfeccion P4 y P5, se observé que la contaminacion
aparecio después de cuatro dias de cultivo in vitro, presentando porcentajes de
contaminacion de los explantes menores al 25% (Fig. 1-1a).

Figura 1-1: Porcentaje de plantulas contaminadas obtenidas tras el tratamiento con
diferentes protocolos de desinfeccion en material vegetal de batata.
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Las letras en comun indican que no hay diferencias significativas entre protocolos segun la prueba
Tukey con un 95% de confiabilidad. Las barras de error indican la desviacion estandar. P1: Lavado
con detergente (WD) (5 min), desinfeccién con NaClO 2% (7 min). P2: WD (30 min), NaCIlO 0.5% +
tween 80 (T80) (3 min). P3: WD (5 min), NaCIlO 1% + T80 (12 min). P4: WD y yodopovidona (20
min), NaClO 2% + T80 (10 min), &cido acético (1 min) y amonio cuaternario (1 min). P5: WD y
yodopovidona (20 min), NaClO 2% + T80 (10 min). Fuente: Esta investigacion.
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El porcentaje promedio mas alto de plantulas in vitro establecidas con éxito (90 %) se
produjo con el protocolo P4, que incorpora una desinfeccion complementaria con acido
acético (1 min) y amonio cuaternario (1 min) (Fig. 1-1b). En cambio, los explantes tratados
con los protocolos P2 (lavado con detergente (30 min) desinfeccién con NaOCI 0,5% mas
tween 80 (3 min)) y P3 (lavado con detergente (10 min) desinfeccién con hipoclorito 1%
mas tween 80 (12 min)), presentaron contaminacion microbiana a los dos dias de cultivo
in vitro y presentaron los mayores porcentajes de contaminacion de los explantes a los seis
dias de cultivo in vitro (Fig. 1-1a). El porcentaje mas bajo (<50 %) de plantulas in vitro
establecidas con éxito se observé con el uso de los protocolos de desinfeccion P2 y P3
(Fig. 1-1b).

Se aislaron y caracterizaron siete microorganismos contaminantes. Las secuencias
obtenidas de los microorganismos se compararon con las bases de datos y se asociaron
con las especies con mayor porcentaje de similitud para determinar su identidad (Tabla 1-
2).

Tabla 1-2 Especies de la base de datos del banco genético con secuencias de alto
porcentaje de identidad y cobertura en relacién con secuencias de las cepas aisladas de

procesos de desinfeccion in vitro de plantulas de batata.

Cepa Numero de Accesién Mejores alineamientos en BLAST Complejo o Porcentaje Covertur
secuencia (longitud - (ndimero de accesion) seccion, si aplica identidad a
bp)

H1 MZ343565 (583) Sarocladium subulatum /

(NR_145047) 97.28% 93%
Sarocladium bacillisporum

(NR_145039) 95.69% 86%
Sarocladium gamsii (NR_155780) 91.50% 93%

H2 MZ343566 (546) Fusarium pseudoanthophilum Complex F. fujikuroi

(NR_163682) 99.04% 95%
Fusarium circinatum (NR_120263) 99.03% 93%
Fusarium guttiforme (NR_120264) 99.02% 93%
Fusarium bactridioides (NR_120262) 98.83% 94%

H3 MZ343567 (544) Cladosporium tenuissimum Complex C.

(NR_119855) cladosporioides 99.42% 94%
Cladosporium oxysporum
(NR_152267) 99.42% 94%

Cladosporium crousii (NR_148192) 98.87% 97%
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Cladosporium colombiae

(NR_119729) 98.87% 97%
Cladosporium pini-ponderosae
(NR_119730) 98.86% 96%
H4 MZ343568 (571) Aspergillus brunneoviolaceus Section Nigri
(NR_138279) 100.00% 95%
Aspergillus assiutensis (NR_151787) 99.65% 98%
Aspergillus aculeatus (NR_111412) 99.46% 97%
Aspergillus uvarum (NR_135330) 99.45% 94%
Aspergillus japonicus (NR_131268) 99.28% 97%
L1 MZ343569 (746) Pseudozyma hubeiensis / 89.93% 90%
(NR_137546)
Pseudozyma pruni (NR_165983) 88.65% 95%
Pseudozyma thailandica 88.65% 95%
(NR_155686)
L2 MZ343570 (773) Moesziomyces parantarcticus /
(NR_130693) 99.60% 96%
Moesziomyces antarcticus
(IN942668) 93.39% 96%
Moesziomyces aphidis (NR_145336) 92.78% 94%
Moesziomyces rugulosus
(NR_155364) 92.24% 96%
B1 MZ343564 (1435) Curtobacterium citreum /
(NR_115034) 98.15% 97%
Curtobacterium oceanosedimentum
(NR_116064) 97.94% 97%
Curtobacterium luteum (NR_026157) 97.94% 97%

Para la descripcion a nivel de género de los hongos filamentosos aislados se tuvo en
cuenta ademas de la caracterizacién molecular las caracteristicas macro y microscopicas
(Anexo A-A3). La cepa H1 presentd un porcentaje de identidad superior al 97% y una
cobertura del 93% con Sarocladium subulatum (Tabla 1-2), La microscopia permitid
identificar fialides con engrosamiento periclino y conidios fusiformes dispuestas en
cabezas viscosas (Fig. 1-3 c-d) estructuras reportadas para S. subulatum (Giraldo et al.,
2015). La cepa H2 al microscopio presenté los tipicos micro conidios ovalados o reniformes
caracteristicos de Fusarium (Fig. 1-3 g-h), la caracterizacion molecular se relaciona con la
cepa H2 con un porcentaje de identidad superior al 99% con especies del complejo
Fusarium fujikuroi (Tabla 1-2) (Bashyal et al., 2019; Montoya-Martinez et al., 2019; Moussa
et al., 2017).
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Figura 1-2:  Arbol filogenético generado por el método de méaxima verosimilitud basado
la region ITS para hongos y levaduras y el gen 16S para bacterias para 7 microorganismos
asociados al cultivo de batata in vitro.
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Fuente: Esta investigacion.

La cepa H3 mostro relacion con especies del género Cladosporium (Figura 1-2) con un
porcentaje de identidad superior al 99% (Tabla 1-2). estas especies pertenecen al complejo
Cladosporium cladosporioides (Amirmijani et al., 2014; Bensch et al., 2010; Sandoval-
Denis et al., 2016) y se observaron conidiéforos formando cadenas acrépetas y conidios
con presencia de una gruesa cicatriz refractiva a cladosporioide oscurecida o coronada
caracteristica de estas especies (Fig. 1-3 k-I). La cepa H4 se relacioné con un porcentaje
de identidad superior al 99% con varias especies del género Aspergillus (Tabla 1-2). La
cepa H4 se relaciono filogenéticamente con A. assiutensis y A. brunneoviolaceus (Figura
1-2), especies que se agrupan en la seccion Nigri (Frisvad et al., 2014; Hussein et al., 2017,
Varga et al., 2011). Se observo a nivel microscopico conidiéforos con vesiculas globosas

pardas que son caracteristica de este género (Figura 1-3 m-p).



18 Estandarizacién de condiciones de produccion in vitro y ex vitro para la propagacion
y escalamiento de material de siembra de batata (Ipomoea batatas L.).

Figura 1-3:  Hongos filamentosos aislados a partir del proceso de introduccion in vitro de
material vegetal de batata. Sarocladium subulatum. (a-d), Fusarium sp. — complejo F.
fujikuroi (e-h), Cladosporium sp. — complejo C. cladosporioides (i-I), Aspergillus sp. —

seccion Nigri (m-p).

Izquierda. Cultivo en medio PDA, anverso y reverso. Derecha. Imagenes microscopicas en

100X con tincién de azul de metileno. Fuente: Esta investigacion.

Los microorganismos unicelulares se diferenciaron como levaduras y bacterias. La
caracterizacion macroscopica y microscopica se reporta en material complementario
(Anexo A-A4). En el caso de la levadura codificada como L1, la caracterizacion molecular
la asocia con el género Pseudozyma (Figura 1-4) al microscopio se observaron células
grandes ovoides y alargadas agrupadas o individuales, pseudohifas y blastoconidias
fusiformes (Fig. 1-4 a, d), estructuras similares se han reportado para este género
(Boekhout, 1995; Q.-M. Wang et al., 2016). La cepa de levadura L2 se identific6 como
Moesziomyces parantarcticus (Figura 1-4), con un porcentaje de identidad del 99,6%
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(Tabla 1-2). La morfologia fue de colonias beige cremosas y rugosas (Fig. 1-4 b) y al
microscopio se observo la presencia de pseudohifas y blastoconidias (Fig. 1-4 €), que son
similares a caracteristicas antes reportadas para esta especie (Y. Liu et al., 2019). La cepa
bacteriana cepa B1 se encontrd asociada a especies del género Curtobacterium con un
porcentaje de identidad superior al 98% considerando que su morfologia macro y
microscopica no fue determinante para relacionarlo con alguna especie (Figura 1-4 c, f),

fue identificado como Curtobacterium sp.

Figura 1-4:  Microorganismos unicelulares asociados al proceso de introduccién in vitro
de batata. Cultivo en medio Sabureaud para levaduras Pseudozyma sp. (a), Moesziomyces
parantarcticus (b) y cultivo en King b del actinomiceto Curtobacterium sp. (c). Imagenes
microscopicas observadas a 100X. Montaje en fresco Pseudozyma sp. (d), tincién con azul

de lactofenol Moesziomyces parantarcticus (e), tincion de Gram Curtobacterium sp (f).

Fuente: Esta investigacion.

Los resultados de la incidencia de los microorganismos para cada protocolo mostraron que
los explantes que fueron sometidos a lavado con detergente (30 min) y desinfeccidén con
NaOCI al 0,5% mas tween 80 (3 min) (P2) presentaron la presencia de todos los
microorganismos identificados (Figura 1-5). Los explantes desinfectados con el protocolo
P3 (lavado con detergente (10 min), desinfeccién con 1% NaOCI mas tween 80 (12 min))

y P1 (lavado con detergente (5 min), desinfeccidon con 2% NaOCI (7 min)) mostraron la
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presencia de cinco de los siete microorganismos identificados, presentando las mayores

incidencias los microorganismos con P3 (Fig. 1-5).

La desinfeccidn de explantes con un lavado con detergente mas povidona yodada (20 min)
y desinfeccién con NaOCI al 2% mas tween 80 (10 min) (P5) permitié eliminar el 43% de
los microorganismos contaminantes, presentando incidencias menores al 8% (Figura 1-5).
Se logro la erradicacién del 72% de los microorganismos contaminantes con incidencias
del 5% incorporando una desinfeccion adicional con acido acético y amonio cuaternario
(Imin) (P4). Los microorganismos Fusarium sp. y Pseudozyma sp. estuvieron presentes

en todos los protocolos después de los procesos de desinfeccion.

Figura 1-5: Porcentaje de incidencia de microorganismos contaminantes asociados al

proceso de introduccién.

Porcentaje
Microorganismos Protocolos incidencia

P2 P3 P1 P5 P4 18%
Fusariunsp. 15%
Pseudozyma sp. 13%
Moeszyomyces parantarct 10%
Sarocladium subulatum 8%
Cladosporiusp. 5%
Curtobacterium sp. 3%
Aspergillusp. 0%

P1: Lavado con detergente (WD) (5 min), desinfeccion con NaCIlO 2% (7 min). P2: WD (30
min), NaCIlO 0.5% + tween 80 (T80) (3 min). P3: WD (5 min), NaClO 1% + T80 (12 min).
P4: WD y yodopovidona (20 min), NaCIlO 2% + T80 (10 min), acido acético (1 min) y amonio
cuaternario (1 min). P5: WD y yodopovidona (20 min), NaCIlO 2% + T80 (10 min). Fuente:

Esta investigacion.
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1.3.3 Evaluacion de reguladores de crecimiento en la produccion
de plantulas in vitro de batata.

Los resultados obtenidos indicaron que la adicién de reguladores en el medio de cultivo
generd como primer efecto en el desarrollo de las plantulas, la produccién de callosidades
asociadas al sistema radicular, caracteristica que estuvo ausente en el control (Figura 1-
6a).

Figura 1-6:  Callosidad desarrollada en plantulas de batata sometidas a medios de
cultivo con diferentes concentraciones de reguldores de crecimiento. a. Registro fotografico
de callos. b. Peso seco de callos. c. diametro de callos.
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BAP: 6-Benzilaminopurina. ANA: 4cido 1-naftalenacético. Las letras en comun indican que
no hay diferencias significativas entre tratamientos segun la prueba Tukey con un 95% de

confiabilidad. Las barras de error indican la desviacién estandar. Fuente: Esta investigacion.

La adicion del regulador ANA en las dos concentraciones evaluadas generd en las
plantulas callosidades que presentaron valores significativamente inferiores a los datos
registrados en las plantulas cultivadas en el medio con solo el regulador BAP a 0,5ppm y
mezcla de reguladores, en los parametros peso de callos (Figura 1-6b) y didmetro de callos
(Figura 1-6c¢). Los medios de cultivo que presentan la mezcla de los reguladores BAP +ANA

en diferentes concentraciones (T6 y T8) y la mezcla de estos en la maxima concentracién
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(T9) generaron en las plantulas callos con diametros significativamente mayores (>9mm)

a los generados en medios con mezcla de reguladores a bajas concentraciones (T5)

(Figura 1-6¢)

La incorporacién de reguladores de crecimiento a el medio de cultivo MS para el cultivo in

vitro de batata, permitid6 obtener plantulas totalmente formadas con caracteristicas de

crecimiento y desarrollo particulares para cada caso (Figura 1-7a).

Figura 1-7:

Desarrollo de plantulas in vitro de batata a tratamientos de medios de

cultivos suplementados con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento. a.

Registro fotogréafico de plantulas in vitro de batata obtenidas a los 30dds. b. Grafico de

componentes principales y descripcion de variables.

T2 T3 T4 TS Té6 T7 T8 T9

T1
BAP (ppm) _ 0 0 0 0.2 0.2 0.2 0.5 0.5 0.5
ANA (ppm) 0 0.2 0.5 0 0.2 0.5 0 0.2 0.5
Control
b. ALT Alnra
o HI Nimero de hojas
GRTL Diametro de tallo
LNRZ Longitud de raiz
o NUD Nl’nnel‘o de nudos
. ARFO Area foliar
7 = = PSA Peso seco aéreo
;73 ' E PSRZ Peso seco raiz
§ & Iz FBA Fraccion de biomasa aérea
. - FBR Fraccion de biomasa raiz
n  AFE Area foliar especifica
" AFN Area foliar neta
TRC Tasa relativa de crecimiento
RFV Relacion fuente - vertedero
PSCL Peso seco callos
DMCL Diametro callos

25 0.0
PC1(52,1%)

BAP: 6-Benzilaminopurina. ANA: &cido 1-naftalenacético. Fuente: Esta investigacion.
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A partir del grafico de componentes principales se observé que las variables se agrupan
en tres de los cuatro cuadrantes del gréfico. El 50% se agruparon en el cuadrante superior
derecho en donde se encuentran todas las variables de crecimiento aéreo y tasa de
crecimiento en este grupo de variables se encuentran los datos de las plantulas cultivadas
en medios de cultivo identificados como T2, T4, T5, T7 y T8 (Figura 1-7b).

Las variables relacionadas con desarrollo radicular y callos se agruparon hacia el
cuadrante superior izquierdo, cercanos a estas variables se encontraron datos de plantulas
cultivadas en T6 y T9 que corresponden a los medios de cultivo con mezcla de reguladores
en donde ANA se encuentra en la mayor concentracion (0,5ppm), se observé también que
estos datos estan en el extremo opuesto a las variables AFE, AFN y RFV (Figura 1-6b)
esto indica que bajo estas condiciones la formacién de callosidades se ve favorecida

mientras que los indices de area foliar se ven afectados de manera negativa.

El ultimo grupo de variables se ubica en el cuadrante inferior derecho y corresponden a
indices de crecimiento de area foliar y relacién fuente vertedero, cuadrante en donde
encontramos los datos de plantulas cultivadas en el medio de cultivo control (T1) (Figura
1-7b), en donde se obtuvieron plantulas completas sin desarrollo de callosidades.

Para visualizar con mayor claridad la distribucién de los datos agrupados en el cuadrante
superior derecho en donde se encuentran las variables de crecimiento (Figura 1-7b), se
realiz6 un andlisis de componentes principales con los datos de los tratamientos T2, T4,
T5, T7 y T8 (Figura 1-8). Los resultados del grafico de componentes principales indican
gue los datos de las plantulas cultivadas en medios T7 y T8 tratamientos en donde el
regulador de crecimiento BAP se encuentra en la maxima concentracion evaluada
(0,5ppm), estan relacionados con variables de peso seco radicular (PSRZ) (Figura 1-8a),
esta variable presenta correlaciones positivas con las variables de peso y diametro de
callos, mientras que se presenta relacion inversa con variables de biomasa aérea (FBA) y
la relacion fuente vertedero (RFV) (Figura 1-8b), indicando que la distribucién de biomasa

se presenta principalmente en la fraccion radicular de las plantulas.

Resultados similares se observaron con los datos obtenidos de plantulas cultivadas en la
mezcla de reguladores en la concentracion mas baja evaluada T5 (BAP+ANA a 0,2ppm)

gue estuvieron representados principalmente por variables de desarrollo de callosidades,
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tasa absoluta de crecimiento y &rea foliar (Figura 1-8a), indicando que bajo esta condicion
el esfuerzo en tasas de crecimiento se refleja en la formacion de callosidades.

Figura 1-8: Analisis de componentes principales de plantulas in vitro de batata a
tratamientos de medios de cultivos suplementados con diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento. BAP: 6-Benzilaminopurina. ANA: acido 1-naftaleneacético. a.

Grafico de componentes principales. B. Gréafico de correlaciones y descripcion de

variables.
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BAP: 6-Benzilaminopurina. ANA: acido 1-naftalenacético. Fuente: Esta investigacion.

Los datos de plantulas cultivadas en medios de cultivo con BAP o ANA en la concentracion
mas baja evaluada (0,2ppm), se agruparon hacia las variables de desarrollo de la parte
aérea de la planta representada en las variables fraccibn de biomasa aérea (FBA) y
relacion fuente vertedero (RFV) (Figura 1-8a) que se correlacionan de manera positiva
entre ellas en mas del 90% y presentan correlaciones inversas superiores al 90% con
variables de biomasa radicular (PSRZ y FBR) (Figura 1-8b), estos resultados indican que
la incorporacion de 0,2ppm de BAP o ANA permitird obtener plantulas con baja distribucion
de biomasa hacia la fraccion raiz, baja formacion de callosidades y una mayor distribucion
de la biomasa hacia la fraccion aérea de la planta, representada en diametro de tallo,

namero de nudos y desarrollo de hojas.
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Los resultados obtenidos de la respuesta de las plantulas en medio de cultivo con ANA o
BAP al 0,2ppm en comparacion con el medio sin reguladores indican que, respecto a la
distribucion de biomasa se presentan diferencias estadisticas en la fraccién de biomasa
aéreay radicular. Las plantas en el medio sin reguladores presentaron la mayor produccion
de biomasa aérea (0,62) y la menor produccion de biomasa radicular (0,38) (T1) (Figura 1-
9a), resultados que se relacionan con un mayor valor en la relacion fuente vertedero
observada en el tratamiento control (Figura 1-9b) que indica que respecto al total de la
plantula hay un mayor desarrollo de la parte aérea, en comparacion con la parte radicular.
La produccion de nudos fue significativamente menor produciendo un promedio de 3 nudos

(Figura 1-9¢) y no se observo desarrollo de callosidades (Figura 1-9d).

Figura 1-9: Parametros obtenidos en plantulas in vitro de batata cultivadas en medios
de cultivos suplementados con reguladores de crecimiento. a. Fracciéon de biomasa. b.

Relacién fuente vertedero. c. Numero de nudos. d. Peso y didmetro de callos.
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Las letras en comun indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos segun
la prueba Tukey con un 95% de confiabilidad. Las barras de error indican la desviacion

estandar. Fuente: Esta investigacion.

En el medio con BAP (0,2ppm) se presentd la menor produccién de la parte aérea y mayor

produccion radicular, mientras que las plantulas establecidas en el medio con ANA
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(0,2ppm) desarrollaron una equitativa produccion de biomasa aérea y radicular (Figura 1-
9a). No se observaron diferencias entre T2 y T4 en la relacion fuente vertedero, pero fue
significativamente menor (< 1,5) en comparacioén con el control. Se observé una mayor
produccién de nudos con el uso de reguladores en comparacion con el control y aunque
entre T2 y T4 no se observo diferencia significativa, se observa un incremento del 5% en
la producciéon de nudos en T2 (Figura 1-9c). Las plantulas cultivadas en medio con
reguladores T2 y T4 generaron callosidades, sin embargo, se presentaron valores
promedios significativamente menores en peso (16 pg) y didmetro (5,4 mm) (Figura 1-9d)
en el T2 (ANA 0,2ppm) en comparacion con el peso (28 ug) y diametro (7,4 mm) promedio
obtenido en T4 (BAP 0,2ppm).

1.4 Discusioén

En Colombia el laboratorio proteccion de cultivos del Centro de Investigacion de Agricultura
Tropical — CIAT, es la entidad a nivel nacional con metodologias validadas para la
deteccion del Virus del moteado plumoso de la batata (SPFMV) (F. Li et al., 2012) y Virus
del enanismo clorético de la batata (SPCSV) (Kwak et al., 2014), estos virus son trasmitidos
por la mosca blanca y causan en coinfeccion la enfermedad del virus de la batata (SPVD)
(Gutiérrez et al., 2007; K. Zhang et al., 2020). El virus SPFMV ha sido reportado como
positivo en cultivos de batata Agrosavia — Aurora mantenida en condiciones de campo con
una incidencia inferior al 10% (Anexo A-A2), aunque no se han realizado estudios a nivel
economico del impacto de este virus en los cultivares, la presencia del SPFMV en los
cultivos de batata representa un riesgo latente dentro del sistema productivo debido que
hace parte del complejo que ocasiona la SPVD que es una de las enfermedades que causa
pérdidas de hasta el 90% en el rendimiento de los cultivos de batata (Gutiérrez et al., 2007;
K. Zhang et al., 2020). Adicionalmente y para tener mayor conocimiento de la incidencia
de otras enfermedades no virales, para el caso de fitopatbgenos en Colombia se ha
encontrado para diferentes variedades de batata un porcentaje de afectacion por pudricién
de un 30% a 45%, atribuidas a la presencia de bacterias y hongos posiblemente enddfitos,
registrando pérdidas de hasta 16 ton/ha en la variedad Agrosavia - Aurora (Perez-Pazos
et al.,, 2022 En preparacion). Estos antecedentes sugieren a necesidad de implementar

procesos de produccion de semilla de alta calidad ya que procedimientos de propagacion
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de semilla que no incluyan indexacion no serén eficientes en la erradicacion de estos

patdégenos.

