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RESUMEN

Con fines de disminuir el uso de fungicidas sintéticos para el control del hongo Botrytis cinerea,
causante del moho gris en un gran namero de cultivos de importancia agricola, como la
zarzamora (Rubus fruticosus), la biotecnologia moderna ofrece la mutagénesis in vitro por
radiacion gamma como una alternativa para la produccién de plantas resistentes a este hongo.
En la presente investigacién se seleccionaron plantas mutantes in vitro de zarzamora (R.
fruticosus Cv. Tupy) rfgum5, rfgum6 y rfguml17, a partir de brotes irradiados con radiacion
gamma, potencialmente resistentes a B. cinerea, por lo que se realizaron ensayos de resistencia
en plantas in vitro y cultivadas tanto en invernadero como en campo (macrotinel), asi como
estudios morfoanatdmicos para detectar posibles cambios fenotipicos en comparacién con
plantas no mutadas (no irradiadas). Se irradiaron yemas apicales de plantas micropropagadas
de zarzamora Cv. Tupy con cinco dosis de radiaciéon gamma cobalto-60 (0, 15, 30, 45y 60 Gy)
y se cultivaron en medio basal Murashige y Skoog con 1 mg/L de benciladenina y 0.06 mg/L de
acido indol-3-butirico (medio MSB). Después de 28 dias de cultivo, se evalu6 la supervivencia
para determinar la dosis letal media (DLso), y se irradiaron 200 brotes a la DLso determinada
(30.8 Gy). Después de 28 dias, los brotes sobrevivientes fueron micropropagados en medio
MSB durante 60 dias. Para la seleccion de brotes resistentes a B. cinerea, se cultivaron brotes
no irradiados por 28 dias en diferentes concentraciones de filtrado de cultivo estéril de B. cinerea
(0, 2, 4,6,8y 10 g/L) para determinar una concentracion letal media (CLso) de 4.6 g/L. En este
medio de seleccion, se obtuvieron tres lineas sobrevivientes (rffgumb, rfgum6 y rfgum17) que no
presentaron cambios en comparacion con los brotes de control, los que fueron micropropagados
para obtener plantulas, en la que se realizaron las pruebas de resistencia in vitro, utilizando
hojas desprendidas inoculadas con B. cinerea (1x10° esporas/mL). Las plantas de las lineas
mutantes rfgum5 y rfgum6 mostraron una alta resistencia a B. cinerea y presentaron un
crecimiento similar al de las plantas control. Para el cultivo en invernadero y campo, las plantas
micropropagadas de las tres mutantes en estudio y de plantas control (no irradiadas), de 90 dias
de cultivo, fueron trasplantadas en una mezcla de suelo promix/vigoro, 2:1, en contenedores de
1 kg, y aclimatadas por 90 dias en invernadero. Después de 180 dias, fueron cultivadas en
campo en condiciones de macrotunel con riego por goteo. Las pruebas de resistencia se
realizaron cada 90 dias, durante el cultivo en invernadero y hasta la etapa de fructificacion en
campo, estos bioensayos se realizaron de manera similar al realizado con las hojas de plantas
in vitro. Los sintomas de la enfermedad se evaluaron de acuerdo al indice de severidad
establecido. Los frutos producidos en plantas cultivadas en campo, también fueron sometidos a
estas pruebas, utilizando frutos maduros con inoculacién en la base del pedinculo. De acuerdo
a estas pruebas, la resistencia de las plantas mutantes rfgum5 y rfgum6 a B. cinerea
determinada en condiciones in vitro, se mantuvo tanto en invernadero como en campo,
mostrando un IS de 1. Se determinaron diferentes descriptores de acuerdo a la UPOV (Union
Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales), observando cambios en
algunos de ellos, pero las plantas de la mutante rfgum6 presentaron el menor nidmero de
cambios morfoanatomicos, mostrando un desarrollo y crecimiento éptimos en comparacién al
presentado por las plantas de las lineas mutantes rfgum5 y rfgum17, ademas de presentar la
mayor similitud con las plantas control (no irradiadas), con la mayor produccién de frutos, de
mayor peso y grados Brix. Las plantas de la linea rfgum6 presentaron estabilidad de la
resistencia a B. cinerea y no mostraron cambios morfoanatdémicos respecto a las plantas control,
por lo que las perspectivas son su cultivo en campo por mas de dos ciclos y realizar su
caracterizacion molecular para determinar el mecanismo de resistencia.