1.4.1 Seleccién de plantulas madre

El material vegetal de batata Agrosavia — Aurora proveniente del banco de germoplasma
del C.I Turipand que se encuentra establecido en campo, después del proceso de
termoterapia present6 un porcentaje de sobrevivencia de un 78%, si bien este porcentaje
es alto, el proceso de termoterapia permitié descartar un 22% del material vegetal que no
se desarroll6 bajo condiciones de estrés posiblemente por presentar algin tipo de
afectacién. El material vegetal conservado en banco de germoplasma en condiciones de
campo se encuentra expuesto a diferentes factores bibticos y abidticos que de no ser
monitoreados y controlados pueden ocasionar pérdida del material debido principalmente
a ataques de plagas y enfermedades afectando la calidad fitosanitaria (Hay et al., 2021;
Zhou et al., 2022), adicionalmente si el material vegetal alberga patégenos de forma
asintomatica puede representar un riesgo de propagacion de estos patégenos al
distribuirse el material genético de batata sin verificar su estado fitosanitario y garantizar
su limpieza , como parte de los criterios de calidad en semillas. Por esta razén procesos
como termoterapia, quimioterapia, microinjerto o crioterapia, realizados a las plantulas
madre previo a su introduccion en laboratorio, son estrategias que han resultado efectiva
para conocer el estado fitosanitario del material que serd usado para el esquema de
produccion de semilla limpia (Kaya et al., 2020; M. Wang et al., 2018). Los resultados
obtenidos para el material de Agrosavia — Aurora del analisis fitosanitario de virus
realizados a las plantas después del proceso de termoterapia indicaron que el 100% de
las plantas analizadas fueron negativas para la presencia del Potyvirus SPFMV y el
Crinivirus SPCSV (Anexo A-A2), resultados que verifican la eficiencia del uso de la
termoterapia en los procesos de seleccidn de plantulas madre provenientes de bancos de
germoplasma establecidos en campo, como insumo para posteriores eventos de

escalamiento y multiplicacion de semilla.

1.4.2 Seleccion del protocolo de desinfeccion de material vegetal
y caracterizacion de microorganismos contaminantes.
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En este trabajo, probamos la eficacia de cinco protocolos de desinfeccion diferentes para
lograr material vegetal de la mas alta calidad de una nueva variedad de batata de pulpa de
naranja. El porcentaje de contaminacion promedio mas bajo (20%) se obtuvo con el uso
de los protocolos P4 y P5; ademas, se observé que suprimieron la proliferacion de los
microorganismos Cladosporium sp., Curtobacterium sp. y Aspergillus sp. Estos protocolos,
a diferencia del P1, P2 y P3, incorporan povidona yodada en el proceso de lavado del
detergente, el yodo que es el componente activo de este compuesto penetra rapidamente
en los microorganismos y oxida proteinas, nuclettidos y acidos grasos clave, lo que
finalmente conduce a la muerte celular ejerciendo un efecto bactericida, fungicida y virucida
de amplio espectro (Bigliardi et al.,, 2017; Lepelletier et al., 2020). Se ha reportado la
incorporacion de este compuesto en Rosa canina (Shirdel et al., 2017), Curcuma
aeruginosa (Khumaida et al., 2019) y Sargassum polycystum (Muhamad et al., 2018). Para
estas especies vegetales ha sido favorable el uso de povidona yodada para reducir los
porcentajes de contaminacion en procesos de introduccion de material vegetal, de manera

similar a los resultados obtenidos en este trabajo.

En relacién con el proceso de desinfeccion, el desinfectante de mayor uso es el hipoclorito
ya que el ingreso de este compuesto en microrganismos provoca alteraciones biosintéticas
en el metabolismo celular, destruccién de fosfolipidos, formacién de cloraminas que
interfieren en el metabolismo celular, accién oxidativa con inactivaciobn enzimatica
irreversible, degradacion de lipidos y acidos grasos (Estrela et al., 2002). Los resultados
indican que los protocolos con concentraciones inferiores al 2% de NaOCI (P2 y P3),
conducen a un mayor porcentaje de plantulas contaminadas, asi como a la presencia de
una mayor incidencia de microorganismos contaminantes. Una concentracién de NaOCI al
2% y el tiempo de exposicion al desinfectante (20 min) utilizado en los protocolos P4 y P5
permitié6 obtener un mayor porcentaje de plantulas sin contaminacién y reduciendo la
presencia o incidencia de microorganismos contaminantes. Un porcentaje del 2% de
NaOCI se encuentra en el rango tipico considerado como eficiente para la reduccion de la
contaminacién microbiana en el cultivo de tejidos vegetales (Carmello & Cardoso, 2018;
Lazo-Javalera et al., 2016). Una mayor concentracién de NAOCI y tiempo de exposicion al
desinfectante (20 min) usado en los protocolos P4 y P5 permitié obtener mayor porcentaje
de plantulas sin contaminacién y reducir la presencia e incidencia de microorganismos

contaminantes, estos resultados permiten inferir que en el proceso de desinfeccion de
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batata se requiere de una concentracion de NaOCI de 2% en combinacion con tiempos de
exposicion prolongados (20 min) para incrementar el efecto antimicrobiano del NaOCI.

Aunqgue no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los protocolos P4 y P5 en
los porcentajes de plantulas contaminadas y no contaminadas, P4 incrementé los valores
de calidad obtenidos y no hubo crecimiento de cinco de los siete microorganismos
contaminantes aislados. Esto posiblemente esté relacionado con la incorporacién en la
etapa de desinfeccion de este protocolo de componentes de acido acético y amonio
cuaternario que son ampliamente reportados como desinfectantes con efectos
bactericidas, fungicidas y virucidas (Becker et al., 2019; Chowdhury et al., 2019;
Kwasniewska et al., 2020; McDonnell, 2017; Obtgk et al., 2019).

El acido acético que es un acido organico tiene una alta lipofilia, caracteristica que le
permite atravesar la membrana celular facilmente, después de la penetracion, el pH
intracelular favorece la disociacion de la molécula de acido, y los aniones disociados se
acumularan en la célula y ejerceran efectos toxicos sobre la sintesis de ADN, ARN y ATP
promoviendo la desnaturalizacion de proteinas sensibles al acido y cambios en la presion
osmotica (Ricke, 2003; J. Wang et al., 2021). La accion antimicrobiana del amonio
cuaternario se atribuye a la inactivacion de las enzimas productoras de energia, la
desnaturalizacion de las proteinas celulares esenciales, ruptura de la membrana celular. y

alteracion de las interacciones intermoleculares (McKeen, 2012).

El uso de estos desinfectantes permitié reducir tanto el porcentaje de contaminacién como
la proliferacién de microorganismos, por tanto, como resultado de esta investigacion se
propone incorporar al proceso de desinfeccion de material vegetal de batata el acido

acético y amonio cuaternario para obtener mejores resultados.

Considerando que incluso después de aplicar el mejor protocolo P4, los microrganismos
Fusarium sp. y Pseudozyma sp., persisten como contaminantes, posiblemente estos
microorganismos son de tipo enddfito para batata, como se ha reportado recientemente
para Solanum lycopersicum (Imazaki & Kadota, 2015) en donde se encontraron hongos
endofitos del complejo de especies Fusarium fujikuroi, complejo al que pertenece el
microorganismo aislado para batata en esta investigacion. Pseudozyma en un género

reportado como enddfito de plantas (Sadeghi et al., 2019; Talukdar et al., 2020).
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Sarocladium, Cladosporium, Pseudozyma, Moesziomyces y Curtobacterium fueron
reportados aqui por primera vez durante el proceso de iniciacién in vitro del material vegetal
de batata de pulpa de naranja de la variedad Agrosavia-Aurora. Otros microorganismos
reportados en esta investigacion fueron Fusarium y Aspergillus los cuales también han sido
reportados recientemente como contaminantes en procesos de introduccién de material
vegetal como Musa textiles (Cobrado & Fernandez, 2016, 2017) Bambusa balcooa (Tyagi
et al., 2017), Citrus sinensis (Yeasmin et al., 2018) y Chlorophytum borivilianum (Kumar et
al., 2019), para el género Cladosporium se ha encontrado como contaminante en Phoenix
dactylifera (C. R. Singh, 2018) y Chlorophytum borivilianum (Kumar et al., 2019). Especies
del género Sarocladium se han reportado como endéfitos de cultivos vegetales, S.
subulatum se report6 en Citrus (Nicoletti, 2019) y S. bacillisporum se reporté como enddfito
de Coffea arabica (Oliveira et al., 2014).

Microrganismos tipo levadura del género Pseudozyma se han reportado como hongos
epifitos asociados a los tejidos vegetales (Buxdorf et al., 2013; Q.-M. Wang et al., 2016) al
igual que especies de Moesziomyces (Gonzalez-Teuber et al., 2014; Into et al., 2020).
Respecto al género bacteriano Curtobacterium se ha reportado como contaminante en
procesos de micropropagacion (Tekielska et al., 2019) y asociado a cultivos de Ipomoea
aquatica (Rahayu et al., 2021) y Pancratium maritimum (Tumbarski et al., 2018).

Los microorganismos identificados mediante esta investigacion corresponden a una
pequefia fraccién de bacterias y hongos cultivables asociados a la filosfera y endosfera de
plantas de batata Agrosavia - Aurora. Las plantas cultivadas en el suelo cohabitan con
diferentes tipos de microorganismos en la rizosfera, rizoplano, filosfera y endosfera que
tienen funciones importantes en el desarrollo y condiciones fitosanitarias de las plantas y
gue en su conjunto constituye el microbioma vegetal (Compant et al., 2019; Yadav, 2020).
El tipo y abundancia de los microorganismos presentes en las plantas depende de dos
factores, el medio ambiente en donde el suelo es el principal reservorio de
microorganismos y factores intrinsecos del material vegetal relacionado con sus métodos

de propagacion o sus progenitores (Cordovez et al., 2019).
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Los bancos de germoplasma mantenidos en condiciones de campo en continuo
crecimiento, brindan un acceso facil y rapido a los recursos fitogenéticos para su
caracterizacion, evaluacién o reintroduccion pero requieren un mantenimiento continuo y
es necesario asegurar que cada una de las accesiones conservadas permanezca en un
estado saludable y mantengan una alta viabilidad a largo plazo (Hay et al., 2021; Linington
& Pritchard, 2001). La composicion del microbioma vegetal de las accesiones conservadas
en estos bancos de germoplasma dependera del tipo de suelo, condiciones ambientales y
calidad fitosanitaria de la semilla, en este sentido un inadecuado manejo de estos factores
en los bancos de germoplasma implicara cambios en la composicion y abundancia del

microbioma vegetal que pueden afectar el desarrollo y estado fitosanitario de las plantas.

El uso de las técnicas de cultivo de tejidos permite erradicar microorganismos
principalmente patdgenos asociados a los microbiomas vegetales con el fin de evitar su
propagacion y generar material de siembra libre de contaminantes, por esta razon estas
técnicas ademas de ser usadas para produccion de semilla limpia son estrategias usada
ampliamente para conservacion del material vegetal (Hussain et al., 2012; Loyola-Vargas
& Ochoa-Alejo, 2018) y ha sido usada ampliamente en cultivos frutales, medicinales,
especies aromaticas y principalmente en especies de plantas que no producen semilla o
se propagan vegetativamente como papa, batata, yuca y iame (Agrawal et al., 2019).

La conservacion in vitro a mediano plazo se realiza a través de cultivo de tejidos generando
condiciones de crecimiento lento mediante el uso de retardadores, reguladores de
crecimiento, reguladores osmoticos, induccion de o6rganos de almacenamiento y
encapsulacion de brotes en alginato (Agrawal et al., 2019; Spinoso-Castillo et al., 2022;
Torres-Silva et al., 2021). A largo plazo la conservacién in vitro se realiza por
crioconservacion que es un método de almacenamiento de materia viva a temperaturas
ultrabajas mediante técnicas como congelacion controlada, precultivo — deshidratacién,
encapsulacion de semillas sintéticas — deshidratacion, vitrificacion, ultracongelacion y uso

de placas criogénicas (Agrawal et al., 2019; M. R. Wang et al., 2021; Zamecnik et al., 2021).

Evaluar en un futuro técnicas de conservacion in vitro en el material de batata Agrosavia —
Aurora permitira preservar este material genético por periodos de tiempo mayores
minimizando el riesgo de pérdida de las accesiones conservadas en los bancos de

germoplasma ex vitro por naturales o factores de estrés bittico o abidtico.



32  Estandarizacién de condiciones de produccion in vitro y ex vitro para la propagacion
y escalamiento de material de siembra de batata (Ipomoea batatas L.).

1.4.3 Evaluacion de reguladores de crecimiento en la produccion
de plantulas in vitro de batata.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de diferentes medios de cultivo para la
produccion de plantulas in vitro de batata indican que la adicion de reguladores de
crecimiento genero diferencias significativas en las variables de crecimiento, distribucion
de biomasa e indices de crecimiento. Las plantulas cultivadas en medios con 0,2 ppm BAP
+ 0,5 ppm ANA (T6) y 0,5 ppm BAP + 0,5 ppm ANA (T9) presentaron un bajo desarrollo
respecto a las plantulas cultivadas en el control y se observé en particular una alta
formacion de callosidades. Las plantas generan masas celulares desorganizadas, como
callos o tumores, en respuesta a situaciones de estrés como la aplicacién exégena de
auxina y citoguinina la cual induce callos en varias especies de plantas (Ikeuchi et al.,
2013). Los medios que generaron callosidades en batata, presentaron en comun los
valores mas altos evaluados para el regulador tipo auxina ANA, el cual en especies
vegetales como Phyla nodiflora, Caladium bicolor y Stevia rebaudiana se ha encontrado
gue favorece la induccién de callosidad (Ahmed et al., 2011; Patel & Shah, 2009; Seydi et
al., 2016). Una respuesta similar de incremento de callosidades y peso seco radicular se
presentd en las plantulas cultivadas en los medios con 0,5 ppm BAP (T7) y 0,5 ppm BAP
+ 0,2 ppm ANA (T8), estos medios presentan los mayores valores evaluados para el
regulador BAP, que se ha reportado presenta una correlacion positiva con la auxina en la
formacion de callos debido al efecto agregado sobre crecimiento de tejidos (Ahmed et al.,
2011; Ikeuchi et al., 2013; Koike et al., 2020; Seydi et al., 2016). El incremento en los
parametros radiculares afecta de manera inversa a indices de crecimiento como el area
foliar neta (AFN), la disminucién de este indice revela que una proporcion importante de
biomasa acumulada corresponde a tejidos no fotosintéticos (Widaryanto & Saitama, 2017)
gue para este caso corresponde a las callosidades. Considerando que el objetivo de esta
investigacion es obtener plantas in vitro para procesos de micropropagacion, no se
requiere la formacién de callos, sin embargo, en otros escenarios, la obtencion de callos
tiene muchas aplicaciones a nivel biotecnolégico como la produccion de metabolitos
secundarios, anticuerpos y otras proteinas recombinantes, con fines terapéuticos.
Ademas, por su capacidad de generar plantas diferenciadas, los callos pueden ser
utilizados como mecanismos de conservacion de material vegetal in vitro (Efferth, 2019;

Espinosa-Leal et al., 2018). Considerando este panorama a futuro es interesante estudiar
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mas a fondo las propiedades del callo de camote generado en medios de cultivo con
mezclas de reguladores BAP y NAA y sus posibles aplicaciones biotecnologicas.

La adicion de los reguladores BAP y ANA de forma independiente a una concentracion de
0.2 ppm, generaron respuesta en las variables de desarrollo aéreo representado en la
fraccion de biomasa aérea y relacion fuente vertedero que se correlacionan positivamente
con el numero de hojas, didmetro de tallo y se obtuvo un buen desarrollo en el nUmero de
nudos con potencial de formacion de yemas axilares parametro significativo en estrategias
de micropropagacion de batata (Acemi et al., 2018). La adicion del regulador BAP ha sido
reportada para uso en cultivo in vitro de especies de Ipomoea para inducir la produccién
de brotes con resultados favorables (Acemi et al., 2018; J. Alam et al., 2010), en Ipomoea
batatas se ha reportado que altas concentraciones inducen la formacion de callos,
proliferacion de yemas e inhibicién de la dominancia apical (I. Alam et al., 2010; Wondimu
et al., 2012) y también se ha relacionado con el desarrollo del sistema radicular (Ravi et
al., 2009), resultados que coinciden con los obtenidos en esta investigacion ya que se
encontré que una concentracion de 0,2 ppm de BAP permitié obtener un alto numero de
nudos, buen desarrollo aéreo pero también favorecio la produccion de callosidades.

En el caso de la auxina ANA que es un regulador de crecimiento implicado en los procesos
de dominancia apical y organogénesis (Koike et al., 2020; Su et al., 2011), en diferentes
cultivares de Ipomoea batata ha sido aplicada en bajas concentraciones en mezcla con
otros reguladores de crecimiento o no es aplicada, debido a que se considera que la
concentracion endoégena de auxinas en tejidos meristematicos de batata es alta (Alula et
al., 2018; Delgado-Paredes et al., 2016; Wondimu et al., 2012; Yang, 2010), sin embargo,
en esta investigacion la aplicacion de 0,2 ppm de ANA sin la presencia de otro regulador
permitié obtener en plantulas in vitro de Ipomoea batatas pulpa naranja (Var. Agrosavia —
Aurora) un mayor nimero de nudos en comparacion con el control, adicionalmente se
observo una distribucién de biomasa equilibrada entre las fracciones aérea y radicular en
comparacion con el control, esta respuesta coincide con lo reportado para Arabidopsis en
donde la aplicacion de auxina exdgena en cultivo de tejidos desencadena procesos de
organogénesis y adicionalmente produccion de citoquinina enddégena que modula la
distribucion de auxina favoreciendo el desarrollo de la planta y permitiendo obtener un
desarrollo aéreo y radicular equitativo (Pernisova et al., 2009; Su et al., 2011). Para batata

se ha reportado un alto contenido de citoquininas enddgenas tipo zeatinas (Q. Wang et al.,
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2006) que pueden ser estimuladas por la adicion exégena de ANA, que en genotipos de
batata pulpa blanca “Blesbok” presenta un limite de 0,1ppm para promover la regeneracion
de brotes debido a las concentraciones endbégenas de auxina para este genotipo
(Sivparsad & Gubba, 2012). Los resultados de esta investigacion indican que en batata
pulpa naranja “Agrosavia — Aurora” una concentracién de 0,2ppm de ANA permite

promover la generacion de brotes.



2.Capitulo 2. Estrategia de aclimatacion de
plantulas in vitro en invernadero,
determinacién de sustratos y condiciones
de crecimiento para produccién de semilla
super élite de batata.

2.1 Introduccidén

La batata (Ipomoea batatas (L.) Lam; Convolvulaceae) es reconocida como un alimento
funcional con propiedades nutracéuticas, dado su alto contenido de fibra dietética,
carbohidratos, minerales, vitaminas y compuestos antioxidantes como éacidos fendlicos,
antocianinas, tocoferoles y B-carotenos (M. K. Alam et al., 2020; Donado-Pestana et al.,
2012; Grace et al., 2015). Estas caracteristicas hacen de la batata un cultivo saludable con
una creciente demanda en los consumidores, generando una oportunidad en los
productores de este cultivo que mayormente se encuentran en paises en desarrollo (Mu &
Singh, 2019).

La batata es un cultivo que se multiplica principalmente mediante propagacién vegetativa
de propagulos (Kim et al., 2015; Qiao et al., 2019; Rajendran et al., 2017; Ssamula et al.,
2020) este tipo de reproduccion es el principal mecanismo de trasmisién de
microorganismos y particularmente virus ocasionando el desarrollo de enfermedades en
las plantas (Kim et al.,, 2017; Wanjala et al.,, 2020), generando disminucién en el
rendimiento de los cultivos y significativas pérdidas econdmicas (Sastry, 2013). Se ha
reportado distintos tipos de virus que afectan la batata (Ssamula et al., 2020) algunos de
los virus transmitidos por técnicas de propagacion vegetativa son Sweet potato leaf curl
virus (SPLCV) (Kim et al., 2015), Sweet potato symptomless virus 1 (SPSMV-1) (Qiao et
al., 2019) y Sweet potato pakakuy virus (SPPV) (Zhao et al., 2020).

La estrategia utilizada para evitar la propagacion de enfermedades es la produccion de
material de siembra de alta calidad con el fin de obtener material de siembra con buenas

condiciones fitosanitarias y que permitan reducir las pérdidas por rendimiento (Hainzer et
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al., 2021; Mbewe et al., 2021). El cultivo de tejidos vegetales en laboratorio es la técnica
mas utilizada para la produccion inicial de material de siembra de calidad. El proceso de
micropropagacién consiste en seleccionar plantulas madres libres de enfermedades, los
meristemos apicales son seleccionados y desinfectados con protocolos determinados, los
cuales se disponen en medio de cultivo adecuados para la especie y se proporcionan unas
condiciones de crecimiento controladas (Mwanga et al., 2017; C. R. Singh, 2018). El cultivo
de tejidos permite producir en condiciones in vitro plantulas libres de enfermedades,

materia prima para el proceso de escalamiento en la produccion de semilla de calidad.

El siguiente paso en la produccion de material de siembra de calidad es el escalamiento
gue se realiza en invernadero, en este punto las plantulas in vitro son sometidas a un
proceso de endurecimiento y aclimatacion a condiciones de crecimiento diferentes a las de
laboratorio (Deb & Imchen, 2010; Ziv, 1995). Para lograr buenas tasas de sobrevivencia y
buen desarrollo de las plantulas in vitro, el sustrato, disponibilidad de agua, y condiciones
ambientales deben ser adecuados dependiendo de la especie, para el caso de batata se
han reportado métodos de aclimatacién en casa de malla con sustratos arenoponicos
(Wanjala et al., 2020), mezclas de arena y cascarilla de arroz (Hang et al., 2016) y mezcla
de tierra, compost y arena (1:1:2) (Beyene et al., 2020), obteniendo buenos resultados en

el desarrollo de las plantulas considerando las condiciones particulares de cada caso.

Determinar las mejores condiciones de aclimatacion de las plantulas in vitro de batata es
un desafio determinante en el éxito de los procesos de produccion de material de siembra
de alta calidad, por tanto, el objetivo de esta investigacion fue determinar las mejores
condiciones para el establecimiento a nivel de invernadero de plantulas in vitro de batata
(Ipomoea batatas L.) mediante la evaluacion, seleccion de sustratos y determinaciéon de

condiciones adecuadas de aclimatacion.

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Para la evaluacion de sustratos se utiliz6 como material vegetal, esquejes apicales de

batata pulpa naranja, variedad Agrosavia - Aurora, el cual se desinfecté con una mezcla



Capitulo 2 37

de oxicloruro de cobre 58% (2 g/L) y yodo polaxamer (Agrodyne® SL) (2 cc/L). Para la
produccion de plantulas limpias de batata se realiz6 con plantulas in vitro con una edad de
cuatro semanas cultivadas en medio de cultivo Murashige Skoog (MS) (Murashige &
Skoog, 1962) suplementado con mioinositol (100mg.L?) y tiamina (1mg.L™) (Delgado-
Paredes et al., 2016). Las plantulas fueron retiradas cuidadosamente del recipiente

contenedor y las raices se desinfectaron en una solucion de oxicloruro de cobre 58% (2
g.L?).

Los experimentos se desarrollaron en condiciones de invernadero a una temperatura de
28-34°C y humedad relativa de 80-95%. La luminosidad durante la primera semana de
crecimiento fue regulada con poli sombra hasta un nivel de sombrio del 80%,
posteriormente las plantulas se trasladaron a una zona con nivel de sombrio de 35%. El
riego se suministré de forma manual en horas de la mafiana garantizando un volumen de
30 a 40cc por planta. Fungicida a base de metalaxil-y mancozeb (Ridomil® Gold MZ 68
WP) (2 g/L) se aplicé de forma preventiva a los 15 dias después de la siembra (dds).

2.2.2 Caracterizacion fisicoguimica de sustratos evaluados para el
endurecimiento de plantas de batata

Se evaluaron diferentes proporciones de cuatro tipos de sustratos, turba Pindstrup Plus®

(T), lombriabono (L), cascarilla de arroz (CA) y fibra de coco (FC) generando tres mezclas

de sustrato (M) asi: M1: T:LA:CA (proporciones 3:1:1); M2: T: L (3:2); M3: T: L:SC (3:1:1)

y como control se establecié el sustrato utilizado regularmente que corresponde a turba

100%. La evaluacién de sustratos se realizdé en bandejas de 24 alveolos, con 8 unidades

experimentales para cada tipo de tratamiento con 3 repeticiones y 2 réplicas en el tiempo.

Los sustratos fueron evaluados quimicamente segun la norma colombiana NTC 5167 para
los pardmetros fosforo, potasio, nitrégeno, cenizas, carbono organico oxidable, contenido
de humedad, pérdida por volatilizacion, capacidad de retencion de humedad, capacidad
de intercambio cationico, densidad, relacion Carbono/Nitrégeno y pH (Ilcontec, 2011). El
andlisis fisico se realizd6 mediante un analisis de estabilidad de agregados por el método
Yoder (Le Bissonnais, 2016) por triplicado. Se calculé el indice de estructura (IE) teniendo

en cuenta la ecuacioén 1, en donde IE: indice de estructura, W1: % de agregados estables
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con diametro > 2 mm, Wn: % de agregados estables con diametro < 0.25 mm, W2, W3,
W4, ...: % de agregados estables en cada uno de los rangos de (Ecuacionl) 3,
comprendidos entre 2 y 0.25 mm de diametro (Cardona et al., 2016). Se calcul6 el diametro
medio ponderado (DMP) como describe la ecuacion 2 en donde X; es el diametro promedio
de la fraccién de tamafio correspondiente y w; es el porcentaje por peso de la respectiva
fraccion de agregados de un determinado rango de tamafio (Ghezzehei, 2012; Kemper &
Chepil, 1965). Adicionalmente se calculd el contenido de agregados finos (AF) (< 0.5 mm),
agregados medios (AM) (0.5 mm — 2mm) y agregados extremos (AE) (> 2 mm) (Ferreira
et al., 2019; Tivet et al., 2013).
Bow w w8,

(0)@) B O op T

(Ecuacién?)

2.2.3 Evaluacion de estrategias de aclimatacion de plantulas in
vitro en condiciones de invernadero.
Para la aclimatacién de plantulas in vitro, se evaluaron dos estrategias de aclimatacién la
primera denominada “convencional” en donde se usé como sustrato el usado normalmente
para procesos de endurecimiento en invernadero que corresponde a turba y la segunda
denominada “propuesta” en donde se usoé la mezcla de sustratos que generd las mejores
respuestas en plantulas de batata compuesta por turba, lombriabono, cascarilla de arroz
(3:1:1) y se implement6 durante la primera semana de crecimiento una camara humeda
con el proposito de generar unas mejores condiciones de humedad y temperatura para las
plantulas. La evaluacién de estrategias de aclimatacion se realiz6 en bandejas de 24

alveolos, con 5 unidades experimentales para cada tipo de estrategia y 3 repeticiones.

2.2.4 Pardmetros evaluados en plantulas de batata

La medicion de parametros de crecimiento se realiz6 mediante un muestreo destructivo
después de 4 semanas de crecimiento en donde se registraron por planta los parametros

de altura (cm), numero de hojas, grosor de tallo (mm), longitud de raiz (cm), area foliar
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(cm?), peso fresco y seco de tallo, hojas y raices (g). El peso seco fue obtenido por secado
a 60°C por 24h — 48h. Se estim6 el area foliar mediante andlisis de imagenes con el
software Image J version Fiji (Schindelin et al., 2012).

Para la evaluacion de diferentes tipos de sustrato ademas de los pardmetros de
crecimiento se determino la velocidad de crecimiento calculada mediante la estimacion de
la pendiente de datos de altura registrados a partir de los 8 dias después de la siembra
(dds) dos veces por semana. Se determiné la acumulacién de biomasa a través del calculé
de la fraccion de biomasa de hojas (FBH), fraccion de biomasa de tallos (FBT) y fraccion
de biomasa de raices (FBR). También se determinaron los indices, tasa absoluta de
crecimiento (TAC), area foliar especifica (AFE), area foliar neta (AFN) y relacién fuente
vertedero (RFV) que fueron calculados de acuerdo a reportes previos (Hunt, 2017; Hunt et
al., 2002; T. Li et al., 2015; Pérez-Harguindeguy et al., 2016; Poorter et al., 2012).

Para la evaluacion de las estrategias de endurecimiento de plantulas in vitro ademas de
los pardmetros de crecimiento se determiné el porcentaje de supervivencia y la tasa de
multiplicacién definida como la division entre el nimero total de plantulas generadas y el
numero de plantulas iniciales. Adicionalmente durante los primeros 8 dias de crecimiento
se monitored la humedad y temperatura con un Datalogger Extech RHT10 tipo USB
(Extech Industries, Nashua, USA). Se realiz6 medicion de la temperatura de las hojas con
un termometro digital 42570 (Extech Industries, Nashua, USA). Con los datos de
temperatura ambiental, humedad relativa y temperatura de la hoja se calculo el déficit de
presion de vapor (VPD) (Monteith & Unsworth, 2013).

2.2.5 Analisis estadistico.

Para comparar las caracteristicas fisicas de los sustratos evaluados a nivel de invernadero,
asi como para determinar la diferencia estadistica entre las mezclas de sustrato a variables
de éarea foliar neta, longitud radicular y la relacion fuente vertedero se realiz6 un andlisis
de varianza de una via y el método empleado para diferenciacion entre medias fue la
prueba de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey con un 95% de
confiabilidad. Para seleccionar el mejor sustrato a nivel de invernadero se realiz6 un
andlisis de componentes principales de las variables de crecimiento y desarrollo utilizando

como criterio de clasificacion los tratamientos evaluados para determinar la correlacion de
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variables. Para identificar diferencias estadisticas entre las estrategias de endurecimiento

de plantulas in vitro se realiz6 una comparacion a través del estadistico t student.

El software utilizado para el analisis estadistico se us6 el software R (RTeam, 2020). Para
los analisis de varianza se utilizé el paquete “onewaytest” (Dag et al., 2018) y para la
prueba post hoc de Tukey se usé el paquete “TukeyC”. El andlisis de componentes
principales se realizé con la funcién “princomp” (Venables & Ripley, 2002), el grafico de
componentes principales se generd usando la funcion “fviz_pca_biplot” y el grafico de
correlaciones se realizd usando el paquete “corrplot” (Taiyun & Viliam, 2021). La prueba t

de student se realizd usando la funcién “t.test”.

2.3 Resultados

2.3.1 Caracterizacion fisicoquimica de sustratos usados en el
endurecimiento de plantas de batata.

Como resultado de los andlisis quimicos de las mezclas de sustratos, se observé que M1

presentdé en comparacién con el control las mayores cantidades de potasio, nitrégeno,

fésforo, cenizas, capacidad de retencién de humedad, capacidad de intercambio catiénico,

densidad y pH (Tabla 2-1).

A partir del analisis fisico de estabilidad de agregados (Anexo B-B1), se calcularon los
indices de estabilidad estructural (Tabla 2) en donde se observé entre las mezclas
evaluadas diferencias estadisticamente significativas para todos los indices a excepcion
del porcentaje de agregados finos. La mezcla M1 present6 diferencias significativas con el
resto de los sustratos presentando el mayor indice estructural. Las mezclas M1y M3 (turba,
lombriabono, y fibra de coco (FC); 3:1:1), presentaron en comparacion con el control un
alto porcentaje de agregados medios, bajo porcentaje de agregados extremos y un bajo
diametro medio ponderado (Tabla 2). La mezcla M2 (T: L; 3:2) no presentd diferencias
estadisticas con el control presentando los menores valores para el indice estructural y
agregados medios y se obtuvieron valores altamente significativos para diametro medio

ponderado y agregados extremos.
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Tabla 2-1: Andlisis quimico de las mezclas de sustratos evaluadas para la produccion
de plantulas de batata en invernadero.
M1 M2 M3 Control
Parametro quimico T60% % T60%
L 20% L 20% T 100%
CA 20% - 40% FC 20%
Potasio (%) 1,32 0,94 1,13 0,27
Carbono organico oxidable (%) 14,57 9,72 16,38 15,10
Capacidad de retencién de humedad (%) 162,91 97,13 115,94 111,27
Capacidad de intercambio catiénico (Cmol/Kg) 36,03 23,94 34,36 31,21
Fésforo (%) 0,50 0,39 0,31 0,07
Nitrégeno (%) 0,90 0,94 0,91 0,54
Cenizas (%) 25,42 24,38 18,21 5,39
Contenido de humedad (%) 39,41 49,76 44,26 55,72
Pérdidas por volatilizacién (%) 35,17 25,86 37,53 38,90
Densidad (g/cm?) 0,5 0,52 0,36 0,35
Relacién carbono/nitrégeno 16,18 10,35 18,10 28,08
pH 5,86 5,73 5,72 4,89
T: Turba, L: lombriabono, CA: cascarilla de arroz, FC: fibra de coco.
Tabla 2-2: indices de caracterizacion de estabilidad estructural.
Mezcla  Sustratos Proporcion IE DMP (mm) AF (%) AM (%) AE (%)
M1 T: L:CA 3:1:1 207,07+13,08a 1,09#0,06 b 33,90+3,17a 5561+1,39a 10,49+1,98¢
M2 T:L 3:2 67,90£38,34b  2,15+0,55a 28,12+6,20a 26,19+10,42b 45,69+16,28 a
M3 T: LFC 3:1:1 106,89+18,25 b 1,38+0,06 ab 38,79+2,22 a 39,12+3,11ab 22,09+1,86 hc
Control T 73,19+27,68b 1,88+0,25a 38,01+508a 34,34+9,79 b 36,34%5,42 ab

T: Turba, L: lombriabono, CA: cascarilla de arroz, FC: fibra de coco. IE: indice estructural;

DMP: diametro medio ponderado; AF: agregados finos <0,5mm; AM: agregados medios

0.5mm — 2mm. AE: agregados extremos >2mm. Las letras en comun indican que no hay

diferencias significativas entre tratamientos segun la prueba Tukey con un 95% de

confiabilidad.
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2.3.2 Influencia del sustrato sobre parametros de biomasa e

indices de crecimiento en batata durante el endurecimiento
El analisis de componentes principales indica que las variables representan principalmente
a dos grupos de datos, las variables relacionadas con el desarrollo foliar (PSH, NH, ARFO,
PSH, FMH), grosor de tallo (GRTL) e indices de crecimiento (VC y TAC) fueron
representadas principalmente en los datos de las plantulas sembradas en el sustrato M1
(T:LA:CA), mientras que el resto de las variables a excepcion de la fraccion de masa de
tallo (FMT) se agrupan hacia los datos de plantulas cultivadas en M3 (T:LA:SC). Asociados
al conjunto de datos de M2 y el control se encontrdé solamente la variable fraccién de masa
del tallo (Figura 2-1a).

Las variables agrupadas a M1 presentan correlaciones directas cercanas al 80%, esto
indica que las variables presentan un comportamiento sinérgico y en caso de generarse
un incremento en una de estas variables hay una respuesta positiva en el resto de las
variables correlacionadas. En contraste, se observd que las variables asociadas a M3
presentan correlaciones inversas como el caso de PSRZ que se relaciona inversamente a
RFV y GRTL esto indica que el incremento en peso radicular afectara negativamente el
grosor del tallo y el indice de relacion fuente vertedero y viceversa, los datos asociados a
estas variables indican que encontraremos plantulas con una alta variabilidad de la

respuesta de las plantulas cultivadas en este tipo de sustrato (Figura 2-1b).

Una de las variables que representa la eficiencia fotosintética es el area foliar neta, esta
variable presenta correlaciones cercanas al 80% con variables de desarrollo foliar (Figura
2-1b), el analisis de esta variable de manera independiente indica que no hay diferencia
estadisticamente significativa en este parametro entre M1 y M3, pero se observa un
incremento del 17% en M1 (Figura 2-2a). La variable longitud de raiz (LORZ) no presenta
correlaciones con otras variables, sin embargo, al analizarla de manera independiente se
observo que las plantulas cultivadas en el sustrato control presentaron una mayor longitud
de raiz (24 cm) que fue estadisticamente significativa al resto de sustratos (Figura 2-2b).
Respecto a las plantulas cultivadas en mezclas de sustratos se observo que después del
control, M1 presenta el valor promedio mas alto en la longitud de raiz (19 cm) comparado

con el resto de las mezclas (Figura 2-2b).
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Figura 2-1:  Analisis de componentes principales entre variables de crecimiento de
plantulas de batata cultivadas en diferentes tipos de sustratos. a. Gréafico de componentes
principales. b. Correlaciones y descripcion de variables.
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M1 (T:LA:CA; 3:1:1), M2 (T: L; 3:2), M3 (T:LA:SC; 3:1:1) y M4 (control -Turba). T: Turba,

L: lombriabono, CA: cascarilla de arroz, FC: fibra de coco. Fuente: Esta investigacion.

08

El uso de diferentes mezclas de sustratos gener6 un efecto en la distribucién de biomasa
de las plantulas de batata que se evidencia al comparar la relacién fuente-vertedero
obtenida (Figura 2-2c). Se encontr6é que los mayores valores para este parametro fueron
obtenidos con M2 y M3, esto indica que la biomasa se dirige mayormente a la fuente (hojas
y tallos), por otro lado, con M4 la biomasa se distribuye hacia las raices al presentar el

valor més bajo para este indice, esta respuesta se observo claramente y se evidencio en
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el registro fotogréafico (Figura 2-2d). La mezcla M1 generé en las plantulas de batata un
valor medio para el indice de relacion fuente vertedero indicando que la biomasa se
distribuye tanto en la fuente como en el vertedero generando una mejor respuesta en el

desarrollo de las plantas (Figura 2-2c).

Figura 2-2: Comparacion de parametros de crecimiento obtenidos en plantulas de batata
cultivadas en diferentes tipos de sustratos. a. Area foliar neta. b. Longitud de raiz. c.

Relacién fuente vertedero. d. Registro fotografico de plantulas.
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Las letras en comun indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos segun
la prueba Tukey con un 95% de confiabilidad. Las barras de error indican la desviacion

estandar. Fuente: Esta investigacion.

2.3.3 Estrategias de aclimatacion de plantulas in vitro de batata en
condiciones de invernadero para produccion de semilla
super élite.
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Condiciones ambientales especificas fueron obtenidas en las dos estrategias de
aclimatacion evaluadas, a las 7:00 pm y 7:00 am se registré la temperatura minima (25 +
2 °C), y la humedad relativa maxima (86 + 4%) (Anexo B-B2). El déficit de presion de vapor
(VPD) oscil6 entre 0,4 y 0,7 Kpa (Figura 2-3). En el periodo de 8:00 am a 05:00 pm, la
humedad relativa fue significativamente diferente entre las dos estrategias evaluadas. Se
encontr6 una disminucién significativa de la humedad relativa en la estrategia
convencional, hasta alcanzar un valor minimo de 50 = 2% en el periodo de temperatura
maxima 39 + 3°C (12:00 pm - 03:00 pm) y un VPD superior a 1.2Kpa (Figura 2-3).

En la estrategia propuesta, la humedad relativa, si bien mostr6é una disminucién, fue menos
abrupta alcanzando un 80 + 2% en el periodo de maxima temperatura (37 + 3°C) y un VPD
inferior a 1.2Kpa. El uso de una cdmara himeda en la estrategia propuesta permitié
conservar eficientemente la humedad relativa en el periodo de aumento de temperatura,

permitiendo un menor VPD.

Figura 2-3: Valores de déficit de presioén de vapor (VPD) obtenidos en plantulas in vitro
de batatas endurecidas en condiciones de invernadero. a. Método tradicional. Sustrato
turba 100%. Sin ningln tipo de cubierta. b. Método propuesto. Sustrato turba 60%,
lombriabono 20% y cascarilla de arroz 20%. Camara humeda durante los primeros 8dds.
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Fuente: Esta investigacion.

Las plantas in vitro aclimatadas bajo la estrategia propuesta presentaron un incremento
significativo en las variables de crecimiento como altura, nimero de hojas, diametro del
tallo, longitud de la raiz y particularmente, en las variables peso fresco y peso seco del tallo

y la raiz, alcanzando incrementos mayores del 100% en comparacion con el método
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convencional (Tabla 2-3). Aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas en
variables como area foliar, peso fresco y seco de hojas, la estrategia propuesta mostré un

incremento de mas del 50% (Tabla 2-3).

Tabla 2-3: ParAmetros de crecimiento de plantulas super elite de batata obtenidas a partir

de dos estrategias de endurecimiento de plantulas in vitro en condiciones de invernadero.

Estrategia de endurecimiento Porcentaje de
Tradicional Propuesta incremento
Pardmetro
T: L:CA (3:1:1) Propuesto vs
100% T

Cémara humeda (1-8 dds) tradicional (%)
Altura (cm) 8,36 12,71* 52
Numero Hojas 4,79 6,4* 34
Didmetro (mm) 1,85 2,44* 32
Longitud raiz (cm) 4,26 6,65* 56
Area Foliar (cm?2) 17,92 28,38 58
Peso fresco hoja (g) 0,309 0,536 73
Peso fresco tallo (g) 0,234 0,465* 99
Peso fresco raiz (g) 0,091 0,241* 165
Peso fresco total (g) 0,634 1,309* 106
Peso seco hoja (g) 0,023 0,041 78
Peso seco tallo (g) 0,013 0,03* 131
Peso seco raiz (g) 0,009 0,021* 133
Peso seco total (g) 0,045 0,099* 120
Porcentaje de sobrevivencia 75% 92% * 23
Tasa de multiplicacion 25 3,53 * 41

*Indica diferencias significativas segun la prueba t de student con un 95% de confiabilidad.

T: Turba, L: lombriabono, CA: cascarilla de arroz, FC: fibra de coco.

La estrategia propuesta permitié obtener un mayor porcentaje de supervivencia (92%) en
comparacion con el sustrato control. Significativo Se encontré un aumento significativo
(40%) en la tasa de multiplicacion (3,53) de las plantas in vitro bajo la estrategia propuesta
en comparacioén con la estrategia convencional (2,5). Este protocolo de endurecimiento de
plantulas en invernadero de plantas in vitro permite una mayor eficiencia tanto en la

aclimatacion como en la multiplicacién de material de siembra de alta calidad (Figura 2-4).
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Figura 2-4:  Produccion de material de siembra de calidad de batata en condiciones de
invernadero. a. Plantulas in vitro de batata. b. Siembra en bandejas de germinacién con
mezcla de sustrato turba 60%, lombriabono 20%, cascarilla de arroz 20%. c. Condiciones
de cdmara humeda durante la primera semana de crecimiento. d. Mantenimiento de
plantulas en condiciones de invernadero. e. Plantulas super élite de batata obtenidas tras

cuatro semanas de crecimiento.

Fuente: Esta investigacion.

2.4 Discusion

2.4.1 Influencia del sustrato sobre parametros de biomasa e
indices de crecimiento en batata durante el endurecimiento
Se observaron diferencias en el desarrollo de plantulas de batata de pulpa naranja
Agrosavia-Aurora en los diferentes tipos de sustrato evaluados. La mezcla de sustratos M1
compuesta por turba, lombriabono y cascarilla de arroz en proporciones 3:1:1, permitié
obtener los mejores resultados en la mayoria de los parametros de desarrollo foliar e
indices de crecimiento como TAC y AFN. Estos resultados pueden ser atribuidos a las
propiedades fisicoquimicas de la mezcla de sustratos. La caracterizacion quimica de este

sustrato indicé que presenta una alta capacidad de intercambio cationico respecto a las
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otras mezclas. Se ha reportado el incremento de la capacidad de intercambio catidnico
indica una mejora en la capacidad de mineralizacion, permitiendo tener una mayor cantidad
de nutrientes disponibles (Six et al., 2002; Tirez et al., 2014), que se evidencia al presentar
en esta mezcla el mayor contenido de potasio, fosforo y cenizas. Por otro lado, M1 presenté
la mayor capacidad de retencion de humedad, que indica una mejor disponibilidad de agua
para las plantas, reduciendo el riesgo de estrés por sequia (Karhu et al., 2011; Manns &
Martin, 2018), el incremento en este pardmetro esta relacionado con los resultados de
caracterizacion fisica de la mezcla de sustratos. Se encontr6 que M1 presenté el mayor
valor del indice estructural el cual refleja la distribucion de agregados, entre mas alto sea
este valor, predominan los agregados medios fraccién en donde se encuentran los macro
agregados (0.25 mm — 2 mm ) (Aksakal et al., 2020; Niewczas & Witkowska-Walczak,
2005), que contribuyen a una mejor distribucién del tamafio de poro, capacidad de
almacenamiento de agua, tasas de infiltracion y escorrentia superficial, conductividad
hidraulica y aireacion, favoreciendo el anclaje de raices y absorcién de nutrientes (Aksakal
etal., 2020; Ferreiraetal., 2019; Z. Liu et al., 2014; Ma et al., 2020; Niewczas & Witkowska-
Walczak, 2005; Ran et al., 2020).