Palabras clave: Botrytis cinerea, mutantes, rayos gamma, resistencia, zarzamora.
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ABSTRACT

In order to reduce the use of synthetic fungicides for the control of the fungus Botrytis
cinerea, which causes gray mold in a large number of crops of agricultural importance, such
as blackberry (Rubus fruticosus), modern biotechnology offers in vitro mutagenesis by
gamma radiation as an alternative for the production of resistant plants to this fungus. In the
present research, mutant in vitro blackberry plants (R. fruticosus Cv. Tupy), rfgum5, rigum6
y rfgum17, were obtained from shoots irradiated with gamma radiation, potentially resistant
to B. cinerea, so resistance tests were carried out on in vitro plants and grown both in
greenhouse and in the field (macrotunnel), as well as morphoanatomical studies to detect
possible phenotypic changes compared to non-mutated (non-irradiated) plants. Shoot tips
of in vitro-micropropagated blackberry plants (Rubus fruticosus ‘Tupy’) were irradiated with
five doses of Cobalt-60 gamma radiation (0, 15, 30, 45, and 60 Gy) and cultured on
Murashige and Skoog basal medium containing 1.0 mg/L benzyladenine and 0.06 mg/L
indole-3-butyric acid (MSB medium). After 28 days of culture, survival was evaluated to
determine mean lethal dose (LDso), and 200 shoots were further irradiated at the determined
LDso (30.8 Gy). After 28 days, the surviving shoots were micropropagated on MSB medium
for 60 days. Non-irradiated shoots were screened for the in vitro selection of resistant B.
cinerea, exposing them to different concentrations of sterile culture filtrate of B. cinerea (0O,
2, 4,6, 8, and 10 g/L) for 28 days to determine mean lethal concentration (LCsp), and the
irradiated surviving shoots were further exposed to the determined LCso (4.6 g/L). Three
surviving lines (rfgum5, rfgum6, and rfgum17) that did not present changes compared with
the control shoots were micropropagated to obtain plantlets, which were further subjected
to in vitro resistance assays using detached leaves inoculated with B. cinerea (1x103
spores/mL). Plants of rfgum5 and rfgum6 mutant lines were highly resistant and presented
similar growth to control plants. For greenhouse and field cultivation, the micropropagated
plants of the three mutants under study and control plants (not irradiated), of 90 days of in
vitro culture, were transplanted in a mixture of promix/vigoro® soil, 2:1, in containers of 1
kg, and acclimatized for 90 days in greenhouse. After 180 days, they were grown in the field
under macrotunnel conditions (cultivation in mulch on plowed soil added with compost, with
drip irrigation). Resistance tests were performed every 90 days, during greenhouse
cultivation and up to the field fruiting stage, these bioassays were performed in a similar way
to that performed with in vitro plant leaves. The symptoms of the disease were evaluated
according to the severity index established. The fruits produced in plants grown in the field
were also subjected to these tests, using ripe fruits with inoculation at the base of the
peduncle. According to these resistance tests, it was determined that resistance to B.
cinerea was maintained during cultivation both in the greenhouse and in the field, of the
mutant plants rigum5 and rfgum6, showing an IS of 1. Different descriptors were determined
according to UPOV (International Union for the Protection of New Varieties of Plants),
observing changes in some of them, but the plants of the mutant rfgum6 presented the least
number of morphoanatomical changes, showing optimal development and growth,
compared to that presented by the plants of the rfgum5 and rfgum17 mutant lines, in addition
to presenting the greatest similarity with the control plants (not irradiated), with the highest
production of fruits, of greater weight and °Bx. Plants of the rfgum6 line presented stability
of resistance to B. cinerea and showed no morphoanatomical changes, with respect to the
control plants, so the prospects are their cultivation in the field for more than two cycles and
perform their molecular characterization to determine the resistance mechanism.

Keywords: Blackberry, Botrytis cinerea, gamma rays, mutants, resistance.
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1. INTRODUCCION GENERAL

México es uno de los mayores productores de zarzamora (Rubus spp) en el mundo
y el estado de Michoacan representa el 98.5% de la produccién nacional, de la cual
el 90% se exporta como producto fresco o congelado (FAOSTAT, 2020; SIAP,
2020). Esta frutilla es altamente nutritiva por el alto contenido de fibra soluble,
vitaminas, minerales y compuestos fendlicos. Estos Udltimos presentan
principalmente propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas
(Cuevas et al., 2010; Azofeifa et al., 2013).