Las caracteristicas fisicoquimicas de la mezcla de sustratos M1 que facilitan la
disponibilidad de agua y nutrientes posiblemente inducen en plantulas de batata la
produccion y el crecimiento de meristemos favoreciendo la asignacion de los asimilados
en biomasa incrementando el crecimiento vegetativo (T. Li et al., 2015; Poorter & Nagel,
2000), efecto que se observa, al presentar una alta area foliar neta que indica que una
proporcion importante de biomasa acumulada corresponde a tejidos fotosintéticos
(Widaryanto & Saitama, 2017) mejorando la tasa de crecimiento absoluta permitiendo

obtener plantulas con un mejor desarrollo.

La mezcla de los sustratos M2 (turba y lombriabono en proporciéon 3:2) generé un bajo
desarrollo en las plantulas de batata, esta mezcla presentdé a nivel quimico una baja
capacidad de intercambio cationico y capacidad de retencion de humedad y a nivel fisico
presentd los valores mas altos de diametro medio ponderado indice que muestra el
predominio de agregador extremos que al ser menos erosionables generan una mayor
estabilidad (Z. Liu et al., 2014; Nimmo & Perkins, 2002; Piccolo et al., 1997), pero,

disminuye la estratificacion de agregados en el suelo afectando el espacio poroso del
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sustrato (Alula et al., 2018), estas caracteristicas hacen que se presenten una menor
disponibilidad de agua afectando en consecuencia la asimilacion de nutrientes generando
como efecto en las plantulas de batata un menor desarrollo. En relacion con M4 que
corresponde a turba se observé que aunque las plantulas presentaron un bajo crecimiento,
desarrollaron la mayor longitud radicular respecto al resto de sustratos, hecho que ratifica
el uso de este sustrato como uno de los mas utilizados en procesos de germinaciéon y
enraizamiento a nivel de invernadero (Abad et al., 2001; Ameri et al., 2012), sin embargo,
esta investigacion indica que la incorporacion de otros sustratos como la cascarilla de arroz
gue es facilmente disponible (Tsakaldimi, 2006), fibra de coco que es econémico (Ameri et
al., 2012) y lombriabono que entre otros beneficios es fuente de nutrientes (Manh & Wang,
2014) en proporciones adecuadas (6:2:2) permite mejorar las caracteristicas
fisicoquimicas de los sustratos y obtener un mejor desarrollo de las plantulas de batata

reflejado en pardmetros de crecimiento y biomasa.

2.4.2 Evaluacion de estrategias de aclimatacion de plantulas in
vitro en condiciones de invernadero.
La estrategia propuesta en esta investigacion para aclimataciéon de plantulas in vitro
garantizd un mejor desarrollo y crecimiento, esta estrategia incluy6 el sustrato que generé
los mejores resultados de crecimiento de plantulas (turba, lombriabono y cascarilla de arroz
en proporciones 3:1:1) y se incorporé una camara humeda durante los primeros 8 dias de
crecimiento. Estos resultados estan atribuidos en respuesta no solo a la composicién
fisicoquimica del sustrato, sino también a las condiciones generadas por la camara
hameda que permiti6 obtener valores de déficit de presion de vapor (VPD) que oscilan
entre 0,4 y 1,2 Kpa y que se encuentra dentro del rango 6ptimo de VPD definidos para
vegetales que esta entre 0,4 y 1,37 Kpa (Shamshiri et al., 2018). Un aumento en el VPD,
afecta la fisiologia de las plantas generando una disminucion en la conductancia
estomatica haciendo que las plantas cierren sus estomas para minimizar la pérdida de
agua, se genera un incremento en la transpiracion hasta un umbral de VPD dado,
generando una cascada de respuestas a nivel fisiologico que influyen negativamente en la
tasa fotosintética ocasionando una reduccion en el crecimiento (Grossiord et al., 2020).
Valores de VPD superiores a 1,3 Kpa se consideran criticos para algunas especies de soja

(Glycine max) (Sadok & Sinclair, 2009), para el caso del especies de sorgo (Sorghum)
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valores superiores a 1,6 Kpa (Gholipoor et al., 2010) y para batata (Ipomoea batatas)
valores superiores a 1,9 Kpa (Burbano-Erazo et al., 2020). El protocolo de endurecimiento
de material vegetal propuesto en esta investigaciébn en donde se utiliza ademas de un
sustrato adecuado se incorpora durante los primeros 8dds una camara humeda genera
unas condiciones que permiten mantener el DVP dentro de los rangos adecuados y que
las plantulas in vitro puedan adaptarse facilmente a las nuevas condiciones en condiciones

de invernadero.

En comparacion con otras estrategias de endurecimiento y aclimatacion de plantulas in
vitro de batata con la estrategia propuesta en esta investigacion se logré un porcentaje de
supervivencia del 92% y una altura de plantas promedio de 12,71 cm resultados que son
significativamente superiores a los reportados por Hang, et al (2016), quienes obtuvieron
en un sustrato con cascarilla de arroz y arena sin ningun tipo de cubierta un 77% de
supervivencia de plantulas in vitro de batata con una altura de 7,5cm. Igualmente con la
estrategia propuesta se logré superar a los resultados de un 84% de sobrevivencia de
plantulas in vitro de batata obtenidos por Beyene et al (2020) quienes utilizaron una
estrategia de endurecimiento con un sustrato compuesto de tierra, compost y arena (1: 1:
2) y las plantas se colocaron en macetas cubiertas con bolsas de plastico transparentes

por una semana.

El uso de la estrategia propuesta en esta investigaciéon permitio, ademas de obtener un
alto porcentaje de supervivencia, mejorar la tasa de multiplicacion de las plantulas de
batata en mas de un 40% respecto al control, parametros que son determinantes en el
proceso de endurecimiento de plantulas in vitro (Deb & Imchen, 2010), estos resultados
sugiere que la clave para la produccion de material vegetal de alta calidad esta en la
busqueda de sustratos con caracteristicas fisicoquimicas que favorezcan el
establecimiento de los materiales y proporcionar condiciones de aclimatacién que
reduzcan el estrés al que son sometidas las plantulas al cambiar de unas condiciones
controladas en laboratorio a condiciones ambientales que generalmente son mas severas.
Para el caso de batata el uso de un sustrato compuesto por turba, lombriabono y cascarilla
de arroz (3:1:1) e incorporar una camara humeda durante los primeros 8 dias de
crecimiento permitié endurecer con éxito plantulas in vitro y obtener material de alta calidad

en condiciones de invernado



3.Capitulo 3: Evaluaciéon del crecimiento
aéreo, produccion y viabilidad de mini-
raices tuberosas de batata en diferentes
sustratos para determinar condiciones de
produccién masiva de semilla elite en escala
de vivero.

3.1 Introduccidn

El método de multiplicacion de semilla para la siembra de batata se realiza generalmente
mediante propagacion vegetativa de esquejes, esta técnica permite la conservacion de
genotipos y el mantenimiento de colecciones de germoplasma es relativamente facil de
realizar y permite obtener plantas con las mismas caracteristicas de la planta madre debido
a que es un sistema clonal de reproduccién (Cachique et al., 2018; Wu, 2018). La
productividad obtenida para el cultivo de batata especificamente de la variedad Agrosavia
— Aurora que se propaga vegetativamente es de 20 ton/a, sin embargo, se ha reportado
casos en donde los rendimientos son inferiores como consecuencia de problemas

fitosanitarios del material de siembra (Ledn et al., 2021; Rosero et al., 2020).

Para que la practica de propagacion vegetativa de batata no se convierta en un obstaculo
para el cultivo, el uso y multiplicacién de plantas de alta calidad es determinante para la
obtencion de rendimientos adecuados (Cachique et al., 2018). Una de las técnicas mas
utilizadas para generar material de alta calidad es la micropropagacion in vitro, que permite
obtener plantas libres de patégenos en condiciones de laboratorio (Aguoru & Amuzie,
2009; Hammond et al., 2014; Jena & Samal, 2011). Posteriormente estas plantas son
sometidas a condiciones ex vitro mediante el endurecimiento a nivel de invernadero para

la obtencion de plantulas super élite (Deb & Imchen, 2010; Ziv, 1995).
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Las plantulas endurecidas se constituyen como materia prima para continuar con el
proceso de escalamiento en condiciones de vivero o campo para la produccion masiva de
semilla elite a bajo costo (Deb & Imchen, 2010; Ziv, 1995), permitiendo obtener dos tipos
de semilla elite, los esquejes como insumo para propagacion vegetativa pero también se
plantea la estrategia de produccion de mini-raices tuberosas que surge como una
necesidad a los problemas identificados en el transporte de semilla tipo esqueje como el
dafio mecanico, deshidratacién de los esquejes y bajo porcentaje de prendimiento (Rosero
et al., 2019).

Para la produccién de mini-raices tuberosas como semilla se requiere como primera
medida establecer un sustrato adecuado que genere una respuesta orientada a la
produccién de mini-raices tuberosas, los reportes indican que la produccion de mini-raices
tuberosas de batata se ve favorecida cuando se usa un sustrato de tipo arenosos o franco
arenoso, ya que proporciona una aireacion adecuada, facil penetracion de las raices, buen
anclaje y menor tension en el proceso de llenado (Nedunchezhiyan & Raya, 2010; Umaru
et al., 2021). Otro aspecto para considerar en la produccién de mini-raices tuberosas es
determinar la viabilidad y capacidad de las mini-raices tuberosas de generar brotes que
depende de factores como la composicién y edad de las mini-raices tuberosas (Saidi &
Hajibarat, 2021).

Con el objetivo de encontrar las mejores condiciones en el establecimiento de las plantulas
super elite en escala de vivero, para produccion de semilla elite tipo esqueje y raiz
tuberosa, en esta investigaciéon i) se evalué la respuesta en el desarrollo aéreo,
fotosintesis, distribucién de nutrientes y produccién de mini-raices tuberosas de batata en
diferentes tipos de sustrato. ii) se determiné la capacidad de generar brotes de las mini-
raices tuberosas obtenidas en diferentes fechas de cosecha a partir de las plantas
cultivadas en los diferentes tipos de sustrato. iii) se determiné el desarrollo aéreo y radicular
de plantulas super elite de batata trasplantadas con sustrato y a raiz desnuda en el sustrato
seleccionado. Los resultados obtenidos en esta investigacion hacen parte de los planes
operativos estandar que se estan desarrollando en la corporacion colombiana de

investigacion agropecuaria en el cultivo de la batata en Colombia.
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Material vegetal y localizacion del experimento

El material usado para el establecimiento del ensayo fue semilla de batata pulpa naranja
variedad Agrosavia — Aurora del banco de germoplasma del C.l Turipana de la Corporacion
Colombiana de investigacion agropecuaria (Agrosavia). El experimento fue establecido en
condiciones de vivero en el Centro de Investigacion Turipana con coordenadas 8.848045
N, -75.816028 W. Los experimentos se desarrollaron entre los meses de junio y septiembre
del afio 2019, periodo en el cual se realiz6é un monitoreo de parametros como precipitacion
(mm), humedad (%), brillo solar (horas sol) y temperatura (°C) mediante la estacion
climatica Vantage pro2 plus (Davis Instruments, Hayward CA). El registro de los datos
climaticos indic6é que durante el periodo de desarrollo de los experimentos se presentaron
temperaturas méaximas de 35+3°C y minimas de 25+3°C en todos los meses. La humedad
relativa maxima (95+3%) fue registrada en el horario de las 7:00 am y se presento la
minima humedad relativa (58+8%) alrededor de la 1:00pm. El brillo solar para este periodo
estuvo en el rango de 3 a 5 horas sol por dia los meses de junio y septiembrey de5a 7
horas de sol por dia en los meses de julio y agosto. La precipitacién mensual estuvo entre
132mm y 200mm registrandose la mayor precipitacion acumulada en el mes de agosto
(183mm) (Anexo C-C1).

3.2.2 Caracterizacion de sustratos y condiciones de crecimiento
de batata en condiciones de vivero

Se evaluaron mezclas de los sustratos, arena fina (A), lombriabono (L), turba Pindstrup
Plus® (T) y fibra de coco (FC). se realizé un disefio completamente aleatorizado con tres
tratamientos que corresponden a mezclas de sustrato asi, T1: arena, lombriabono y turba
(7:1:2), T2: arena, lombriabono fibra de coco (7:1:2) y T3: Arena. Para cada una de las
mezclas de sustratos se determind la curva de retencion de humedad (%p/v) mediante el
método de camara de succion en 5 puntos (0,1; 0,3; 1; 3 y 15 bares), densidad real (g/cc)
mediante el método del picndbmetro y un andlisis quimico de fertilidad con acreditacion
ONAC bajo la norma NTC ISO/IEC 17025 en los ensayos de: pH ( VC_R_004 version 03
de 2017-01-28), fosforo disponible Bray Il (VC_R_007 version 02 de 2017-09-22),

conductividad eléctrica en suelos (NTC 5596:2008), cationes cambiables en suelo calcio,
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magnesio, potasio y sodio disponibles (ID_R_072 versibn 5 de 2017-09-28),
micronutrientes en suelo por Olsen modificado Hierro, Manganeso, Cobre y Zinc (NTC
5526:2007). El analisis quimico de las mezclas de sustratos se realiz6 antes de la siembra

y después de la cosecha final.

El establecimiento de los tratamientos se realizé en eras con dimensiones de 1,4m de
largo, 1,2m de ancho y 0,20m de alto, en cada era se establecieron 143 plantas ubicadas
a una distancia de 0,1m. El area final de cada era fue de 1,68m? y una capacidad medida
en volumen de 0,34m3. Por tratamiento se realizaron tres repeticiones para un total de 9
eras establecidas en vivero. Se realizd una repeticion adicional para todo el ensayo. Tanto
la semilla como las mezclas de sustrato fueron desinfectaron con una mezcla de oxicloruro
de cobre al 58% (2 g.L!) y polaxamer yodado (Agrodyne® SL) (2 cc.L?). Durante los
primeros 8 dias de cultivo la luminosidad fue regulada con poli sombra hasta un nivel de
sombrio del 35%. En ausencia de lluvia, el riego se realizé de forma manual garantizando
por dia un volumen de agua de 4mm a 6mm diarios durante los primeros 45 dias después

de la siembra (dds). A partir de los 60dds el riego se suministré dos veces por semana.

3.2.3 Determinacion de la respuesta de variables de biomasa,
indices de crecimiento y produccion de mini-raices
tuberosas a lo largo del ciclo de cultivo de batata en
diferentes tipos de sustrato.

Se realizaron muestreos destructivos de 10 plantas por tratamiento a los 60, 68, 75, 82, 90
y 100 dds, y se evalu6 por planta parametros como altura (cm), numero de hojas, diametro
de tallo (mm), longitud radicular (cm), estimacion del area foliar (cm?) mediante andlisis de
imagenes con el software Image J (Schindelin et al., 2012). El peso seco fue obtenido por
secado a 60°C por 24-48 horas. Para determinar la acumulacién de biomasa se calculé la
fraccion de biomasa de hojas (FBH), fraccion de biomasa de tallos (FBT) y fraccion de
biomasa de raices (FBR). Los indices &rea foliar especifica (AFE), area foliar neta (AFN) y
relacion fuente vertedero (RFV) fueron calculados de acuerdo a reportes previos (Hunt,
2017; Hunt et al., 2002; T. Li et al., 2015; Pérez-Harguindeguy et al., 2016; Poorter et al.,
2012).
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Para las mini-raices tuberosas (MRT) se registraron los pardmetros numero, longitud (cm),
diametro (mm), peso fresco y seco (g) y se realizdé un andlisis bromatol6gico a las MRT
cosechadas a tiempo final (100dds) en donde se determind, materia seca mediante el
método ISO 6496 de 2016-NTC4888 de 2000, cenizas mediante la metodologia AOAC
942.05 de 2016, extracto etéreo AOAC 2003.06 de 2016, proteina AOAC 960.52 de 2016
y fibra cruda 1SO 6865 de 2017-NTC 5122 de 2002. Las unidades de los parametros son
0.100g™.

3.2.4 Determinacion de variables fotosintéticas y distribucion de
nutrientes en plantas de batata cultivadas en diferentes tipos
de sustrato a nivel de vivero.

Con el fin de evaluar la respuesta de las plantas de batata a diferentes sustratos

considerando parametros fisiolégicos como la fotosintesis y nutrientes ademas de la

biomasa y produccién de mini-raices tuberosas, en las parcelas experimentales se
registraron medidas fotosintéticas y analisis de nutrientes en hojas, tallo y raices en tres

fechas del ciclo de cultivo a los 60, 75 y 90 dds.

Las medidas fotosintéticas se realizaron mediante un sistema de intercambio de gases
marca LiCor modelo Li-6400 (LiCor, Lincoln, NE), se seleccion6é una hoja joven pero
fotosintéticamente activa, ubicada en el tercio medio de la guia de 3 plantas localizadas en
el surco central de cada parcela. Para las mediciones se establecié una radicaciéon
fotosintéticamente activa (PAR) de 1200 umol de fotones m=2. s y las concentraciones de
CO; inyectadas al equipo fue de 380 pmol CO, mol™. Los parametros medidos fueron tasa
fotosintética (Pn) (umol CO, m? s?), conductancia estomatica (gs) (mol H.O m? s?),
concentracion de CO: intracelular (Ci) (umol CO? mol?), tasa de transpiracion (RT)
(mmolH20m=2s?), déficit de presion de vapor (VPD) (kPa), temperatura interna de la hoja
(Ti) (°C). Se calculé la eficiencia en el uso del agua (WUE) mediante la relacion entre la
tasa fotosintética y tasa de transpiracion (Pn/RT). La eficiencia de carboxilacién (ECI) se
calcul6 mediante la relacién de la tasa fotosintética y la concentracion intracelular de CO-
(Pn/Ci) (Burbano-Erazo et al., 2020).

Para el analisis de nutrientes se determinaron los contenidos de nitrégeno (%) mediante la

metodologia EPA 351,3 modificado, los nutrientes fosforo (%), potasio (%), calcio (%),
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magnesio (%), sodio (%), azufre (%), hierro (mg*kg™), cobre (mg*kg?), manganeso (mg*kg-
1, zinc (mg*kg™) fueron determinados mediante digestion cerrada Nitrico: peréxido (5:1:2)
/Espectrometria de emision de plasma inductivamente acoplado. Para la determinacion de

boro (mg*kg?) se realiz6 mediante la norma NTC 5404 modificado.

3.2.1 Determinacién de la capacidad de brotacién de mini-raices
tuberosas de diferentes edades de cosecha y cultivadas en
diferentes tipos de sustratos

Las mini-raices tuberosas obtenidas a los 68, 75, 82 y 90 DDS de 10 plantas de cada
sustrato (T1, T2 y T3) fueron caracterizadas con los parametros de peso (g), longitud (cm)
y diametro (mm) y fueron sembradas en eras compuestas por un sustrato con 70% Arena
y 30% aluvién. Se sembraron en un rango de 3-5cm de profundidad y se ubicaron en forma
horizontal y fueron cubiertas con sustrato. El riego se realiz6 manualmente cada dos dias
garantizando un suministro de agua diario de 4mm a 6mm durante 20 dias, posteriormente
el riego se realizé dos veces por semana. Se realizé un monitoreo de produccion de brotes

para cada raiz tuberosa a los 20, 30 y 40 dds y se registré el nUmero de brotes a los 40dds.

3.2.2 Establecimiento de plantulas super élite de batata en eras
para la produccién de semilla élite tipo mini-raices
tuberosas

El material vegetal proviene de plantulas in vitro producidas en medio de cultivo Murashige

Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) suplementado con mioinositol (100mg.L?) y

tiamina (1mg.L?) (Abu Zeid et al., 2021). en condiciones de laboratorio las cuales fueron

endurecidas en bandejas de germinacién en un sustrato compuesto por turba, lombriabono

y cascarilla de arroz en proporciones 3:1:1 en condiciones de invernadero generando

despues de cuatro semanas de cultivo, semilla super élite de batata. Para el escalamiento

a nivel de vivero se realiz6 evaluacion de tipo de tipo de semilla super élite en donde se

evalu6 dos tipos de plantulas, plantulas con sustrato (P1) y plantulas a raiz desnuda (P2).

El establecimiento de los tratamientos se realizé en eras con dimensiones de en eras de

1m de ancho por 2m de largo y 0,20m de alto, en cada era se establecieron 200 plantas
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ubicadas a una distancia de 0,1m. El area final de cada era fue de 2m? y una capacidad
medida en volumen de 0,4m?3. Por tratamiento se realizaron tres repeticiones para un total
de 6 eras establecidas en vivero. Tanto la semilla como las mezclas de sustrato fueron
desinfectaron con una mezcla de oxicloruro de cobre al 58% (2 g.L™?) y polaxamer yodado
(Agrodyne® SL) (2 cc.L?). Durante los primeros 8 dias de cultivo la luminosidad fue
regulada con poli sombra hasta un nivel de sombrio del 35%. En ausencia de lluvia, el
riego se realiz6 de forma manual garantizando por dia un volumen de agua de 4mm a 6mm
diarios durante los primeros 45 dias después de la siembra (dds). A partir de los 60dds el

riego se suministré dos veces por semana.

El registro de datos se realiz6 a los 82 dds tiempo que fue determinado como el ideal para
obtencion de mini-raices tuberosas con capacidad de brotacion. Se registraron datos por
planta determinando altura (cm), nimero de hojas, didmetro de tallo (mm), longitud de
raices (cm), peso seco hojas, tallo y raices (g), area foliar (cm?) y para las mini-raices
tuberosas se registré el numero, diametro (mm), longitud (cm) y peso (g). Se calculé los
indices de area foliar especifica (AFE) (cm2.g') y area foliar neta (AFN) (cm2.g?) (Pérez-
Pazos et al., 2021). Se registraron datos de produccion total para 120 plantas en donde se

determiné nimero y peso de mini-raices tuberosas (g).

3.2.3 Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias de las propiedades quimicas de los sustratos se realizé un
andlisis de varianza de una via para cada una de las variables determinadas y para
diferenciacioén entre medias se utilizo la prueba de diferencia honestamente significativa
(HSD) de Tukey con un 95% de confiabilidad. Para determinar diferencias en las variables
de biomasa, indices de crecimiento y producciéon de mini-raices tuberosas se realizaron
analisis de varianza de una via para cada fecha del ciclo de cultivo evaluada y para
diferenciacion entre medias se utilizé la prueba de diferencia honestamente significativa
(HSD) de Tukey con un 95% de confiabilidad.