Mediante procesos de seleccion y la generacion de hibridos, se han establecido las
bases para los programas de mejoramiento genético con los cuales se han obtenido
diversas variedades comerciales (cultivares) de zarzamora (Moore y Skirvin, 1990),
con frutos de mejor calidad con sabores distintivos, mejores habitos de crecimiento
(erecto, semierecto y de guia), produccion de frutos mas firmes, con una mayor vida
de anaquel. Con este prop0ésito, periddicamente se generan nuevos cultivares para
tener un mejor manejo de esta fruta. Es asi que, en nuestro pais, desde la década
de los 90’s se cultivan variedades comerciales como la Brazos, Tupy, Choctaw,
Shawnee, Kiowa, Comanche, Cheyenne y Cherokee, por mencionar algunas. El
cultivar Tupy, que por sus caracteristicas de la planta y del fruto, es la que se cultiva
en la mayor superficie mexicana y a nivel mundial, es una zarzamora de hébito
semierecto, resultante de una cruza entre Comanche y una seleccién nativa de
Uruguay, vigorosa, de espinas prominentes y productora de frutos grandes (Barraza
et al., 2004; Clark y Finn, 2008; Intagri, 2021).

Este cultivo es atacado por hongos fitopatégenos, y uno de los principales es
Botrytis cinerea, que causa la enfermedad mejor conocida como moho gris, esta se
hace presente en cualquier etapa del desarrollo de la planta y puede infectar tallos,
hojas, flores y frutos, estos incluso en postcosecha (Dean et al., 2012). Actualmente,
el control de este hongo fitopatdgeno se realiza mediante técnicas de agricultura

convencional, con el uso de fungicidas quimicos sintéticos, los que, por su uso
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desmedido, se acumulan en las plantas, en el suelo y contaminan los mantos
acuiferos, por lo que son considerandos compuestos téxicos potencialmente
dafiinos para el humano y el medio ambiente, contribuyendo también a la aparicion

de cepas fungicas resistentes (Singh et al., 2007).

Con el fin de reducir las pérdidas en los cultivos agricolas, de contribuir en la
disminucién de la contaminacién por agroquimicos y bajar la emergencia de cepas
fungicas resistentes a estos, es imprescindible realizar investigaciones que
propongan alternativas viables. En la actualidad, los métodos de seleccion genética
vegetal como las mutaciones inducidas mediante el uso de radiaciones gamma han
permitido la obtencidn de plantas con nuevas caracteristicas, entre ellas la
resistencia a hongos. Las pérdidas ocasionadas por B. cinerea en los campos de
cultivo de zarzamora en México, justifica la obtencidbn de nuevos genotipos

resistentes a este patégeno.

La generacion de mutaciones es una estrategia confiable para obtener genotipos de
zarzamora resistentes a los hongos. Los mutagenos fisicos se han utilizado con mas
frecuencia que los quimicos, y los rayos gamma son los mutdgenos mas utilizados
(Beyas y Yildiz, 2017; Li et al., 2019). Cerca de 3,200 variedades mutantes de mas
de 210 especies de plantas, incluidos numerosos cultivos, plantas ornamentales y
arboles, se han registrado oficialmente para uso comercial en todo el mundo
(FAO/IAEA Mutant Variety Database, 2012). Con esta técnica, se han obtenido
plantas con nuevas caracteristicas, seleccionadas a través de la mutagénesis in
vitro utilizando irradiacion gamma (Shu et al., 2012; Celik y Atak, 2017). En el
desarrollo de estas investigaciones, es importante determinar la dosis letal media
(DLso), la dosis de radiacion que se espera que cause la muerte de hasta el 50% de
la poblacién expuesta, una proporcion considerada como el rango dentro del cual
se producen mutaciones utiles en los programas de mejoramiento genético (Mudibu
et al., 2012). La combinacion de la mutagénesis con la seleccion in vitro facilita la
seleccion de caracteristicas controladas y mejora la recuperacion de las mutantes

deseadas. Ademas, los agentes de seleccion eficientes son esenciales para
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identificar las nuevas caracteristicas en las células o tejidos irradiados (Liu et al.
2005).

Los filtrados estériles de diferentes hongos son de utilidad para seleccionar lineas
0 genotipos resistentes a hongos, discriminandolos de los susceptibles, utilizando
cultivos in vitro de tejidos, brotes o plantulas irradiados (Gupta y Acharya, 2018). La
combinacion de irradiacion gamma y la seleccion con filtrados estériles de hongos,
ha sido utilizada para la seleccién de plantas mutantes resistentes a hongos, tales
como crisantemo, frijol comun y jengibre (Kumar et al. 2012; Solis-Ramos et al.
2015; Sharma et al. 2020). Los estudios in vitro, de invernadero y de campo en
diferentes especies como cardamomo (Elettaria cardamomum), crisantemo
(Dendranthema grandiflora) y palma (Phoenix dactylifera), han confirmado la
presencia de mutantes resultantes de procesos de seleccién cuya progenie retuvo
caracteristicas de la resistencia adquiridas durante la fase de cultivo de tejidos
(Zuhiga et al. 2010; Jain, 2012; Kumar et al. 2012). No hay estudios que demuestren
la resistencia fungica en mutantes de especies de Rubus y otras frutillas, obtenidas

por irradiacion gamma.

Es por ello, que, en la presente investigacion, se determind la tasa de supervivencia
(DLso) de brotes cultivados in vitro de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupy),
irradiados con rayos gamma (0-60 Gy) para seleccionar genotipos resistentes a B.
cinerea utilizando filtrado estéril de este hongo. Se seleccionaron tres lineas
mutantes (rfgum5, rfgum6 y rfgum17), obteniendo plantas micropropagadas de
estas, a las que se le determiné la resistencia a B. cinerea, en cultivos in vitro y bajo
cultivo en invernadero y campo, mediante bioensayos in vitro, y se realiz6 la
caracterizacion morfoanatébmica de las mutantes cultivadas bajo condiciones de

invernadero y cultivadas en una huerta comercial (macrotunel).
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2. ANTECEDENTES
2.1. ZARZAMORA (Rubus fruticosus L.)

2.1.1. Caracteristicas botanicas de la zarzamora

La zarzamora (Rubus fruticosus) es una planta arbustiva de aspecto sarmentoso
perteneciente a la familia de las rosaceas (Rosaceae). Presenta flores compuestas
de 5 sépalos y 5 pétalos blancos o rosados sobre un receptaculo ensanchado, con
numerosos estambres que crecen en racimos dando lugar a inflorescencias de
forma oblonga o piramidal, sus ramas son arqueadas y espinosas, con hojas
compuestas de 3 o 5 foliolos elipticos y de borde aserrado dispuestos de forma
palmeada de color verde oscuro por el haz y blanco-tomentoso por el envés. Se
caracteriza por la presencia de un fruto pequefio llamado polidrupa, redondo o
ligeramente alargado, compuesto por pequefios glébulos sobre un receptaculo que
contienen en su interior una semilla diminuta, es verde al principio, pasa por
tonalidades rojizas y finalmente es negro brillante intenso cuando madura
(Rzedowski et al., 2005; Sanchez-Garcia, 2009; Lim, 2012) (Figura 1).

La planta fructifica en aproximadamente siete meses de edad, sus frutos crecen
rapidamente obteniendo su tamafo completo a los 30 dias, después de la antesis,
dependiendo de las condiciones de cultivo. El tiempo que lleva en alcanzar el color
rojo esté relacionado con la temperatura y puede variar entre 20 y 60 dias. Por sus
caracteristicas fisiologicas, el fruto de zarzamora es considerado como no
climatérico, ya que no tiene la capacidad de madurar después de la cosecha, por lo
gue debe ser cosechada justo en el momento en el que ha adquirido su madurez de
consumo (color homogéneo y caracteristico del fruto maduro, sabor dulce, calidad
de azlcar y solidos adecuados), lo que reduce su vida postcosecha. Contiene un
80% de su peso de agua y el resto esta compuesto por azucares, vitaminas, acidos
organicos, y sales de calcio. Tienen un alto contenido en fibras, lo que mejora el
transito intestinal, contiene gran cantidad de carotenoides y antocianinas que
presentan actividad antioxidante (Sanchez-Garcia, 2009).
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Figura 1. Planta de zarzamora (Rubus fruticosus): Partes de la planta y partes
del fruto. Tomada de:
https://www.pinterest.com/pin/562035228472475410/

2.1.2. Cultivo y produccién de zarzamora

El cultivo de zarzamora (Rubus spp) tiene gran importancia comercial, ya que
constituye inversiones considerables de capital en nuestro pais, por lo que en los
ultimos afos la produccion de zarzamora ha aumentado en un 335%, siendo los
estados de Michoacéan, Jalisco, Hidalgo y México, los principales productores. Su
importancia como cultivo a nivel mundial se debe a su sabor, versatilidad en la
industria de alimentos y propiedades antioxidantes (Oszmianski et al., 2015; Souza
et al., 2015). En Latinoamérica, los primeros paises en incursionar en el cultivo de
la zarzamora fueron Chile, México, Guatemala y Colombia, de los cuales en solo
una década Mexico ha logrado posicionarse como el principal productor y
exportador de esta frutilla (SAGARPA, 2016).
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Desde inicios del cultivo, Michoacan ha tenido una participacion superior al 90% del
total de la produccion nacional (SAGARPA, 2018), debido a que en este estado
existen las condiciones edafocliméticas 6ptimas para el cultivo de zarzamora, esto
es, suelos ligeramente acidos, agua con bajo contenido de sales y temperaturas
templadas, lo cual lo hace un estado altamente productivo, con un alto potencial
fruticola (SAGARPA, 2018). En los ultimos 6 afos, la produccion de zarzamora en
Michoacan aumenté casi un 100 por ciento, al pasar de 146 mil toneladas en el
2014, a mas de 285 mil en 2019; ademas, el valor de la produccion crecioé 125 por
ciento, al pasar de 4 mil 990 millones, a casi 11 mil millones, en ese mismo periodo
(SEDRUA, 2019). Segun informacion presentada por FAOSTAT en el afio 2020 la
produccion mundial de zarzamora fue de 927, 344 ton y se destina en su mayor

parte a congelado (75%).