Para determinar la respuesta de variables fotosintéticas y distribucién de nutrientes, en
plantas de batata en tres periodos del ciclo de cultivo (60, 75 y 90 dds) se realiz6

inicialmente una depuracion de variables representativas mediante un analisis de
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componentes principales en donde se determind el valor al cuadrado del coseno (cos2) y
el porcentaje de contribucion de las variables para los dos primeros componentes ademas
de la tabla de correlaciones entre variables. Las variables seleccionadas fueron las que
presentaron los mayores valores de cos2, los mayores porcentajes de contribucién de la
variable para los dos primeros componentes y/o correlaciones con valores absolutos
superiores a 0,80 con al menos otra variable. Con las variables seleccionadas para cada
periodo del ciclo de cultivo (60, 75 y 90 dds) se realizé un grafico de componentes
principales en donde los datos fueron agrupados teniendo en cuenta los tratamientos

evaluados.

Con los datos de caracterizacion de mini-raices tuberosas y la determinacion del nimero
de brotes se realiz6 un analisis de componentes principales teniendo en las edades de las
mini-raices tuberosas y los sustratos donde fueron cosechadas. Se realiz6 un grafico de
componentes principales y la tabla de correlacion entre variables. Con los datos de mini-
raices tuberosas procedentes del sustrato T2 se realizé un andlisis de varianza para las
variables numero de brotes, diametro y peso de mini-raices tuberosas con edades de 68,
75 y 82 dds, para diferenciaciéon entre medias se utilizo la prueba de diferencia
honestamente significativa (HSD) de Tukey con un 95% de confiabilidad.

Para determinar la respuesta de dos tipos de plantulas super elite en variables de
crecimiento, biomasa y produccion de mini-raices tuberosas se realiz6 un andlisis de
componentes principales en donde se gener6 un grafico de componentes principales y la
tabla de correlaciones entre variables. Para determinar la diferencia en parametros de
producciéon de mini-raices tuberosas entre tipo de plantula super élite se realizd un analisis
de varianza y para diferenciaciébn entre medias se utiliz6 la prueba de diferencia

honestamente significativa (HSD) de Tukey con un 95% de confiabilidad.

El software utilizado para el analisis estadistico se uso el software R (RTeam, 2020). Para
los analisis de varianza se utilizd el paquete “onewaytest” (Dag et al., 2018) y para la
prueba post hoc de Tukey se uso el paquete “TukeyC”. El andlisis de componentes
principales se realizé con la funcion “princomp” (Venables & Ripley, 2002), la tabla de
correlaciones se generé mediante la funcién “cor”, la contribucién de variables se realizé

con la funcion “fviz_contrib”, los graficos del cuadrado del coseno mediante la funcién
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“fviz_pca_var”, el grafico de componentes principales se gener6 usando la funcién
“fviz_pca_biplot” y el grafico de correlaciones se realiz6 usando el paquete “corrplot”
(Taiyun & Viliam, 2021).

3.3 Resultados

3.3.1 Caracterizacion fisicoquimica de sustratos.

Los resultados de la composicion quimica de las mezclas de sustratos indica que la mezcla
T1 (arena: lombriabono: turba 7:1:2) presenta valores de S, Mn y Zn disponibles,
superiores a los otros sustratos evaluados (Tabla 3-1). Se observa que la mezcla T2
(arena: lombriabono: fibra de coco 7:1:2) presenta una capacidad de intercambio catidnico,
contenidos de Mg, Ky P mayores a los reportados para los otros sustratos. El sustrato de

arena presentd valores bajos para todos los parametros determinados (Tabla 3-1).

Tabla 3-1: Parametros quimicos determinados en diferentes tipos de sustratos para el

cultivo de batata. A: arena, LA: Lombriabono, T: turba, FC: fibra de coco.

T1 T2 T3
Parametro Unidades ALA: T A:LA:SC Arena
7:1:2 7:1:2
pH 6,39 b 6,61 b 6,95 a
Conductividad dS/m 301la 2,68 a 0,16 b
Materia Organica g/100g 2,03 a 1,81la 0,15b
Calcio disponible cmol (+).kg-1 5,97 a 5,20 a 2,01b
Capacidad Intercambio catiénico cmol (+).kg-1 751b 10,31 a 2,90c
Magnesio disponible cmol (+).kg-1 2,00 a 2,88 a 0,74 b
Potasio disponible cmol (+).kg-1 0,75 ab 1,35a 0,08 b
Sodio disponible cmol (+).kg-1 1,06 a 1,20 a 0,13 b
Azufre disponible mg/kg 68,91 a 47,55 Db 3,43 c
Boro disponible mg/kg 0,48 a 0,46 a 0,11 b
Cobre disponible mg/kg 1,04 a 1,03 a 0,99 a
Fosforo disponible mg/kg 106,76 b 133,93 a 3,86 ¢C
Hierro disponible mg/kg 44,13 a 41,13 a 10,13 b
Manganeso disponible mg/kg 4,50 a 3,19b 1,20 c
Zinc disponible mg/kg 4,52 a 2,60 ab 0,99b
Saturacion Calcio % 61,19 a 49,52 b 67,89 a
Saturacion Magnesio % 20,41 ab 26,79 a 2496 b
Saturacion Potasio % 7,65b 12,41 a 2,72c
Saturacion Sodio % 10,75 a 11,28 a 4,42 b
Relacion Ca/Mg 3,00 a 1,88b 2,73 a
Relacién (Ca/Mg) /K 4,06 b 1,62 b 34,10 a
Relacion Mg/K 2,68 b 2,18 b 9,25 a

Relacién Ca/B 12,81 a 11,90 a [20,62 a
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Se determind la densidad real de las mezclas de sustratos y no se presentaron diferencias
registrandose una densidad de 2,59 g.cm= mientras que en la arena se reporté una
densidad de 2,63 g.cm™. En relacién con las curvas de retencion de humedad se encontré
gue la mezcla de sustratos T1 presentd, respecto a los otros sustratos evaluados, la mayor
capacidad de retencion de humedad con una capacidad de campo (CC) del 20% p/v y un
punto de marchitez permanente (PMP) del 15% p/v. La mezcla de sustratos T2 presenté
una CC del 16% y PMP del 11%. La arena es el sustrato con los valores mas bajos de
retencién de humedad con una CC de 6% y PMP del 3% (Anexo C-C2).

3.3.2 Determinacion de la respuesta de variables de biomasa,
indices de crecimiento y produccion de mini-raices
tuberosas a lo largo del ciclo de cultivo de batata en
diferentes tipos de sustrato.

Los resultados de peso seco total indican que a lo largo del ciclo de cultivo las plantas
cultivadas en arena (T3) presentan los valores mas bajos en referencia a las mezclas de
sustrato (Figura 3-1a). Se observo que los 100dds diferencias significativas en el peso seco
total entre las mezclas de sustrato alcanzando los mayores valores en el T2 (arena:
lombriabono: fibra de coco) (Figura 3-1a). En relacién con el area foliar las plantas
cultivadas en el sustrato de arena (T3) presentaron un area foliar significativamente inferior
alos 60, 75y 100 dds en comparacion con las mezclas de sustratos. Para las mezclas T1
(arena: lombriabono: turba) y T2 el &rea foliar no presentaron diferencias estadisticamente
significativas a lo largo del ciclo de cultivo. Se observé que el mayor desarrollo del area
foliar se presenta a los 60 dds y las plantas cultivadas en la mezcla T2 presentaron valores
superiores (Figura 3-1b). A partir de los 75dds el area foliar se mantuvo constante en todos

los sustratos evaluados (Figura 3-1b).

Figura 3-1:  Produccion de biomasa e indices de crecimiento de plantas de batata a lo
largo del ciclo de cultivo establecidas en diferentes tipos de sustrato en condiciones de
vivero. (a). Peso seco total (g). (b). Area foliar (cm?). (c). Fraccion biomasa hoja-tallo. (d).

Fraccion biomasa raiz. (e). Area foliar especifica (cm?). (f). Area foliar neta (cm?).
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T1: arena: lombriabono: turba (7:1:2). T2: arena: lombriabono: fibra de coco (7:1:2). T3:

Arena. dds: dias después de la siembra. Las barras de error indican la desviacién estandar.

Fuente: Esta investigacion.

La distribucion de biomasa de las plantas cultivadas en los diferentes sustratos presentd a

lo largo del ciclo de cultivo una tendencia decreciente en la fraccion de hojas y tallo (Figura

3-1c) y ascendente en la fraccidén de raices (Figura 3-1d). Se observo que a los 60 y 68

dds no se presentaron diferencias significativas en la distribucion de biomasa en las plantas

cultivadas en diferentes sustratos.

A partir de los 75dds se observaron diferencias significativas en la distribucién de biomasa

de las plantas cultivadas en el sustrato de arena (T3) en donde se observd una mayor
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distribucion de biomasa en la fraccion hojas-tallo, mientras que se observé una menor
acumulacion de biomasa en la fraccion de raices. Para el caso de las mezclas de sustratos
se observd diferencias significativas en la distribuciéon de biomasa a los 100dds en donde
se observo que la mezcla T1, present6é una mayor acumulacién de biomasa en la fraccién
hojas-tallo (Figura 3-1c), mientras que la acumulacién de biomasa en la fraccion raiz fue

mayor en la mezcla T2 (Figura 3-1d).

El area foliar especifica (AFE) de las plantulas no present6 diferencias significativas entre
los diferentes sustratos evaluados a lo largo del tiempo (Figura 3-1e). Se observd que el
AFE promedio tuvo un comportamiento creciente desde los 60 dds hasta los 82 dds en T2
y T3 y hasta los 75 dds en T1, posterior al punto de maxima AFE se presentd una
disminucion en este indice. Los resultados obtenidos para el &rea foliar neta (AFN) indican
gue este indice tuvo una tendencia decreciente a lo largo del tiempo (Figura 3-1f). No se
presentaron diferencias significativas en el AFN entre los sustratos durante los primeros
75 dds, se observo una disminucioén significativa en el AFN a los 82 dds en los sustratos
T1ly T2 respecto al T3.

Se observo a lo largo del ciclo de cultivo que en el sustrato compuesto por arena (T3) el
desarrollo de mini-raices tuberosas fue significativamente menor que el observado en las
plantulas cultivadas en las mezclas de sustrato evaluadas T1 (arena: lombriabono: turba)

y T2(arena: lombriabono: fibra de coco) (Figura 3-2).

Los resultados de produccién de mini-raices tuberosas (MRT) para los parametros nimero
por planta (Figura 3-3a), diametro de RT (Figura 3-3b) y peso de RT (Figura 3-3c) indicaron
gue a los 60 dds no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los
sustratos evaluados. Se observo para estos parametros que las plantas cultivadas en el
tratamiento de arena T3, presentaron a lo largo del ciclo de cultivo la menor produccién por
planta, en comparacion con las plantas cultivadas en T1 y T2. A partir de los 68dd, no se
observo diferencias significativas entre T1 y T2 en el nimero por planta, diametro y peso
de MRT, sin embargo a partir de los 90 dds se observ6 un incremento del 4% en el diametro
(Figura 3-3b) y un 9% en el peso (Figura 3-3c) en las MRT de las plantas cultivadas en T2

respecto a T1.



Capitulo 3 63

Figura 3-2:  Registro fotografico de la produccién de mini-raices tuberosas a lo largo del
ciclo de cultivo en plantas de batata cultivadas en diferentes tipos de sustrato.

Sustrato
T1 T2 T3
Arena 70% Arena 70%
- 0,
Lombriabono 10% Lombriabono 10% Arena 100%
Tl}r_ba 20% Fibra de coco 20%

dds

90

10 cm

Fuente: Esta investigacion.

En relacion con la longitud de MRT se obtuvo que a los 60dds las plantulas cultivadas en
T3 presentaron un mayor desarrollo estadisticamente significativo de la raiz de un 20% en
comparacion con la mezcla de sustratos (Figura 3-3d). A partir de los 68dds la longitud de
las MRT oscilo entre los 13 y 17cm alcanzando los valores mas altos en las plantas
cultivadas en arena (T3) y los valores mas bajos en las plantas cultivadas en arena:
lombriabono: turba (T1) (Figura 3-3d).

Figura 3-3:  Produccion de mini-raices tuberosas obtenidas a partir de plantas de batata

establecidas en vivero bajo diferentes tipos de sustrato a lo largo del ciclo de cultivo. a.
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Numero de mini-raices tuberosas por planta. b. Diametro de mini-raices tuberosas (mm).
c. Peso de mini-raices tuberosas (g). d. Longitud de mini-raices tuberosas (cm). dds: dias

después de la siembra.
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T1: arena: lombriabono: turba (7:1:2). T2: arena: lombriabono: fibra de coco (7:1:2). T3:

arena. Las barras de error indican la desviacion estandar. Fuente: Esta investigacion.

Los resultados obtenidos a partir del analisis bromatoldgico de las RT de plantas de batata
cosechadas a los 100dds indican que entre los sustratos evaluados no hay diferencias
estadisticamente significativas en los parametros de materia seca, cenizas, extracto
etéreo, proteina y fibra cruda (Anexo C-C3). Esto indica que los sustratos no generan

efectos sobre la calidad de las mini-raices tuberosas en términos bromatoldgicos.

3.3.3 Determinacion de variables fotosintéticas y distribucién de
nutrientes en plantas de batata cultivadas en diferentes tipos
de sustrato a nivel de vivero.
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Para determinar la respuesta a variables de fotosintesis y distribucién de nutrientes se
seleccionaron tres épocas del ciclo de cultivo 60, 75 y 90dds (Anexo C-C4). A partir del
andlisis de componentes principales para cada variable se obtuvo el valor al cuadrado del
coseno (cos2) y el porcentaje de contribucién de las variables para los dos primeros
componentes (Anexo C-C5) y las correlaciones entre variables (Anexo C-C6) datos con los
cuales se realizé una depuracion de variables seleccionando las que presentan los
mayores valores de cos2 y los mayores porcentajes de contribucion de la variable para los
dos primeros componentes y/o correlaciones con valores absolutos superiores a 0,80 con
al menos otra variable. En la depuracion de variables de las 56 evaluadas, para los 60dds
se seleccionaron un total de 15 variables (Tabla 3-2), 18 variables fueron priorizadas para
los 75dds (Tabla 3-3) y para los 90 dds un total de 20 variables (Tabla 3-4). Con las
variables seleccionadas se realizé un analisis de componentes principales y como factor
de clasificacion se determind los sustratos evaluados esto con el fin de identificar el
comportamiento de las variables para cada periodo del ciclo de cultivo evaluado (60, 75y
90dds).

Tabla 3-2: Descripcion de porcentajes de contribucion, cuadrado del coseno y
correlaciones generadas en el andlisis de componentes principales de las variables

seleccionadas para analisis de los datos obtenidos a los 60dds en plantas de batata.

Porcentajes de Cuadrado del

Variable contribucién coseno (cos2) Correlaciones
seleccionada
CP1 CP2 CP1 CP2 0,80al -1a-0,80
CaTL - MgTL -
NaTL - CuTL -
FHJ 4,06 0,16 0,853 0,021 SHJ - FeRZ NaRZ - ALT - ARFO
- PSHJ - PSTL
NHJ - NaHJ -
NTL 3,93 0,75 0,827 0,101 CuHJ - NRT
ALT - HJ - PSTL
ARFO 3,84 0,11 0,807 0,015 — CuTL- PSHJ FHJ - SRZ - STL
CaTL 3,36 0,28 0,706 0,038 NaRZ
NaTL 3,24 1,74 0,681 0,237 MgTL
LORT 322 006 0677 0008 - STL-SRZ
PSRz 2,3 0,65 0,485 0,089 DIRT - PERT SRz
ZnHJ 21 306 0442 0416 eTL-MnTL-
FeHJ
KRZ 0,08 6,38 0,016 0,867 MnHJ - KTL
Pn 0,01 5,56 0,002 0,756 BHJ BTL

KHJ 1,03 5,05 0,215 0,687 CaRZ - ZnRz
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VPD 0,35 4,69 0,074 0,638 Ti gs - Ci
RT 0,18 4,06 0,038 0,552 gs - Ci Ti - WUE
BTL 1,36 2,23 0,285 0,303 BHJ
WUE 0,51 1,86 0,107 0,253 gs-Ci-RT
Tabla 3-3: Descripcion de porcentajes de contribucion, cuadrado del coseno y

correlaciones generadas en el analisis de componentes principales de las variables

seleccionadas para analisis de los datos obtenidos a los 75dds en plantas de batata.

Porcentajes

Variable de Cuadrado del
seleccionada contribucién  coseno (cos2) Correlaciones
CP1 CP2 CP1 CP2 > 0,80 > -0,80
CaTL - NRZ - ARFO
PSTL 4,64 0,04 0,768 0,005 _PSHJ - HJ
NRT 4,51 0,85 0,746 0,089 ZnHJ - MgTL - NaTL
MnTL 4,49 0,14 0,744 0,014 LOMI CaHJ - CaTL - CaRz
PSRZ 441 001 073 opor O ETECALTS
CaRz 3,31 0,15 0,548 0,016 KTL - NaRZ MnTL
KRZ 3 3,02 0,498 0,318 GRTL FeRZ
FeRZ 2,52 2,44 0,417 0,257 MnHJ KRZ - GRTL
BRZ 1,79 0,06 0,298 0,007 MnRZ-BTL-SRZ
STL 0,64 7,3 0,105 0,769 FeTL - ZnTL GRTL
SHJ 0,13 6,78 0,023 0,714
ZnRZ 0,01 5,31 0,001 0,559
ECI 0,17 5,02 0,028 0,529 Pn
FTL 2,34 3,75 0,388 0,395 FHJ
LNRZ 0,75 3,58 0,124 0,377 MgRZ
gs 0,08 35 0,014 0,368 RT
CuTL 1,92 341 0,319 0,359 CuHJ
FeHJ 1,75 1,87 0,289 0,197 LOMI
DIRT 0,73 1,82 0,121 0,192 PEMI
Tabla 3-4: Descripcion de porcentajes de contribucion, cuadrado del coseno y

correlaciones generadas en el analisis de componentes principales de las variables

seleccionadas para analisis de los datos obtenidos a los 90dds en plantas de batata.

Porcentajes

Variable de Cuadrado del
seleccionada _contribucién coseno (cos?2) Correlaciones
CP1 CP2 CP1 CP2 > 0,80 >-0,80
BTL - KRZ -
FTL 4,51 0,21 0,819 0,019 FHJ - STL CaR7 - BRZ
BHJ - BTL - CaRZ -
KRZ 4,46 0,03 0,809 0,003 CURY - BRZ FTL
ZnHJ - NaTL - MgRZ -
PSTL 4,35 0,18 0,79 0,018 ZARZ - ALT - PSHJ
NaRZ 3,34 1,44 0,66 0,139

NRZ 3,25 0,04 0,59 0,004
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CaHJ 2,67 0,01 0,486 0,001 CuRz

PSRZ 2,63 2,03 0,477 0,196 NMIN - DIMI - PEMI

NHJ 2,45 1,92 0,445 0,185 CuHJ - CuTL
ARFO 2,15 0,01 0,389 0,001 HJ PSHJ

GRTL 1,98 0,03 0,359 0,003 PEMI - PSHJ

Ci 0,01 8,18 0,001 0,79 gs-RT VPD - WUE - ECI

WUE 0,07 8,17 0,012 0,789 CuHJ - ECI Ci-gs-RT
MnTL 0,1 4,55 0,019 0,439

VPD 0,14 4,15 0,025 0,4 ECI Ci
MgHJ 0,02 4,11 0,003 0,397

MnHJ 0,53 3,81 0,097 0,368

CaTL 1,49 2,36 0,272 0,228 ALT

FeTL 0,66 2,25 0,119 0,217

MnRZ 1,65 2,21 0,3 0,213 FeRZ

KTL 1,58 2,01 0,288 0,194

Se observé que para cada periodo del ciclo de cultivo evaluado los datos de las plantas
cultivadas en T3 (arena), se agrupan de manera independiente hacia el lado izquierdo del
grafico de componentes principales, mientras que el grupo de datos obtenidos en las
plantas cultivadas en T1y T2 se ubican hacia el lado derecho y convergen en algin punto
para todos los periodos evaluados (Figura 3-4).

A los 60dds se puede observar que los datos obtenidos para T3 forman un grupo
independiente que solamente se asocia a la variable longitud de raiz tuberosa (LORT) y a
nivel de nutrientes se asocia a FHJ (Figura 3-4a) y respecto al total de parametros
evaluados (Tabla 3-2) se correlacionan con el nutriente Sy F en toda la planta y el Fe en
raices. Los datos de plantas que se cultivaron en T1y T2 se agrupan hacia el lado derecho
de la grafica observandose una mayor dispersién de datos en T1. Las variables de
crecimiento asociadas corresponden a ARFO y PSRZ (Figura 3-4a) que teniendo en
cuenta las correlaciones con el grupo total de variables, ARFO se correlaciona con altura,
numero de hojas, peso seco hojas y tallo, mientras que, la variable PSRZ presenta
correlacion con didmetro y peso de mini-raices tuberosas (Tabla 3-2). Respecto a las
variables fotosintéticas se destaca la WUE que al ser comparada con el conjunto completo
de variables se correlaciona inversamente con la conductancia estomatica (gs), tasa de
transpiracion (RT) y CO2 interno (Ci) (Tabla 3-2).

Para el caso de los nutrientes teniendo en cuenta las correlaciones con el total de las
variables (Tabla 3-2) se encontré que a los 60dds en las plantas de batata cultivadas en

T1ly T2 el Ny el Na se presentan en toda la planta, a nivel de hojas y tallo se encontré Cu
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y Fe, el Zn se encuentra en hoja y raiz y el Ca en tallo y raiz, se encuentra K en hojas y
Mgy B en tallo.

El analisis de componentes principales a los 75dds indica que los datos de las plantulas
cultivadas en arena (T3) considerando las variables seleccionadas (Figura 3-4b) y las
correlaciones con el grupo total de variables (Tabla 3-3) se encontré que el Mn esta
presente en toda la planta, el F a nivel de hojas y tallo, el B en tallo y raiz y Fe en raices.

Las observaciones de plantas cultivadas en T2 estuvieron representados por las variables
de peso seco de tallo y raiz (PSTL - PSRZ), longitud de raices (LNRZ), nimero y diametro
de mini-raices tuberosas (NRT - DIRT) (Figura 3-4b). Considerando las correlaciones de
estas variables con el grupo total de variables (Tabla 3-3), encontramos que el PSTL se
correlaciona con area foliar (ARFO), peso seco hojas (PSH), numero de hojas (HJ) y para
la variable PSRZ se correlaciona con la altura (ALT) y peso de mini-raices tuberosas
(PERT), de esta manera se ven representadas todas las variables de crecimiento y
produccion de mini-raices tuberosas. Para el caso de los nutrientes en T2 considerando
las correlaciones con todas las variables (Tabla 3-3) se encontré la presencia de N en
hojas, tallo y raices, a nivel de tallo y raices se encontraron K, Ca, Mgy Na, para el Zn solo

se encontré en hojas.