En México se han introducido diversos cultivares como Cherokee, Comanche,
“Cheyene”, “Shawnee”, “Choctaw” y “Brazos”, originarias del programa de
mejoramiento genético de la Universidad de Arkansas en E.U.A. Sin embargo, en
Michoacéan mas del 90% de la produccion es del cultivar Tupy, de origen brasilefio.
Este cultivar destaco del resto dado que presenta un fruto de buena consistencia
gue permite una mayor vida de anaquel, lo cual facilita su transporte en camiones
refrigerados, reduciendo los costos de comercializacion, ademas de tener un

excelente tamafio, color y sabor (SEDRUA, 2020).

2.1.3. Enfermedades de zarzamora

Las enfermedades fungicas son las méas importantes en el cultivo de zarzamora, ya
gue causan enormes pérdidas y su control eleva el costo de produccion debido al
uso de fungicidas quimicos (INFOAGRO, 2002). Entre las enfermedades fungicas,
se encuentra la cenicilla la cual es ocasionada por Sphaerotheca macularis, ésta se
hace presente por decoloraciones en el haz de las hojas y en el envés se presentan
las masas de esporas generalmente de color blancas que después se tornan grises

(Figura 2A). Peronospora sparsa ocasiona la enfermedad de mildiu, para la cual el
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cultivar Tupy es altamente susceptible, su principal afectacion se presenta en etapas
tempranas del fruto ocasionando malformaciones en el mismo y limitando el
crecimiento de la planta (Figura 2B). Sin embargo, la enfermedad mas importante
para este cultivo es la podredumbre gris, ocasionada por Botrytis cinerea, esta
enfermedad se manifiesta como una mancha polvosa de color grisaceo que avanza
hasta cubrir el tejido y finalmente momificarlo, el mayor problema se presenta
cuando se cosechan frutos contaminados ya que el hongo es capaz de hacerse

presente en postcosecha (Figura 2C) (Revollar- Alviter, 2011).

Figura 2. Slntomas de |nfeCC|on por hongos en zarzamora: A) Abundante
esporulacion en hojas, por Sphaerotheca macularis; B) Malformacion
de frutos por Peronospora sparsa; C) Frutos momificados por Botrytis
cinerea. Tomadas de Revollar-Alviter, 2011.

2.2. Botrytis cinerea Pers.: Fr.

Botrytis cinerea Pers.:Fr causa la enfermedad del moho gris o podredumbre gris y
ha sido clasificado como el segundo patégeno de plantas mas importante (Dean et
al., 2012), es la forma asexual del hongo Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz,
pertenece a la division Ascomycota, clase Leotiomycetes, orden Helotiales y familia
Sclerotiniaceae (Williamson et al., 2007). Aunque normalmente se designa a los
hongos por el estado sexual o teleomorfo, en este caso, el estado anamorfo o forma
asexual B. cinerea, es la especie mas estudiada y cominmente observada en la
naturaleza (Abbey et al., 2018).
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El impacto global de B. cinerea en los cultivos y los derivados de estos es evidente
debido a su amplio rango de hospederos, se ha reportado que infecta mas de 230
especies vegetales (Elad et al., 2007; Walker et al., 2015). B. cinerea es un hongo
necrotréfico, que puede infectar varias partes de la planta como las flores, las hojas,
los tallos y los frutos, aprovechandose generalmente cuando hay heridas y se puede
presentar en diferentes etapas de desarrollo del cultivo, es decir, desde la plantula

hasta la etapa de maduracién de los frutos (Yahaya et al., 2015).

B. cinerea se caracteriza por las abundantes conidias (esporas asexuales), las
cuales tiene forma oval adheridas en el extremo de conidioforos grises ramificados.
Tiene la habilidad de sobrevivir como saprofito en cultivos viejos al producir
estructuras de resistencia, pasa el invierno en forma de esclerocio o como micelio
intacto sobre los tallos muertos u otros desechos de las plantas, esta habilidad
permite que el patdgeno prospere en los cultivos y areas de almacenamiento afio
tras afo (Dewey y Downton, 2016). En condiciones climéticas favorables, estas
estructuras de supervivencia germinan para producir abundantes conidias que se
dispersan por el viento y el agua hacia los tejidos sanos para iniciar la infeccion. El
patdgeno no solo es un patégeno oportunista que puede infectar facilmente sitios
de heridas o aberturas naturales, sino que también puede penetrar superficies
intactas del huésped (Phillips et al., 1987; Williamson et al., 1995; Cole et al.,1996).