Los datos de las plantas cultivadas en T1 presentaron una mayor dispersion y se
encontraron adicional a los nutrientes presentes en T2, presencia de Fe en hoja (FeHJ) y
Cu en tallo (CuTL) (Figura 3-4b). Para variables fotosintéticas se encontraron la
conductancia estomatica (gs) y eficiencia de carboxilacion (ECI), las cuales se

correlacionan con tasa de transpiraciéon (RT) y fotosintesis (Pn) (Tabla 3-3).

Figura 3-4: Grafico de componentes principales entre variables seleccionadas de
crecimiento, biomasa, produccion de mini-raices tuberosas, fotosintesis y contenido
nutricional en batata registradas en diferentes periodos del ciclo de cultivo. a. 60 dias
después de la siembra (dds). b. 75 dds. c. 90 dds. d. Descripcidn de variables. Los grupos

(TTO) corresponden diferentes tipos de sustratos
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Analisis de Componentes Principales a los 60DDS

a. b.

Analisis de Componentes Principales a los 750DS
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CaRZ  Caldo enraiz NaH]  Sodio enhoja
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CuHI  Cobre enhoja NHI  Nitrogeno enhoja
CuRZ Cobre enraiz NRT  Numero mini-raices tuberosas
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KTL  Potasio entallo ZnH]  Zinc enhoja
INRZ Longtud deraiz ZnRZ  Zinc enraiz
27 H LORT Longtud mini-raices tuberosas ZInTL  Zincentallo

PC1 (35,6%)

T1: arena: lombriabono: turba (7:1:2). T2: arena: lombriabono: fibra de coco (7:1:2). T3:

arena. Fuente: Esta investigacion.

Los resultados obtenidos para los 90dds indican que los datos de las plantas cultivadas en
T1ly T2 estan representados por un grupo de variables en comdn que son peso seco de
tallo y raiz (PSTL - PSRZ), grosor de tallo (GRTL) y area foliar (ARFO) (Figura 3-4c), estas
variables en la correlacion con el grupo total de variables representan al nimero de hojas
(NHJ), peso seco de hojas (PSHJ), altura (ALT) y nimero (NRT), diametro (DIRT) y peso
(PERT) de mini-raices tuberosas (Tabla 3-4), estos resultados indican que a los 90dds se

obtiene un desarrollo completo de las plantas de batata. Para T2 se observaron las
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variables fotosintéticas como déficit de presion de vapor (VPD) y eficiencia en el uso del
agua (WUE) (Figura 3-4c). Para determinar la distribucion de los nutrientes en la planta
para cada tratamiento evaluado, considerando las correlaciones de las variables
seleccionadas con el conjunto total de variables (Tabla 3-4) se pudo determinar que, para
T1lel Ca, Cuy B se encuentran en toda la planta, son encontrados en hojas y raices el Mn,
N y Zn, en tallos y raiz se presentaron el K, Na y Fe mientras que el Magnesio solo se
encontrd en raices. Los nutrientes de las plantas cultivadas en T2 se distribuyen en toda
la planta el Cu y B, en hojas y raices se encuentra el Mg, Ca, N y Zn, en tallos y raices
estdn Na y K, en hoja y tallo se presenta Mn y solamente en tallo se encontré el Fe. En los
90dds el T3, aunque no se asocia a ninguna variable, se encuentra cerca de FTL y al
ubicarse en el extremo opuesto al conjunto de variables, esto significa que bajo estas

condiciones esas variables no se ven representadas ni favorecidas.

3.3.4 Determinacion de la capacidad de brotacion de mini-raices
tuberosas de diferentes edades de cosecha y cultivadas en
diferentes tipos de sustratos

Los monitoreos realizados a la siembra de mini-raices tuberosas (Figura 3-5a) indicé que
a partir de los 30dds se observa el desarrollo de pequefios propagulos o brotes (Figura 3-
5b) y que a partir de los 40dds estos brotes se encuentran bien definidos (Figura 3-5c).

El andlisis de componentes principales realizado para definir la relacién entre variables
como peso, diametro y longitud de mini-raices tuberosas (MRT) con la produccion de
brotes permitié6 observar que existe una correlacion superior al 80% entre las variables
peso y diametro, mientras que, respecto al nimero de brotes hay una baja correlacion
(<45%) y es de tipo inversa (Figura 3-6a) esto significa que un incremento en las variables
pesoy diametro de MRT puede levemente afectar de forma negativa el desarrollo de brotes
de estas. Se observé que la longitud de la raiz es una variable que no presento correlacion

con la produccion de brotes (Figura 3-6a).

Figura 3-5:  Brotacion de mini-raices tuberosas. a. Siembra de mini-raices tuberosas.
b. Brotes generados a los 30 dias después de la siembra (dds). c. Brotes generados a los
40dds.
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Fuente: Esta investigacion.

Los datos de edad de MRT de batata se agruparon teniendo en cuenta los tres tipos de
sustrato donde fueron cosechadas. Las MRT producidas en T3 (arena)
independientemente de la edad, forman un grupo que no se asocia con ninguna variable
evaluada lo que indica que bajo estas condiciones no se favorece el peso, diametro,
longitud y desarrollo de brotes en las MRT (Figura 3-6b). Para el T1 (arena: lombriabono y
turba) y T2 (arena, lombriabono y fibra de coco) las MRT de 90dds se asociaron con las
variables peso y didmetro, esto indica que bajo estas condiciones las MRT presentan un
mayor peso y diametro y una menor produccion de brotes (Figura 3-6b). Los datos de MRT
de 68, 75y 82 dds obtenidas del T2 se agruparon hacia la variable brotes, indicando que
principalmente estas condiciones favorecen la produccion de brotes. Para los datos de T1
se observo que las MRT de 68 y 75dd se agrupan hacia la variable brotes, mientras que
las MRT de 82dds se ubican cerca a la variable peso (Figura 3-6b).
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Figura 3-6: Analisis de componentes principales entre variables de mini-raices
tuberosas (MRT). a. Grafico de componentes principales. b. Tabla de correlaciones y

descripcion de variables. Los grupos corresponden a los tratamientos de origen de las RT
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PESO Peso raices mberosas
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PC1 (62,1%)

T1: arena: lombriabono: turba (7:1:2). T2: arena: lombriabono: fibra de coco (7:1:2). T3:
arena. Los nimeros que acompafan a los tratamientos corresponden a la edad de las RT,
62, 75, 82 y 90 dds. Fuente: Esta investigacion.

Para determinar las caracteristicas de MRT ideales como material para produccion de
brotes y considerando que las MRT con edades de 68, 75 y 82 dds obtenidas a partir del
T2 (arena: lombriabono: fibra de coco (7:1:2)), se asociaron con la variable brotes, se
realiz6 una comparacién en los parametros de peso y didmetro de estas MRT (Figura 3-
7). Se observo que a partir de raices de 75dds, se observan diferencias estadisticamente
significativas en la produccion de brotes en comparacién al menor nimero de brotes (< 3)
obtenido a los 68dds. No se observé diferencias significativas en didmetro de MRT las
cuales se encuentra en un rango de 25 — 35 mm. El peso de las MRT que generan mayor
namero de brotes (> 4) esta entre 25 — 55 g, presentandose un incremento significativo del

32% en el peso en raices de 82dds (Figura 3-7).

Figura 3-7:  Produccion de brotes generados a los 40dds, didmetro y peso de mini-
raices tuberosas de diferentes edades obtenidas a partir de plantas de batata cultivadas

en una mezcla de sustratos arena: lombriabono: fibra de coco (7:1:2) (T2).
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Las letras en comun indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos segun
la prueba Tukey con un 95% de confiabilidad. Las barras de error indican la desviacion

estandar. Fuente: Esta investigacion.

3.3.5 Establecimiento de plantulas super élite de batata en eras
para la produccién de semilla élite tipo mini-raices
tuberosas

El material vegetal proviene de plantulas in vitro (Figura 3-8a) fue endurecido en bandejas
de germinacion en condiciones de invernadero generando despues de cuatro semanas de
cultivo, semilla super élite de batata (Figura 3-8b). Se evaluaron dos tipos de plantulas,
plantulas con sustrato (P1) y plantulas a raiz desnuda (P2) (Figura 3-8c), las cuales se

establecieron en condiciones de vivero (Figura 3-8d).

Figura 3-8: Material vegetal de batata. a. Plantulas in vitro producidas en condiciones

de laboratorio. b. Semilla super élite producida en condiciones de invernadero. c. Tipos
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de semilla super elite de batata evaluados P1: plantulas con sustrato, P2: Plantulas a raiz

desnuda. d. Establecimiento en eras en condiciones de vivero.

Fuente: Esta investigacion.

El andlisis de componentes principales para los datos registrados por planta indica que los
datos de plantulas a raiz desnuda (P2) estan representados por al 75% de las variables
evaluadas de desarrollo aéreo y produccion de mini-raices tuberosas (Figura 3-9a)
presentado correlaciones superiores al 80% (Figura 3-9b). Las plantulas sembradas con
sustrato P1 generaron buenos indices de &rea foliar pero no se observaron variables de
produccion de mini-raices tuberosas y una variable cercana a este grupo de datos fue la
longitud de mini-raices tuberosas (Figura 3-9a), indicando un mayor desarrollo de raices

secundarias.

Los datos de produccion a partir de la siembra de P2 se obtiene un valor significativamente
superior en el nimero de mini-raices tuberosas (80 MRT/m?) por metro cuadrado en
comparaciéon con P1 (53 MRT/m?) y aunque no se observé diferencia estadisticamente
significativa en el peso de las mini-raices tuberosas/m?, se observa un incremento de un

29% en P2 respecto a P1 (Figura 3-10) A nivel morfol6gico se observo que las mini-raices
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tuberosas producidas a partir de plantulas sembradas con sustrato generd una extension
de la raiz principal y tuberizacién hacia el final de esa extension (Figura 3-10).

Figura 3-9:  Andlisis de componentes principales entre variables de crecimiento aéreo y
radicular, biomasa, indices de crecimiento y produccion de mini-raices tuberosas
registradas a los 82dds a partir de semilla super elite de batata bajo condiciones de
invernadero. a. Grafico de componentes principales. b. Correlaciones y descripcion de las

variables determinadas.
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Los grupos (TTO) corresponden a los tipos de plantulas evaluadas para siembra P1:

plantulas con sustrato y P2: plantulas a raiz desnuda Fuente: Esta investigacion.

Figura 3-10: Produccion de mini-raices tuberosas por metro cuadrado obtenidas a partir

de dos tipos de plantulas super élite de batata establecidas en condiciones de vivero.
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P1: Plantula con sustrato. P2: Plantula a raiz desnuda. Las letras en comun indican que
no hay diferencias significativas entre tratamientos segun la prueba Tukey con un 95% de

confiabilidad. Las barras de error indican la desviacién estandar. Fuente: Esta investigacion.

3.4 Discusion

3.4.1 Determinacion de la respuesta de variables de biomasa,
indices de crecimiento y produccion de mini-raices
tuberosas a lo largo del ciclo de cultivo de batata en
diferentes tipos de sustrato.

Las plantas de batata cultivadas en diferentes tipos de sustrato presentaron un incremento
en la biomasa total a largo del ciclo de cultivo, esta biomasa estuvo distribuida en la fraccién

aérea durante los primeros 75dds periodo en el cual se desarrollan las tres primeras fases
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fenoldgicas para la batata que son la brotacién, formacién de hojas y brotes laterales
aéreos (Pérez-Pazos et al.,, 2021; Yzarra & Lopez, 2011) y a partir de los 75dds la
distribucion de biomasa se dirige hacia la parte radicular de la planta indicando procesos
de tuberizacion y llenado de raices (Burbano-Erazo et al., 2020; Pérez-Pazos et al., 2021).

El area foliar especifica fue creciente hasta los 82dds indicando que en ese periodo de
tiempo el area fotosintéticamente activa se encuentra disponible para la absorcion de
radiacién solar, involucrada en los procesos de produccién de energiay fijacién de carbono
en la biomasa de la planta (Mbah & Eke-Okoro, 2015; Poorter et al., 2012; Widaryanto &
Saitama, 2017). Se observé que area foliar neta fue decreciente indicando que la
acumulaciéon de biomasa generada por el area fotosintéticamente activa a lo largo del ciclo
de cultivo se acumula en tejidos no fotosintéticos que en este caso corresponden al

desarrollo de raices (Widaryanto & Saitama, 2017).

A nivel de sustrato se observé que un menor crecimiento y desarrollo en las plantas
cultivadas en el sustrato de arena (T3), en contraste, las plantas de batata cultivadas en
los sustratos T1 y T2 presentaron mayores valores de peso seco total, area foliar,
distribucion de biomasa aérea y radicular, una menor area foliar neta que coincide con una
mayor produccion de mini-raices tuberosas con datos de didmetros y pesos
significativamente superiores. Esta respuesta posiblemente esta relacionada con la
disponibilidad de nutrientes en cada uno de los sustratos, para el caso de T1 (arena:
lombriabono: turba 7:1:2) a nivel quimico presenta valores significativamente superiores
en nutrientes como S, Mn y Zn. El S se ha reportado para batata como un nutriente que
favorece el area foliar, altura y produccién de nudos ya que actlla como una molécula de
sefalizacion involucrada en la formacion de raices ademas de generar defensa abidtica
(Makokha et al., 2018; H. Zhang et al., 2009). El manganeso fue reportado en batata en la
estimulacion del crecimiento a bajas concentracion aumenta el potencial de recepcion de
electrones favoreciendo la fotosintesis, fijacion de CO, dando lugar a un aumento de la
produccion de azlcares, y por tanto de materia organica (Lepengue et al., 2019) y el Zn se
ha reportado de importancia en el crecimiento de batata ya que promueve la biosintesis de
auxinas y participa en la formacion del almidén determinante en tuberizacién (El Nagy M
et al., 2020; P. Singh et al., 2017).
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Para el caso del T2 (arena: lombriabono: fibra de coco 7:1:2), la composicion quimica del
sustrato reporta valores significativamente superiores en nutrientes como K y P, asi como
una mayor capacidad de intercambio cati6nico. El Potasio se ha reportado de gran
importancia en la formacion de mini-raices tuberosas de batata debido a que representa
un papel fundamental en la sintesis de fotosintatos y posterior translocacién y
almacenamiento en las raices (El Nagy M et al., 2020; P. Singh et al., 2017). El fosforo
presenta un efecto benéfico sobre la activacién de la fotosintesis y procesos metabdlicos
de compuestos organicos, asi como en el crecimiento de las raices, en particular el
desarrollo de las raices laterales y las raicillas fibrosas (Makokha et al., 2020; Siose et al.,
2017). La presencia de estos nutrientes en este sustrato esta relacionada con las
propiedades de uno de los componentes de T2 que es el fibra de coco del cual se sabe
gue presenta niveles de Ky P mayores que a los encontrados en turba (Abad et al., 2002),
adicionalmente este sustrato presenta un alto contenido de lignina y celulosa que
contribuye a la estabilidad fisica, que no se afecta notablemente con el contenido de
humedad proporcionando unas mejores condiciones para el crecimiento de las plantas
(Israel et al., 2011).

3.4.2 Determinacion de variables fotosintéticas y distribucion de
nutrientes en plantas de batata cultivadas en diferentes tipos
de sustrato a nivel de vivero.

La respuesta de las plantulas de batata a variables de fotosintesis y nutrientes a los 60dds

indicé que en T3 hay una mayor longitud radicular, esta respuesta posiblemente esta

asociada a las condiciones de estrés generadas por el sustrato area en donde se encontr
un bajo contenido nutricional y baja capacidad de retencion de agua. El estrés hidrico altera
las defensas antioxidantes de la planta debido a la deshidratacion celular y la acumulacion
de compuestos de especies reactivas de oxigeno (Bechtaoui et al., 2021), generando
disminucion en el crecimiento aéreo y alteracion en la arquitectura radicular primaria debido
a la formacion de raices laterales se expanden por toda la superficie del suelo como un

mecanismo de adaptacion para facilitar la supervivencia (Ha & Tran, 2014).

Se observé que las plantas cultivadas en arena presentaron una distribucion de los

nutrientes Sy F en toda la planta y de Fe en raices, nutrientes que también se presentaron
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a los 75y 90dds. En condiciones de estrés el glutation, un compuesto derivado del azufre,
es un factor clave para regular la tolerancia al estrés abiético desencadenando respuestas
moleculares de transportadores de sulfato en toda la planta (Hasanuzzaman et al., 2018).
Otro mecanismo de respuesta a estrés por sequia o inanicion por déficit de nutrientes como
es la sobreexpresion de la fosfatasa acida y genes que codifican para la sefializacion y
transportadores de fésforo (Bechtaoui et al., 2021). Adicional a estas respuestas se ha
reportado que, ante una deficiencia de P en el suelo, la concentracion de hierro en la planta
aumenta generando la inhibicion de la elongacién de la raiz primaria (Ha & Tran, 2014). A
los 75 dds se encontré en plantas cultivadas en arena los nutrientes Mn y B, que son
nutrientes asociados en batata al desarrollo radicular (Lepengue et al., 2019; Villordon &
Gregorie, 2021) que pueden estar relacionados con su efecto en la produccién de mini-

raices tuberosas incluso en condiciones de estrés proporcionadas por el sustrato arena.

La respuesta de crecimiento de las plantas en los sustratos T1 y T2 estuvo asociadas con
desarrollo aéreo y radicular a los 60, 75 y 90dds. Respecto a los nutrientes a los 60dds se
encontraron a nivel de tallos y hojas macro y micronutrientes como N, Na, Ca, K, Zn, B,
Mg, Cu y Fe, nutrientes que estuvieron disponibles en los sustratos evaluados segun el
andlisis quimico realizado. El Nitrbgeno es un nutriente esencial relacionado
estrechamente con el metabolismo y la sefializacion la citoquinina y se transportan
sistémicamente a través de los haces vasculares desde las raices hasta los brotes y
viceversa, coordinando asi el desarrollo de brotes y raices (Gu et al., 2018). El Na es un
nutriente que en exceso genera estrés salino, en batata se reportan transportadores de
sodio que facilitan el equilibrio i6nico en los 6rganos de la planta (Park et al., 2017;
Santiago-Rosario et al.,, 2021). El calcio es un nutriente involucrado en la divisién y
elongacion celular y esta ligado a las auxinas favoreciendo el desarrollo radicular (Cheval
et al., 2013). El potasio y el zinc son nutrientes relacionados con la traslocacion de
fotosintatos hacia las raices en batata (El Nagy M et al., 2020; P. Singh et al., 2017). El
Boro es un nutriente relacionado con el metabolismo, los procesos de membrana y la
sefializacion de fitohormonas y en batata favorece el proceso de llenado (Villordon &
Gregorie, 2021), los micronutrientes Hierro, cobre y magnesio se reportan como cofactores

enzimaticos (Krochmal-Marczak et al., 2014; Printz et al., 2016).

Una variable fotosintética representada en T1y T2 a los 60dds es la WUE, esta variable

gue representa la relacién entre la tasa fotosintética y la transpiracion, valores altos indica
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alta tasa fotosintética representada en produccién de biomasa en relacion con el volumen
de agua que se evapora y transpira durante su ciclo de vida (Grzebisz et al., 2013), este
pardmetro se ve favorecido indicando la capacidad previamente reportada (Burbano-Erazo
et al., 2020) de la batata de usar el agua para produccion efectiva de biomasa. La respuesta
de las plantas en los sustratos evaluados a los 60dds genera plantas con presencia a nivel
de hojas y tallo de macro y micronutrientes que, en caso de ser usado este material vegetal
como esqueje para siembra, se encuentra en unas condiciones nutricionales adecuadas

para generar nuevo material vegetal.

A los 75 dds en T2 se observd una tendencia de los datos a agruparse a variables de
produccién radicular y tuberizacion y a nivel de nutrientes en hojas y tallo se encontré N,
Ca, Mg, Na y se destaca la presencia de K y Zn nutrientes asociados principalmente a
favorecer especificamente para batata la traslocacion de asimilados (El Nagy M et al.,
2020; Siose et al.,, 2017). En T1 se observa adicionalmente la presencia de variables
nutricionales como el Cu y el Fe que son cofactores enzimaticos que favorecen el
desarrollo aéreo (Adamski et al.,, 2012) y en variables fotosintéticas se presenta la
conductancia estomética pardmetro que regula la apertura o cierre de estomas para
optimizar la absorcién de carbono con respecto a la pérdida de agua (Drake et al., 2013),
indicando que en T1 las plantas a nivel fotosintético tienen la capacidad de regulacion de
estomas y una mayor eficiencia en el uso del carbono y en consecuencia una mayor

producciéon de biomasa aérea.

Considerando los resultados obtenidos a los 75dds se puede determinar que la respuesta
de las plantas orientada hacia la tuberizacion fue mas representativa en el sustrato T2
(arena: lombriabono: fibra de coco 7:1:2), constituyéndose este sustrato como promisorio

para el cultivo de batata en condiciones de vivero.

La respuesta de las plantas a los 90dds en T1 y T2 est4 representada por variables de
crecimiento aéreo y radicular en esta fase del ciclo de cultivo en donde encontramos
plantas totalmente formadas con desarrollo de guias y fase de llenado de mini-raices
tuberosas. En cuanto a los nutrientes, se observa en principalmente la presencia de Ky
Zn que posiblemente se encuentran mediando procesos de tuberizacion (P. Singh et al.,

2017), el boro asociado a formacion de mini-raices tuberosas (Villordon & Gregorie, 2021)
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y presencia de micronutrientes a nivel de la raiz como Cu, Fe y Mg que hacen parte de los
nutrientes de la raiz tuberosa de batata de importancia en seguridad alimentaria (Krochmal-
Marczak et al., 2014; Printz et al., 2016). A nivel particular para cada sustrato se puede
observar que en T2 se encuentran variables fotosintéticas como WUE y VPD esto indica
gue, aunque en este sustrato se presenta un alto VPD que estimula al cierre de estomas,
las plantas son eficientes en el uso del agua, resultados que se soportan en la amplia
capacidad de adaptacion del cultivo de batata y eficiencia en la tuberizacién (Burbano-
Erazo et al., 2020). Adicionalmente para T2 se observé la presencia de Mn a nivel de tallo
y Mg en hojas nutrientes implicado en activacion de la fijacibn de CO2 favoreciendo la
produccién de azlcares, y por tanto de biomasa (Krochmal-Marczak et al., 2014; Lepengue
et al., 2019). En T1 se observé una mayor presencia de Mn en raiz que indica que hacia
el final de la fase de cultivo hay una acumulacion de este elemento posiblemente por la
alta disponibilidad en el sustrato que en este caso es la turba en donde se ha reportado la
presencia de cantidades significativas de este elemento (Abad et al., 2002), y la presencia
de Ca en tallo nutriente que puede estar involucrado en la modulacion de procesos de
desarrollo radicular principalmente (Cheval et al., 2013).

3.4.3 Determinacion de la capacidad de brotaciéon de mini-raices
tuberosas de diferentes edades de cosecha y cultivadas en
diferentes tipos de sustratos

Se encontré que la mayor produccion de brotes se logra con mini-raices tuberosas

cosechadas a partir de los 75dds procedentes de plantas cultivadas en el sustrato T2

(arena: lombriabono: fibra de coco 7:1:2), a nivel nutricional previamente se obtuvo que en

las raices cosechadas a los 75dds se encuentran a nivel de raiz nutrientes como N, K, Na,

Ca y Mg, considerando que la brotacién es un proceso que implica varios cambios

fisiolégicos y hormonales, asi como procesos regulacion genética en donde la sinergia de

fitohormonas como las citoquininas y auxinas es un factor determinante (Saidi & Hajibarat,

2021) y teniendo en cuenta que nutrientes como el potasio (Nam et al., 2012) y nitr6geno

(Gu et al., 2018) regulan la produccién de citoquininas y el calcio regula la produccion de

auxinas (Cheval et al., 2013), al encontrar estos nutrientes en las mini-raices tuberosas a

partir de los 75dds pueden favorecer la generacion de brotes ante las nuevas condiciones.



82  Estandarizacién de condiciones de produccion in vitro y ex vitro para la propagacion
y escalamiento de material de siembra de batata (Ipomoea batatas L.).

Si bien a los 90dds también se presenta en las raices a nivel nutricional N, Ky Ca se
observo también la presencia de nutrientes como el Cu, Fe, Mg y Zn, que son minerales
gue se acumulan en las mini-raices tuberosas de llenado que estan proximas para
consumo (Chandrasekara & Josheph Kumar, 2016; Luis et al., 2014), esto indica que a los
90dds las mini-raices tuberosas empiezan a ser ¢ptimas para consumo presentando un

mayor peso y diametro y presentando una baja capacidad para generacién de brotes.

3.4.4 Establecimiento de semilla super élite de batata en eras
para la producciéon de semilla élite tipo mini-raices
tuberosas

El establecimiento de plantulas super elite con sustrato presenté unos valores mas bajos
en parametros de crecimiento y se observd como caracteristica significativa el incremento
en la longitud radicular. Considerando que cuando se transfiere las plantulas con sustrato
las raices presentes estan sujetas a unas condiciones de compresion que debe ser
superada para continuar su desarrollo en el nuevo sustrato al cual se trasplantan
generandose un estrés abiotico que restringe el crecimiento de las plantas asi como
emergencia lenta de las raices, establecimiento deficiente de las plantulas, crecimiento
desigual y bajo rendimiento en términos de cantidad y calidad (Ramazan et al., 2012). En
respuesta a estas condiciones el cambio en la arquitectura radicular ha sido reportado para
batata en condiciones de estrés por compactacion (Umaru et al., 2021) generando para el
caso de esta investigacion una extensién en las raices antes de generar las mini-raices
tuberosas.

La siembra de plantulas super élite a raiz desnuda resulté ser la mejor estrategia en

condiciones de vivero para obtener una mayor produccién de mini-raices tuberosas. La no

presencia de sustrato, permite a las raices previamente preformadas continuar con su
desarrollo y formaciéon de raices adventicias que son fundamentales ya que la limitacién
en la formacién de raices laterales afectara el progreso de una raiz tuberosa (Thompson
et al.,, 2017; Villordon et al., 2012) Esta respuesta se ve traducida en la produccion de
plantulas elite con buenas caracteristicas de crecimiento y desarrollo logrando un mayor

rendimiento de mini-raices tuberosas.
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La estandarizacion de condiciones de produccion in vitro y ex vitro para la propagacion y
escalamiento de material de siembra de batata (Ipomoea batatas L.), ha sido implementada
para el material de batata Agrosavia - Aurora como primera variedad biofortificada de pulpa
naranja que se encuentra distribuida en diferentes zonas del pais en cultivos comerciales
y con dinamicas de mercado en transformacion y exportacién a Europa principalmente.
Esta estandarizacién permite generar una linea base de conocimiento para el cultivo de

batata que podréa ser evaluada en otras variedades y ajustada segun sea el caso.

El trabajo de investigacién aqui realizado es de gran relevancia porque aborda una
metodologia efectiva a través de la indexacion in vitro de material vegetal de batata que es
un desafio en este tipo de especies de propagacion vegetativa, adicionalmente se
presentan unas tecnologias de escalamiento en invernadero para la produccion de semilla
super elite y en vivero para la produccién de semilla élite tipo mini-raices tuberosas a través
de la definicibn de sustratos y condiciones de cultivo eficientes para cada fase de

escalamiento, tecnologias orientadas a la produccién de semilla de alta calidad.

La produccion de semilla de alta calidad es considerada como un tema prioritario dentro
de las opciones regulatorias para mejorar los sistemas de semillas para cultivos de
propagacion vegetativa en paises en desarrollo propuesto a nivel mundial por el
Consultative Group on International Agricultural Research — CGIAR y la International Food
Policy Research Institute — IFPRI .(Spielman et al., 2021). De igual forma, a nivel nacional
el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) en su resolucion 3168 del 2015 reglamenta en
Colombia la produccion de semilla de calidad, como requisito para produccién, importacion
y exportacion de semillas, en este sentido los resultados obtenidos en esta investigacion
proporcionan una ruta de trabajo que puede ser aplicada en la generacién de esquemas
de produccién de semilla de alta calidad de batata, que ain no ha sido implementada en
el cultivo de batata, para garantizar el acceso de semilla limpia por los agricultores segin

la normativa vigente.






4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

4.1.1 Capitulo 1

Se validé un protocolo de desinfeccion de material vegetal de batata, para
micropropagacion in vitro. Este protocolo planteé someter el material vegetal en la fase de
lavado a una mezcla de detergente (5%p/v) y povidona yodada 1% durante un tiempo de
20 minutos. La fase de desinfeccidn se realiza con hipoclorito de sodio al 2% en mezcla
con el surfactante tween 80 (cuatro gotas por cada 100cc) por 10 minutos y posteriormente
se utilizaron los desinfectantes acido acético y amonio cuaternario cada uno por un periodo
de un minuto para obtener mejores resultados. Este protocolo permitid obtener un

porcentaje de plantulas sin contaminacion superior al 80%.

Se caracterizaron a nivel molecular cepas de seis hongos y una bacteria asociados al
proceso de desinfeccién para micropropagacion in vitro de material de batata. Los géneros
encontrados fueron Fusarium y Aspergillus reportados cominmente para batata y como
resultado de esta investigacion se reportan para I[pomoea batatas variedad pulpa naranja
Agrosavia-Aurora, los microorganismos Sarocladium subulatum, Cladosporium sp,

Pseudozyma sp., Moesziomyces parantarcticus y Curtobacterium sp.

La incorporacion en el medio de cultivo MS del regulador ANA a una concentracién de 0,2
ppm permitié obtener plantulas in vitro de batata con parametros de crecimiento superiores
al resto de tratamientos evaluados. Se obtuvo una mayor produccion de nudos, peso fresco
y seco de tallo, nimero de hojas, bajo desarrollo de callosidades y equilibrio en la

distribucién de biomasa.

4.1.2 Capitulo 2

Se logrd seleccionar un sustrato para aclimatacion de plantulas in vitro a nivel de
invernadero. La mezcla M1 compuesta por turba, vermicompost y cascarilla de arroz en

una proporcion de 3: 1: 1, permitié obtener los mejores resultados en los parametros de



86  Estandarizacidén de condiciones de produccion in vitro y ex vitro para la propagacion
y escalamiento de material de siembra de batata (Ipomoea batatas L.).

desarrollo foliar (nimero de hojas, area foliar, peso fresco y seco de hojas), desarrollo raiz
(peso fresco y seco de la raiz), crecimiento (altura, tasa de crecimiento), tasas de
crecimiento como tasa absoluta de crecimiento, area foliar neta y se observé que la
biomasa se distribuye tanto en los érganos fuente como en los sumideros, generando una

mejor respuesta en el desarrollo de la planta.

El analisis quimico de la mezcla de sustrato M1 indic6 que tiene una alta capacidad de
intercambio catidénico, mayor contenido de potasio, fésforo y cenizas, alta capacidad de
retencién de humedad. caracteristicas que facilitan la disponibilidad de agua y nutrientes.
La caracterizacion fisica de M1 mostré que este sustrato presenta un alto indice estructural,
predominio de agregados medios que contribuyen a una mejor distribucién del tamafio de
poro, capacidad de almacenamiento de agua, tasas de infiltracion y escorrentia superficial,
conductividad hidraulica y aireacion, favoreciendo el anclaje radicular, fisicoquimico
caracteristicas que mejoraron la produccion y el crecimiento de meristemas en plantulas

de batata.

Se propuso una estrategia para la aclimatacion de plantulas in vitro de batata en la que se
utilizdé la mezcla de sustratos M1 (turba, vermicompost y cascarilla de arroz en
proporciones 3: 1: 1) y se incorporé una camara humeda durante los primeros 8 dds. Esta
estrategia permitio obtener una tasa de supervivencia del 92% y una tasa de multiplicacién
(3,53) de las plantulas in vitro. Las plantulas presentaron buenas caracteristicas de altura,
namero de hojas, diametro del tallo, largo de la raiz, peso fresco y seco del tallo y raiz. Las
condiciones generadas por la camara hiumeda mantuvieron el déficit de presion de vapor
en un rango 6ptimo de menos de 1.2Kpa, evitando el aumento de la transpiracion y

mejorando las condiciones de las plantulas in vitro.

4.1.3 Capitulo 3

Plantas de batata cultivadas en condiciones de vivero en mezcla de sustratos arenosos
presentaron una distribucion de biomasa que estuvo dirigida los primeros 60dds a la
fraccion aérea indicando alargamiento y desarrollo de brotes laterales y después de los
75dds hacia la fraccion radicular indicando procesos de acumulacién de biomasa en la raiz
(tuberizacién y llenado). Las plantas cultivadas en sustrato con arena en mezcla con

lombriabono vy fibra de coco/turba en proporcién 7:1:2, presentaron un incremento en
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variables de crecimiento y produccion de mini-raices tuberosas, sustratos que presentan

valores de Zn, K, P en cantidades significativamente mayores que el sustrato arena.

El sustrato de arena genera en plantas de batata a los 60, 75 y 90dds un deficiente
desarrollo aéreo, incremento en la longitud radicular, pero con baja produccion de mini-
raices tuberosas y a nivel de nutrientes se observé P, S y Fe como posible respuesta a

condiciones de déficit nutricional y estrés hidrico.

Sustratos de arena en mezcla con lombriabono y fibra de coco/turba, generan a los 60dds
en plantas de batata a nivel fotosintético una eficiencia en el uso del agua que indica una
mayor tasa fotosintética en relacion con la tasa de transpiracién traducida en una buena
producciéon de biomasa aérea y respecto a los nutrientes a nivel de tallo y hojas nutrientes
como N, Na, Ca, K, Zn, B, Mg, Cu y Fe involucrados en diversos procesos de produccién
de biomasa y desarrollo aéreo y radicular. Los esquejes producidos en esta etapa de la
fase de cultivo pueden constituirse como un material de siembra promisorio por la gran

cantidad de nutrientes representados bajo estas condiciones.

El sustrato compuesto por arena en mezcla con lombriabono y fibra de coco generé a los
75 dds en plantas de batata Agrosavia — Aurora desarrollo radicular y produccién de mini-
raices tuberosas destacandose a nivel de nutrientes en hojas y tallos la presencia de Ky
Zn que se han asociado en batata a procesos de traslocacion de asimilados hacia la raiz,
mientras que a los 90dds en este sustrato se presento a nivel raiz acumulacion de Cu, Fe
y Mg nutrientes que hacen parte del contenido nutricional de las mini-raices tuberosas de

batata pulpa naranja.

Las mini-raices tuberosas con capacidad para producir brotes fueron las cosechadas a
partir de los 75dds hasta los 82dds en plantas de batata Agrosavia-Aurora cultivadas en el
sustrato compuesto por arena en mezcla con lombriabono y fibra de coco en proporcién
7:1:2.

El sustrato seleccionado para el establecimiento de plantulas super élite en condiciones de
vivero fue el compuesto por arena en mezcla con lombriabono y fibra de coco en proporcién
7:1:2 y la siembra a raiz desnuda de las plantulas super élite que generé un buen desarrollo

de las plantas de batata y produccién de mini-raices tuberosas de categoria elite.
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4.2 Recomendaciones

La semilla es la materia prima en los procesos productivos de la agricultura y la
agroindustria; por tanto, el concepto “Semilla de Calidad” debe ser integrado para asegurar
el éxito en todas sus formas de consumo y para la sostenibilidad de especies y variedades
en el tiempo. Desde esta perspectiva, la Corporaciébn colombiana de investigacion
agropecuaria (AGROSAVIA) apropia el concepto y lo implementa a través del ajuste y
validacién de procesos productivos de algunas especies de interés econdmico como la
batata. En este proyecto de investigacion se obtuvieron logros importantes que permitieron
establecer un completo esquema de produccion desde la seleccién de plantas madre hasta
la generacion de mini raices tuberosa. Sin embargo y para comprender mejor el sistema
de produccion de semilla de batata es necesario profundizar en:

1. Evaluar la interacciébn microorganismo — planta de los microorganismos endofitos
asociados al material vegetal de batata Agrosavia- aurora, mediante estudio
metagenomicos.

2. Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman que estrategias de
indexacion a través de métodos convencionales fueron efectivas para la obtencién de
material de batata Agrosavia — Aurora de alta calidad, sin embargo, con el fin de
incrementar la eficiencia en la produccién de plantulas in vitro y contribuir al esquema
general de produccién de semillas limpias para futuras investigaciones es pertinente
evaluar sistemas de produccion masiva de plantulas in vitro mediante el uso de
biorreactores de inmersién temporal reportados para batata (Pérez et al., 2008),
determinar las mejores condiciones de cultivo.

3. El costo general de produccién de plantulas in vitro mediante la técnica convencional
fue realizado basado en los reactivos usados (Anexo C-C7), estos costos corresponden
a procesos de multiplicacion de estadios iniciales que no afectan a procesos de
masificacion de semilla como el modelo de biorreactores. Se recomienda evaluar si el
uso de biorreactores puede reducir el costo de la produccion de plantulas in vitro
considerando que en el sistema no se usa gelificante y aunque necesitan sistemas
medianamente automatizados, las tasas de multiplicacion son superiores permitiendo

obtener una mayor cantidad de explantes en una menor area.
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4.

10.

11.

Estandarizar en la Agrosavia pruebas diagnosticas de los principales virus que afectan
el cultivo de batata y que generan un gran impacto en el rendimiento de los cultivos
generando pérdidas economicas.

Evaluar técnicas de conservacion in vitro en el material de batata Agrosavia — Aurora
con el fin de preservar este material genético por periodos de tiempo mayores
minimizando el riesgo de pérdida de los bancos de germoplasma establecidos en
campo debido a desastres naturales o factores de estrés bidtico o abibtico.

Evaluar a nivel de invernadero alternativas de produccion semilla prebasica tipo mini-
raices tuberosas mediante sistemas aeroponicos previamente evaluados para batata
(Pinto-Stelle et al., 2021) vy realizar analisis econdmicos para determinar si estas
estrategias son viables dentro del sistema de produccién de semilla de batata
Agrosavia - Aurora.

Evaluar alternativas de biofertilizacién en batata en estadios iniciales de produccién a
nivel de invernadero nucleo.

En condiciones de vivero evaluar eficiencia de semilla elite tipo esquejes ademas de
apical y pre apical para mayor aprovechamiento del potencial semilla.

Evaluar a nivel de vivero estrategias de manejo integrado sostenible, usando
estrategias de fertilizacién organica y control biol6gico de plagas y enfermedades.
Determinar las mejores condiciones de almacenamiento de mini-raices tuberosas que
permitan mantener su calidad, viabilidad y capacidad de germinacion.

A nivel econémico con los resultados de esta investigacion se determind el costo
general de produccién basado en el medio de cultivo para la fase de produccion in vitro
(Anexo C-C7) y en la composicion de los sustratos para las fases de invernadero y
vivero (Anexo C-C8), sin embargo, se recomienda realizar un analisis econémico
completo y detallado para las diferentes fases de produccién de semilla de batata de
alta calidad, para poder hacer un andlisis completo de la relacién costo — beneficio para

poder vincular semilla competitiva al mercado.

Se presentan como una serie de aspectos que se podrian realizar en un futuro para

emprender investigaciones similares o fortalecer la investigacion realizada.
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Al. Registro de temperatura y humedad relativa de la camara de termoterapia en
condiciones de invernadero.
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A2. Reporte de andlisis fitosanitario para virus en batata realizado por el CIAT.

&ECIAT

Gt btmerariorssl vin dayrica®es Tragicsl

v

Informe de analisis preliminar
Laboratorio virologia del CIAT

Entidad Centro de Investigacion Turipana, Cerete,
Fecha Enerc 11, 2015 Solicitante | Cordoba
Codigo de Muestra IBOO0L Procedencia | Cereté, Cordoba, Colombia

Descripcion de la muestra | Hojas jovenes secas en silica, de 121 plantas de Jpomoe batotas

PCR para el Sweet potato feathery mottle virus (SPFMVY; Gen. Potyvirus). Método
descrito por Li et al. (2012)

PCR para Sweet potato chlarotic stunt virus [SPCSV; Gen. Crinivirus). Método
descrite por Kwak et al. (2014)

Ambos virus asociados a la enfermedad del complejo viral de |a batata o 5PVD
[3weet potato Virus Disease)

Prueba realizada

Resultados:

Extraccion de RMNA

Se realizd el proceso de extraccion por CTAB a 112 muestras de . batgtas obteniendo un promedic en la
concentracion de RMA de 518ng/pL.

e deben reenviar a CIAT las siguientes muestras:

CODIGO FUENTE MOTIVO
AUTVDD1 Greenhouse B.C.
AUFVO19 Field MN.P.
AUFVD20 Field MN.P.

B.C: Baja concentracion obtenida en |a extraccion de RNA, NL.P: No procesada, condiciones no idoness para el proceso de extraccion.

Se presenta a continuacion los resultados de la prueba por PCR de 118 muestras analizadas.

Prueba PCR para 5PC5V

Minguna de las muestras evaluadas usande esta metodologia mostro una banda del tamaho esperadeo para el

SPCEV en las dos replicas realizadas. Por tanto se considera que las 118 muestras evaluadas son negativas para
SPCEV mediante esta prueba.

Sode Principal

&m 17 Becta Gab-Palmin G.P. PE3637 clatcglarang L
Wagonal para Suramsrkca s;;
A, &6713 Call, Colambia =E
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Pagz2ofE

Prueba PCR para 5PFMV

Se detectaron 15 muestras con el tamano de banda esperada para el virus SPFMV en las dos replicas realizadas
y & incluye como positiva la muestra AMPY010 positiva en la réplica 1 y confirmada por secuenciacion.

Tabla de resultados Obtenidos para los virus evaluados:

SPFMIV SPCSY
CODE S0OURCE REP1 REP2Z REP1 REP2
AUTVDO1 Greenhousze 0 o (o] 0
AUTVDO2 Greenhousze N M M M
AUTVDO3 Greenhousze N M M M
AUTVDD4 Greenhouse N N M N
AUTVDOS Greenhouse N N M N
AUTVDDG Greenhouse N N M N
AUTVDO7 Greenhouse N N M N
AUTVDDE Greenhousze N M M M
AUTVDDS Greenhousze N M M M
AUTVD10 Greenhousze N M M M
AUTVD11 Greenhousze N M M M
AUTVD12 Greenhouse N N M N
AUTVD13 Greenhouse N N M N
AUTVD14 Greenhouse N N M N
AUTVD1S Greenhouse N N M N
AUTVD1G Greenhousze N M M M
AUTVDL17 Greenhousze N M M M
AUTVD1E Greenhousze N M M M
AUTVD1S Greenhousze N M M M
AUTVO20 Greenhouse N N M N
AUTVD21 Greenhouse N N M N
AUTVD22 Greenhouse N N M N
AUTVD23 Greenhouse N N M N
AUTVD24 Greenhousze N M M M
AUTVD2S Greenhousze N M M M
AUTVD26 Greenhousze N M M M
AUTVD27 Greenhousze N M M M
AUTVO28 Greenhouse N N M N
AUTVD23 Greenhouse N N M N
AUTVD30 Greenhouse N N M N
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Page 3ol &

AUBVDO1 Bed - Field
AUBV002 Bed - Field
AUBV03 Bed - Field
AUBVO04 Bed - Field
AUBV005 Bed - Field
AUBVODE Bed - Field
AUBNVOOT Bed - Field
AUBV0OD3 Bed - Field
AUBV0O0S Bed - Field
AUBVO10 Bed - Field
AUBVD11 Bed - Field
AUBVO12 Bed - Field
AUBVD13 Bed - Field

AUBVO14 Bed - Field
AUBVO15 Bed - Field
AUBVD16 Bed - Field

AUBVOL7 Bed - Field
AUBVO18 Bed - Field
AURV001 Field
AUR002 Field
AURVD03 Field
AURS003 Field
AUFVDO5 Field
AURD06 Field
AURDOT Field
AURV008 Field
AUFV00S Field
AURD10 Field
AURVD11 Field
AURD12 Field
AURV013 Field
AURO13 Field
AURVD15 Field
AURVD16 Field
AURDLT Field
AUFRVD18 Field
AUFVD1S Field

QoMIZ|Z|IZ|Z|Z|Z|(Z(Z|Z|Z|(Z|Z|Z(Z|Z|Z2|Z |Z|Z|Z PR |(Z|Z|Z(Z2|Z|Z(Z2|Z2|Z2|Z|Z2|Z2 (=
DoWIZ|Z|EZ2 |2 | |22 |2 |22 |2 |22 |2 |2 |2 |2 |22 |00 |2 |Z2(E|E2 |22 |2 |2 |Z2 |2 | =
D= |Z|=|=|I=|I=|=(=|I=|=|=|=|=(2|=|I=|=2|I=|=|=|I=2l==|I2|1==|l=|I=(=2|=|= (== |=(=
DIoIZ|IEZ|Z|Z|Z2|Z|Z|(Z|(Z|Z|Z|(Z|Z|Z[(Z|Z |2 |Z|Z |2 |2 |Z|Z (2 |Z|Z(Z|Z|Z[(Z|Z |2 |Z|Z|Z2 (=

AURVO20 Field
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AUFVD21 Field M N N N
AUFV022 Field M N N N
AUFV023 Field M N N N
AUFV024 Field M N N N
AUFV025 Field M N N N
AUFVO26 Field M N N N
AUFV027 Field M N N N
AUFVO2E Field M N N N
AUFV029 Field N N N N
AUFVO30 Field N N N N
255FV001 Field P P N N
255FVD02 Field M N N N
255FVD03 Field M N N N
255FVD04 Field M N N N
255FVD05 Field M N N N
224FV001 Field M N N N
224FV002 Field M N N N
224FV003 Field M N N N
224FVDD4 Field M N N N
224FVD05 Field M N N N
AMFVDD1 Field N N N N
AMFVOD2 Field P P N N
AMFVOD3 Field M N N N
AMFVOD2 Field P P N N
AMFVODS Field M P N N
AMFVODE Field P P N N
AMFVODT Field M N N N
AMFVODE Field P P N N
AMFVDD9 Field P P N N
AMFVO10 Field P N N N
AMFVD11 Field M N N N
AMFVD12 Field N N N N
AMFVD13 Field M N N N
AMFVO12 Field P P N N
AMFVO015 Field P P N N
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PEge S of 6
334FV001 Field P P N N
334FV002 Field P P N N
334FV003 Field N M N N
196FV001 Field P P N N
156FV002 Field M M M N
196FV003 Field P P N N
325FV001 Field N N N N
325FV002 Field N N N N
J25FV003 Field N N N N
641FV001 Field M M M N
&41FV002 Field N N N N
&31FV003 Field N N N N
204FV001 Field N N N N
204FV002 Field M M M N
204FV003 Field N N N N
110FV001 Field N N N N
110002 Field N N N N
110FV003 Field N N N N

0= Muestra no procesada N=Negativo P= Positiva

Observaciones
Se confirme por secuenciacion |z presencia del SPFMVY en las bandas que se enviaron a secusnciar.