Los tejidos infectados se caracterizan principalmente por una masa de conidios
grises, que son visibles a simple vista y pueden dispersarse facilmente para causar
infecciones secundarias, en el fruto se produce un ablandamiento y cuando es muy
severo se cubre completamente con vello gris (Figura 2C). Las flores abiertas son
facilmente infectadas debido a la humedad aprisionada entre sus estructuras y a la
exudacién de jugos azucarados en los estigmas. También dafa tejidos vegetativos
como hojas y tallos, denominados tizones o pudriciones (Pérez-Marin, 1991). Se ha
estimado que el patégeno causa pérdidas anuales $10 mil millones a $100 mil
millones de délares (Boddy, 2016).
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El ciclo de vida comienza con la formacién de las conidias en los conidiéforos y su
posterior liberacion y propagacion por corrientes de aire, éstas germinan cuando las
condiciones son favorables (alta humedad relativa y presencia de nutrientes). El
tubo germinal se prolonga e inicia la penetracién del tejido vegetal, dando lugar a
una lesion primaria (Van Kan, 1997). En todo este proceso, el hongo secreta
diversos componentes para debilitar las defensas del hospedero, destacando
enzimas hidroliticas que degradan las paredes celulares como celulasas, xilanasas,
poligalacturonasas, etc. (Schumacher y Tudzynski, 2012). La lesién en el hospedero
se generaliza cuando los tejidos sanos circundantes son colonizados y macerados,
produciéndose una necrosis generalizada y la muerte de la planta o parte infectada
de ésta. Se inicia, entonces, la produccion de nuevas conidias que seran
diseminadas por el aire, pudiendo colonizar nuevos hospedantes, completdndose
asi, el ciclo de vida del hongo (Schumacher y Tudzynski, 2012) (Figura 3).

Dada la importancia del patdogeno en la produccién agricola, su control es de gran
preocupacion, aunque se han utilizado diversas estrategias de control, los
fungicidas sintéticos siguen siendo el método més comun utilizado en todo el
mundo, principalmente en nuestro pais. Sin embargo, su uso continuo presenta
desventajas; una mayor preocupacion publica sobre la contaminacion de frutas y
verduras con residuos de fungicidas sintéticos y su efecto en la salud humana
(Tripathi et al., 2008; Farquhar et al., 2009); un mayor desarrollo de resistencia en
poblaciones de patégenos (Leroux, 2004; Fa et al., 2017; Rupp et al., 2017); y
contaminacion ambiental (Howell, 2001; Elmer y Michailides, 2004). Estas
desventajas hacen que se potencie la busqueda de nuevas alternativas de control
mas efectivas y menos dafiinas para el medio ambiente. Una alternativa es el
mejoramiento genético de plantas, con el que se ha contribuido a mejorar el grado
de sostenibilidad de los sistemas agropecuarios de produccion, mediante el
desarrollo de genotipos adaptados a nuevos requerimientos ambientales y nuevas

demandas del mercado de consumo.




%/&Mﬂ’ﬁﬂl@’

Conidias en conidioforo "
- s 2ot —
&3 S
Conidia ]
"9 e T
- 1 v
5 Pétal I— : Tejidos con \
Plantula Flor €208 Necrosis apical foliar ; \
Conldloforo y marchitos heridas \
comdlas
5
Conidioforo \

| producido por \
\ micelio \

t

gris sobre los tejidos
infectados

A \ \ : @ 1
stiin® ' I
o Y ]
Y/ Lascanidas Las células infectadas D 'A‘J ‘
&R v f , Micelio ge::::::r'\ F;T?:::)n € muereny se Los tejidos invadidos se
v | 4" producido por ! desintegran suavizan y se pudren
N \( & esclerocio o 8
S Los conididforos y N e @
A N o ) e e
\ ‘\ conidias forman el moho A : .
Micelio i ji s R

%
AF
B 19\
;j 0 <
Micelios y esclerocios
sobreviven el invierno en ,
o sobre restos vegetales y AIRE
en el suelo Caida de plantula

sCad ey

Flor marchita Moho gris en lechuga Podredumbre de Moho gris en fresa Podredumbre apical de
bulbos manzana

Figura3. Ciclo de vida y de infeccion de Botrytis cinerea (Tomado de Agrios,
1988).

2.3. MEJORAMIENTO GENETICO DE PLANTAS

Con el mejoramiento genético de plantas de valor agrondmico se ha conseguido la
seleccion y generacion de cultivares e hibridos mediante diferentes técnicas, con
fines de obtener nuevas caracteristicas en los cultivos y aumentar la produccién
agricola. Uno de los propositos del mejoramiento genético vegetal es incorporar la
resistencia a enfermedades y a plagas, o a condiciones adversas del ambiente, asi
como para mejorar el sabor, el color, la formay el tamafio de los frutos. Sin embargo,
mediante los métodos tradicionales de seleccion, en ocasiones es dificil obtener
plantas mejoradas y hay que recurrir a métodos alternativos para producir variantes
genéticas utiles, como los que ofrece la biotecnologia moderna (Pierik, 1990; Jain,
2010).
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2.3.1. Mejoramiento in vitro de plantas

La biotecnologia vegetal aporta herramientas que permiten romper barreras fisicas
y genéticas que interrumpen el buen funcionamiento de las hibridaciones normales
por via sexual para la transferencia de genes de las plantas silvestres a las
cultivadas. Mediante el cultivo in vitro de tejidos vegetales se realizan diversos
métodos para conseguir plantas mejoradas, la variacion somaclonal, las mutaciones

inducidas y la ingenieria genética son ejemplos de ellos (Jain, 2010).

Para todas las técnicas in vitro de mejoramiento genético de plantas desarrolladas
hasta el momento, es necesario disponer de una metodologia eficiente que permita
la regeneracion de plantas mediante distintas técnicas de cultivo de tejidos (Bernal-
Parra, 2013). La ingenieria genética se ha aplicado en diferentes ambitos, en
horticultura para obtener variedades de flores con cambios o variaciones en el color
imposibles de obtener mediante cruzamiento o hibridaciéon, como la rosa azul
obtenida a partir de la introduccién de un gen de petunia responsable de la sintesis
de delfinidinas (pigmento responsable del color azul). También se han desarrollado
plantas transgénicas capaces de producir vacunas frente enfermedades como el
tétanos y la malaria (en plantas de platano, lechuga o mango) (Vegay Rivera, 2001).
Sin embargo, aunque ya hace 40 afios desde que se obtuvo la primera planta
transgeénica, el cultivo y consumo de estos alimentos transgénicos no es totalmente

aceptado (Massieu-Trigo, 2009).

Sin embargo, los métodos de seleccién de mutantes, ya sea espontaneos por la
variacion somaclonal e inducidos, representan una alternativa viable, ya que, con
ésta, se han obtenido genotipos con tolerancia a sequia, salinidad, bajas y altas
temperaturas y principalmente con tolerancia a patégenos como bacterias y hongos,
gue cuentan con una mayor aceptacion para su cultivo en el campo y para la
industria de alimentos (Lestari, 2012; FAO/IAEA Mutant Variety Database, 2012).

11
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2.3.2. Mutagénesis in vitro

Las mutaciones espontaneas son el motor natural de la evolucion y el medio de que
se valen los genetistas para domesticar cultivos y crear variedades mejoradas. Las
mutaciones inducidas han contribuido significativamente al mejoramiento vegetal,
con lo que se ha logrado un impacto sobresaliente en la productividad de cultivos
particulares. La combinacion del cultivo in vitro con la técnica de mutagénesis puede
acelerar los programas de mejoramiento, generando variabilidad, a través de
seleccion y mediante la multiplicacion de los genotipos de interés. Este
procedimiento se ha convertido en una de las mayores herramientas en el
mejoramiento de especies horticola-ornamentales (Ahloowalia et al., 2004). La
mutacion inducida como ayuda del mejoramiento ha dado lugar a la introduccién de
nuevas variedades de muchos cultivos como el arroz, trigo, cebada, manzana,
citricos, cafia de azlcar y platano. La base de datos sobre variedades mutantes de
la FAO/IAEA contiene mas de 3, 200 variedades distribuidas oficialmente en 210
especies, que incuyen plantas de ornato, de alto valor agricola y arboles (FAO/IAEA
Mutant Variety Database, 2012).

La aplicacion de la mutacion inducida al mejoramiento de cultivos ha tenido enormes
consecuencias econdmicas en la agricultura y la produccién de alimentos,
actualmente valoradas en miles de millones de ddlares, lo cual, se ha traducido en
millones de hectareas de tierra cultivada. En los ultimos 20 afios se ha observado
un resurgimiento de las técnicas de mutacion, que han trascendido de su utilizacion
directa en el mejoramiento para ser aplicadas en nuevos campos, como el

descubrimiento de genes y el mejoramiento genético (FAO, 2018).

Desde los inicios de la técnica, se prefiere inducir mutagénesis en tejidos
vegetativos mas que en semillas, ya que con estas ultimas no hay homogeneidad
en la obtencion de mutantes por la produccién de quimeras. Pueden utilizarse
diferentes materiales, tales como protoplastos, células en suspensién, callos y

explantes (fragmentos de plantas), a partir de los cuales se establecen los sistemas
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de regeneracién de plantas (Predieri y Zimmerman, 2001). A diferencia de la
transformacion genética, la mutagénesis inducida no introduce material
genéticamente modificado ajeno a la planta. La principal ventaja de la mutagénesis,
con respecto a otras técnicas productoras de variabilidad genética, es que a partir
de una misma poblacion irradiada se pueden obtener genotipos con alteraciones en
genes muy diversos debido a su accién aleatoria en el genoma (Novak y Brunner,
1992).