Es importante para el andlisis de resultados indicar la presenciafausencia de sintomas observados en
invernadero o en campo en cada una de las muestras y anexar fotos de las plantas donde se observe sintomas.
Es de destacar que |as infecciones individuales o simples ne suelen causar sintomas claros, pero confirmarian
los resultados de laboratorio para SPFMV.

Azi mismo se recomienda indicar |a identidad y origen del cultivar de lpomoes batatas asociado a cada codigo.
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Nota:

Los resultados aqui descritos se limitan a informar lo observado en el analisis practicado usando !a técnica de
PCR a un numero limitado de muestras {118 muestras) y no constituyen un diagndstico total o una
recomendacion de control.
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A3.  Caracterizacién macroscopica y microscépica de hongos filamentosos aislados del

proceso de introduccién de material vegetal de batata.

Morfotipo Caracterizacion Macroscépica Caracterizacion Microscopica Identificacion
Anverso . L L .
. : Hifas hialinas, conidi6foros simples,
C: blanca. T: algodonosa. . . o
; o fidlide con engrosamiento periclinal
S: plana. B: irregular. e o - .
H1l Reverso en el 4pice y conidios dispuestos en  Sarocladium sp.
L ) cadenas conidios fusiformes
C: beige estriado en el centro. . .
T dispuestos en cabezas viscosas
B: irregular
Hifas hialinas con clamidosporas,
Anverso terminales
C: blanca con centro de color —
. ; Conidi6foros compuestos 0 mono
rosa salmoén. T: o . . .
. fidlides con micro conidios y macro  Fusarium sp
semialgodonosa. o - ;
H2 S: plana. B: irreqular conidios agrupados en masa. Micro - Complejo F.
P - - Iregufar. conidios hialinos de forma ovalada fujikuroi
Reverso . Lo
C: rosa salmén degradado a o reniformes. Macro conidios
’ o alargados, curveados y con 1-3
blanco. B: irregular
septos.
Hifas hialinas septadas,
conidi6foros que proliferan
rincipalmente de forma simpodial
Anverso P P p
C: aris. T lanosa. S: elevado formando cadenas acro pétalas.
eét?iado B re ulér ' y Conidios con presencia de una Cladosporium sp. -
H3 T Rgversb cicatriz  gruesa refractiva a Complejo C.
. oscurecida cladosporioide o0 cladosporioides
C: negro y borde blanco, -
. . coronada, definida como un borde
estriada. B: regular - g
periclinal elevado con una cupula
convexa central.
Anverso Hifas hialinas septadas,
C: blancas con centros de color  conidioforos largos y lisos que
negro. T: pulverulenta. S: plana.  sostienen vesiculas globosas .
73 o . Aspergillus sp.
H4 B: irregular. hialinas y/o pardas. La vesicula 2
. . - Seccion nigri.
Reverso posee fidlides que sostienen

C: color beige con centros de
color café, estriada. B: irregular.

hileras de conidios globosos y
0SCuros.

A. C: color, T: textura, S: superficie, B: borde.

A4. Caracterizaciobn macroscépica y microscopica de microorganismos unicelulares
aislados del proceso de introduccién de material vegetal de batata.

Morfotipo  Caracterizacion Macroscopica Caracterizacion Microscépica Identificacién
Células grandes ovoides y
L1 C: rojo-naranja. T: mucosa. S: alargadas agrupadas o Pseudozvma s
convexa. B: entero. (Figura 2a). individuales, pseudohifas (Figura y P-
2d)
C: beige. T: cremosa. S: rugosa. B:  Pseudohifas 'y blastoconidias Moesziomyces
L2 . . ;
entero. (Figura 2b). (Figura 2e). parantarcticus
B1 C: amaillo brillante. T: cremosa. S: Bacilos Gram positivos (figura 2f).  Curtobacterium sp.

convexa. B: entero. (Figura 2c).
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C: color, T: textura, S: superficie, B: borde.






B.Anexo: Material complementario Capitulo
2

B1. Proporcion de agregados encontrados mediante el método de Yoder en sustratos
evaluados para batata a nivel de invernadero. T: Turba, L: lombriabono, CA: cascarilla de
arroz y FC: fibra de coco.

M1 M2 M3 Control
Agregados

T: L:CA (3:1:1) T:L(3:2) T: L:FC (3:1:1) T 100%
4mm 10,49+ 1,14 45,69 £ 9,40 22,09 + 1,08 36,22 + 3,13

2mm 13,05+ 0,79 6,33+ 0,89 9,67 +1,06 7,30 = 3,09
1mm 24,07 £ 0,56 6,85+ 1,94 14,67 £ 0,84 13,27 + 3,06
0,5mm 18,50 £ 0,89 13,01+ 3,84 14,78 + 1,46 13,78 + 0,76
0,25mm 11,78 £ 0,50 11,77 £ 3,55 12,31 £ 1,05 11,01 £ 3,49
<0,25mm 22,12 + 1,56 16,35+ 2,73 26,48 + 1,39 27,01 + 1,49

B2. Valores de temperatura y humedad relativa registrados en plantulas de batata in vitro
en condiciones de invernadero al método convencional. Sustrato 100% turba. Sin ninguna
funda. B. Método propuesto. Sustrato turba 60%, vermicompost 20% Yy cascarilla de arroz
20%. Camara humeda durante los primeros 8 dias.

Humedad relativa %

Temperatura °C

112
224
3136
448
6:.00
T2
12
24
36
148
)00
00
12
24
36
g
G:00

fffffffffff

Horas del dia Horas del dia
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C1l. Registro de parametros climaticos registrados durante el periodo de evaluacion. a.
Temperatura. b. Humedad. c. Brillo solar. d. Precipitacion.

a. B Tmaxima 2T minma b. E7am Blpm 8épm
40 120
=33 ~ 100
= -
= 30 =
Yas . 3 B
< 5
£ 20 A - 60
E &
El-“ 1 T 40
=10 A E
g T
& 5 -
0 T

T T J T T
Junio Tulio Agosto Septiembre Junio Julio

Jeptiembre
Meses Ileses
c d.
7 250 1
~ =
I 200 T
25 : g -
@ g
. = 150 4 -
g :
g3 -3
._.8 - E 100 4
2 E
T g 504
A1 &
0 T T T 0+ T T T
Tuio Tulio Agogto Septiembre Tunio Tulio Agosto Septiembre
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C2. Curvas de retencion de humedad de los sustratos evaluados. T1: arena: lombriabono:
turba (7:1:2). T2: arena: lombriabono: fibra de coco (7:1:2). T3: arena.

Humedad %p/v

—A
—o

—u

8 9 10111213141516

Bares

—A—T1
-T2
T3

C3. Anadlisis bromatolégico de mini-raices tuberosas de plantas de batata cultivadas en
diferentes tipos de sustrato y cosechadas a los 100 dias después de la siembra. T1: arena:
lombriabono: turba (7:1:2). T2: arena: lombriabono: fibra de coco (7:1:2). T3: arena.

d 5 a

B

Cenizas

Materia Seca

d g 4
S e

Extracto etereo Proteina

Parametro

BTl mT2 @T3

Fibra cruda
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C4. Establecimiento de cultivo de batata en condiciones de vivero en eras con diferentes

tipos de sustratos. a. Siembra de esquejes de batata. b. Cultivo de batata 60 dias después
de la siembra (dds). c. Cultivo de batata 75dds. d. Cultivo de batata 90dds.

C5. Valores de porcentaje de contribucion y cuadrado del coseno (cos2) en variables

evaluadas en batata en diferentes periodos del ciclo de cultivo 60, 75y 90 dias después

de la siembra representadas en los dos primeros componentes del andlisis de

componentes principales.

Porcentajes de contribucién

Cuadrado del coseno (cos2)

Variables evaluadas | godds 75dds 90dds 60dds 75dds 90dds
CP1 |CP2 |CP1 |CP2 |CP1 |CP2 |CP1 |CP2 |CP1 |CP2 |CP1|CP2

ALT 3,30| 0,02| 4,15| 0,52 3,04| 1,92| 0,693 0,003 | 0,687 | 0,055 | 0,55 | 0,19
ARFO 3,84| 01| 249| 0,10| 2,15| 0,00| 0,807 | 0,015 | 0,412 | 0,010 | 0,39 | 0,00
BHJ 0,58| 4,70| 0,02 1,97| 3,93| 0,36] 0,121 0,638 | 0,004 | 0,208 | 0,71 | 0,03
BRZ 0,24| 2,87| 1,80| 0,06| 4,37| 1,05| 0,050 0,390 | 0,298 | 0,007 | 0,79 | 0,10
BTL 1,36| 2,23| 1,07 0,02| 3,56| 0,29] 0,285 0,303 | 0,178 | 0,002 | 0,65 | 0,03
CaHJ 1,13| 0,53 1,67| 0,61| 2,68| 0,00| 0,236 0,072 0,277 | 0,065 | 0,49 | 0,00
CaRZ 1,57| 1,52| 3,31| 0,15 4,07| 1,01| 0,330 0,207 | 0,548 | 0,016 | 0,74 | 0,10
CaTL 3,36| 0,28| 4,62| 0,03| 1,50 2,37| 0,706 | 0,038 | 0,766 | 0,003 | 0,27 | 0,23
Ci 0,63| 3,27| 1,14| 0,02| 0,00 8,18] 0,133 0,445| 0,189 | 0,002 | 0,00 | 0,79
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CuHJ 362 1,03| 156| 1,89| 0,82| 5,09 0,761| 0,139 | 0,259 | 0,200|0,15|0,49
CuRZ 0,00| 0,72] 0,15| 0,46| 4,12| 0,21) 0,001 | 0,098 | 0,025| 0,048 |0,75|0,02
CuTL 349| 001| 193] 341| 0,45| 0,78] 0,734| 0,001 | 0,319 0,359|0,08|0,08
DIRT 1,40| O0,77| 0,73| 1,83| 158| 196| 0,295| 0,105]| 0,121| 0,192 |0,29|0,19
ECI 0,55| 0,68| 0,17| 5,02| 0,00 7,02| 0,115| 0,093 | 0,028 | 0,529 | 0,00 | 0,68
FeHJ 1,11| 292| 1,75| 1,87| 1,33| 1,26 0,233| 0,397| 0,290| 0,197 0,24 0,12
FeRZ 202| 0,20| 2,52| 2,44| 0,38| 1,59| 0,426| 0,027 | 0,417] 0,257]0,07|0,15
FeTL 2,10 260 0,01| 631| 0,66| 2,25| 0,442 | 0,354 | 0,001 | 0,664 |0,12|0,22
FHJ 4,06| 0,16| 0,83| 3,35| 3,16| 0,46 0,854 | 0,022| 0,137 | 0,353 | 0,57 | 0,04
FRZ 245| 154| 0,00| 0,69| 0,39| 0,69]| 0,515]| 0,210 0,001| 0,073]0,07|0,07
FTL 282| 158| 2,34| 3,75| 451| 0,21] 0,592 | 0,214 | 0,388 | 0,395| 0,82 0,02
GRTL 166| 0,00 158| 594| 198| 0,03 | 0,348 | 0,000| 0,261 | 0,625 | 0,36 | 0,00
gs 0,30 3,74| 0,09| 350| 0,01| 7,61]| 0,062 | 0,509 | 0,014| 0,369|0,00|0,73
HJ 259| 001] 1,36 0,00 1,11| 0,00| 0,545]| 0,002 | 0,225 | 0,000 | 0,20 | 0,00
KHJ 1,03| 505| 0,23| 058 125| 1,27| 0,216 0,687 | 0,038 | 0,061 |0,23|0,12
KRZ 0,08 638| 3,01| 3,02| 446| 0,03| 0,017]| 0,867 | 0,498 0,318|0,81|0,00
KTL 0,79] 567] 1,60] 0,02] 1,59| 2,01| 0,165]| 0,771 | 0,266 | 0,002 | 0,29 | 0,19
LNRZ 046| 1,84| 0,75| 3,58| 0,95| 0,08| 0,098 | 0,249 | 0,124| 0,377|0,17|0,01
LORT 322| 0,06 2,24| 0,46| 0,73| 0,02| 0,677 | 0,008 | 0,371 | 0,048|0,13|0,00
MgHJ 1,20 0,89| 1,26| 1,47| 0,02| 4,11| 0,253 0,121 0,209 0,155| 0,00 | 0,40
MgRZ 098] 044| 1,07| 0,97] 3,63| 0,65]| 0,205]| 0,060 0,177 | 0,102 | 0,66 | 0,06
MgTL 298| 161| 419| 0,88| 0,16| 1,00| 0,626 | 0,219 | 0,694 | 0,093 |0,03|0,10
MnHJ 1,12]| 407 205| 0,11| 0,53| 3,81| 0,234| 0,553| 0,339| 0,012 |0,10| 0,37
MnRZ 062 1,25| 293| 0,92| 1,65| 2,21| 0,130| 0,170 | 0,485| 0,097|0,30| 0,21
MnTL 190| 2,48| 449| 0,14| 0,11 4,55]| 0,400| 0,336 | 0,744 | 0,014 | 0,02 | 0,44
NaHJ 2,33| 1,33| 0,02| 0,33|n/a__|n/a 0,490 | 0,180 | 0,004 | 0,035 |n/a_|n/a
NaRZ 3,15| 0,28| 2,16| 0,07| 3,34| 1,44| 0,661| 0,038 0,358 | 0,008 0,61 |0,14
NaTL 324| 1,74| 3,04 0,08 191| 3,18| 0,681| 0,237 | 0,504 | 0,009|0,35|0,31
NHJ 262| 1,17 2,00 0,46| 2,45| 1,92| 0,550 0,159 | 0,330 | 0,048|0,44 (0,19
NRT 341| 003| 451| 0,85 259| 0,92| 0,716| 0,004 | 0,746 | 0,089 0,47 | 0,09
NRZ 021] 1,31| 441| 0,00] 3,25| 0,04| 0,044| 0,179 | 0,730 0,000 | 0,59 | 0,00
NTL 393| 0,75| 3887| 1,25| 1,22| 0,53| 0,827| 0,102 | 0,640| 0,131 |0,22|0,05
PERT 1,07| 052| 3,40 098| 2,01| 0,98 0,225| 0,071] 0,562 | 0,103 | 0,37 | 0,09
Pn 0,01]| 556| 0,02| 466| 0,13| 0,62| 0,003 | 0,756 | 0,003 | 0,491|0,02| 0,06
PSHJ 3,14| 0,28| 2,06| 1,16| 3,20| 0,33| 0,660| 0,038 | 0,341| 0,122]0,58 | 0,03
PSRZ 231| 065| 441| 0,00] 2,63| 2,03| 0,485 0,089 | 0,730 | 0,000 0,48 0,20
PSTL 3,74| 0,00| 464| 0,04] 435| 0,18)| 0,785| 0,000 | 0,768 | 0,005|0,79|0,02
RT 0,18| 4,06| 0,10| 4,04| 0,11| 6,95| 0,038 | 0,552 | 0,017 | 0,426 | 0,02 | 0,67
SHJ 191| 0,22| 0,14| 6,78| 1,37| 1,20| 0,402 | 0,030| 0,023| 0,714|0,25]0,12
SRZ 3,17| 0,89 0,09| 0,37] 0,09| 1,86| 0,667| 0,121 | 0,016| 0,038 |0,02|0,18
STL 2,64 0,70| 0,64| 731] 2,61| 0,00] 0,555]| 0,095| 0,105 0,770| 0,47 0,00
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Ti 0,18 341| 0,83| 0,69| 0,44| 0,14| 0,039 0,464 | 0,138 | 0,073 /0,08 0,01
VPD 0,35]| 469| 0,52| 0,54| 0,14| 4,15| 0,074 | 0,638 | 0,086 | 0,057 | 0,02 | 0,40
WUE 051| 186| 0,64| 0,00| 0,07| 818| 0,108 | 0,253 | 0,106 | 0,000|0,01|0,79
ZnHJ 2,11| 3,06| 2,63 2,56| 3,15| 0,02| 0,442 | 0,416 | 0,436 | 0,269 | 0,57 | 0,00
ZnRZ 1,17| 3,65| 0,00 531| 4,02| 0,91 0,246 | 0,496 | 0,000 | 0,559 |0,73|0,09
ZnTL 0,08| 260| 0,75| 6,42| 0,04| 0,35 0,016 0,353 | 0,125| 0,676 0,01 |0,03

C6. Grafico de correlaciones de parametros de variables de crecimiento, produccién de
mini-raices tuberosas, fotosintesis y nutrientes determinados en batata en diferentes
etapas del ciclo de cultivo. a. 60dds. b. 75ddd. c. 90dds
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C7. Costos generales de produccion de plantulas in vitro en la fase de laboratorio basado
en la composicién del medio de cultivo MS.

COSTOS DE LOS REACTIVOS UTILIZADOS PARA PREPARAR UN LITRO DE MEDIO DE
CULTIVO MS PARA BATATA
Ref (catalogo Precio por Cantidad requerida  Precio por litro

Reactivos sigma-aldrich) gramo en medio MS (g/L) de medio MS
Nitrato de amonio A3795 $526 1,65 $ 868
Nitrato de potasio P8291 $568 1,9 $1.079
Sulfato de magnesio

heptahidratado M2773 $ 497 0,37 $ 184
Fosfato de potasio

monobasico P5655 $643 0,17 $ 109
Cloruro de calcio dihidrato C7902 $ 528 0,44 $ 232
Sulfato de hierro (ll)

heptahidratado F8263 $ 568 0,0278 $16

Sal disédica del acido
etilendiaminotetraacético

dihidrato E6511 $1.002 0,0367 $ 37
Acido bérico B6768 $ 546 0,0062 $3
Sulfato de manganeso (ll)

monohidrato M7899 $ 834 0,0223 $19
yoduro de potasio P8166 $3.043 0,00083 $3
Molibdato de sodio dihidrato M1651 $ 2.994 0,00025 $ 1
Sulfato de zinc

heptahidratado 71001 $778 0,0086 $7
Hexahidrato de cloruro de

cobalto (I1) C2911 $3.584 0,000025 $0
Sulfato de cobre (11)

pentahidratado C8027 $ 736 0,000025 $0
mioinositol 17508 $4.435 0,1 $ 444
clorhidrato de tiamina T1270 $8.204 0.0001 $1
ACidO 1-naftalenoacético N0640 $ 4.524 0,0002 $ 1
Phytagel P8169 $1.849 3 $5.548
Agua, Desionizada

Destilada, ASTM Tipo Il 6442-85 $55 1000 $ 55.330
Azucar Manuelita $5 30 $ 152
TOTAL Litro de medio MS $ 64.032

COSTOS MEDIO MS PARA BATATA USADOS PARA INTRODUCCION Y MULTIPLICACION
PLANTULAS in vitro

Volumen Plantas Precio volumen

medio usado  por requerido de medio  Costo plantula
Recipiente (ml) recipiente MS in vitro
Introduccion (tubo 55mL) 10 1 $ 640 $ 640
Introduccién (frasco 250mL) 20 1 $1.281 $1.281

Multiplicacién (contenedor
750mL) 60 10 $3.842 $384
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C8. Costos generales de produccion de semilla super €lite en invernadero y é€lite en
vivero basado en la composicion de los sustratos usados en cada una de las fases de
produccion de semilla.

COSTOS DE LOS SUSTRATOS USADOS EN INVERNADERO PARA BATATA
SEMILLA SUPER ELITE

Cantidad

Cantidad requerida
Sustratos (%) Kg/ bandeja (Bulto) Valor x unidad Valor 1 Bandeja
Turba (50 Kg) 60 0,93 0,019 $ 223.535 $4.158
Lombriabono (50 Kg) 20 1,22 0,024 $ 38.500 $ 940
Cascarilla de arroz
(50 Kg) 20 0,42 0,008 $ 33.000 $ 280
TOTAL COSTO SUSTRATO BANDEJA 40 ALVEOLOS $5.377
COSTO SUSTRATO POR PLANTA SEMILLA SUPER ELITE $134

COSTOS DE LOS SUSTRATOS USADOS EN VIVERO PARA BATATA
SEMILLA ELITE

Cantidad

Cantidad requerida
Sustratos (%) Kg/cama (Bulto o m®) Valor x unidad  Valor 1 cama
Arena fina (m3) 70 2618 1,70 $ 70.588 $119.225
Lombriabono (Bulto
50 Kg) 10 198 3,96 $ 38.500 $ 152.460
Sustrato de coco
(Bulto 25 Kg) 20 88 3,52 $ 40.000 $140.800
Estructura metdlica
cama de vivero 1 1 $1.361.666 $ 1.361.666
TOTAL COSTO SUSTRATO PARA UNA CAMA (1000 PLANTAS) $1.774.151
COSTO SUSTRATO POR PLANTA SEMILLA ELITE $1.774
COSTO SEMILLA ELITE MINI-RAICES TUBEROSAS (2 por planta) $ 887

COSTO SEMILLA ELITE ESQUEJE (6 por planta) $ 296
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