Existen varios métodos de mutagénesis clasificados como fisicos y quimicos: dentro
de los primeros estan las radiaciones UV (ultravioleta), X o y (gamma); y los
principales mutagenos quimicos son etilmetanosulfonato, metilmetanosulfonato,
nitrosoguanidina y etilnitrosourea. La obtencion de mutantes es efectiva al aplicar
estos métodos de seleccion y de mutacion inducida por la exposicion directa de un
tejido u 6érgano (yemas axilares, hojas, brotes, semillas y tubérculos), que por medio
de su regeneracion a plantas completas dan lugar a especies mejoradas,
modificadas genéticamente (Pacheco-Gomez et al., 2000). Con esta tecnologia se
logra el mejoramiento de plantas mediante la mutagénesis con la finalidad de
desarrollar aquellos caracteres y cualidades internas de la planta (Bermudez et al.
1999), siendo exitosa en especies como platano, jitomate, papa, cafia de azlcar,
arroz, etc. Una de las técnicas para desarrollar variedades de plantas con

caracteristicas superiores es inducir mutaciones usando radiacion gamma.

2.3.3. Radiacién ionizante gamma

La induccién de mutantes por medio de radiacion ionizante gamma (generada por
Cesio 137 o Cobalto 60) es ampliamente propuesta para el mejoramiento de plantas
(Lu et al., 2007). Esta radiacion produce alteraciones de tipo estructural, fenotipico
y de comportamiento de células, tejidos, 6rganos y plantas completas (Cervantes et
al., 1996). Estas mutaciones permiten ampliar la variabilidad genética y facilitan la
seleccion de plantas con caracteristicas mejoradas. El uso combinado de las

técnicas biotecnoldgicas y nucleares ha hecho posible que se acorte el tiempo
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necesario para la obtencion de una nueva variedad y que se propaguen
aceleradamente los nuevos mutantes obtenidos, especialmente en el caso de
cultivos que como la zarzamora se propagan principalmente de forma vegetativa y
responden satisfactoriamente al cultivo de tejidos. Las mutaciones inducidas por
rayos gamma se han utilizado para mejorar cultivos como trigo, arroz, cebada,
algodoén vy frijol. A la fecha se han obtenido mas de 3,200 variedades mutantes de
plantas de cultivo mediante mutagénesis inducidas (Jain, 2005; Barakat y El-
Sammak, 2011; FAO/IAEA Mutant Variety Database, 2012) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Ejemplo de plantas mutantes irradiadas con rayos gamma, con
tolerancia a hongos.

ESPECIE HONGO REFERENCIA
(Triticzilcs;aclzivum) Puccinia graminis Little, 1971
(Glyiicr:gﬁax) Colletotrichum acutatum Lennég, 1992
(ME;:ECN(?r an Mycosphaerella Garcia-Rodriguez et al.,
Enanb) fijiensis 2000
AJO . . .
(Allium sativum) Sclerotium cepivorum Al-Safadi et al., 2000
(Piﬂ!r??:t\ii{/uom) Fusarium oxysporumf. sp.pisi Sharma et al., 2010
CRISANTEMO
(Dendranthema Septoria obesa Kumar et al., 2012
grandiflora)

En las plantas propagadas vegetativamente, la obtencion de mutantes se realiza a
partir de la irradiacion de meristemos, yemas, tallos y hojas individuales. La principal
estrategia en el mejoramiento basado en mutacion, ha sido la utilizacion de
variedades bien adaptadas en las que se han alterado uno o dos rasgos mayores,
gue limitan su productividad o incrementan su valor cualitativo. En muchas

variedades derivadas por mutacién, el cambio en los rasgos ha sido el resultado de

14



7
Thhitecedentes

efectos sinergéticos en el aumento del rendimiento, calidad del cultivo, rotacion del
cultivo y aceptacion del consumidor (Ahloowalia et al., 2004). La seleccion de
plantas resistentes/tolerantes a diversos hongos se ha obtenido mediante el uso de
cultivos celulares o vegetativos in vitro con el uso de mutagenos, principalmente con

radiacion gamma (Cuadro 1).

2.3.4. Seleccibn in vitro de plantas resistentes a hongos

La produccion in vitro de compuestos fitotoxicos en medios de cultivos ha sido
reportada para diferentes especies de hongos (Van den Bulk, 1991; Mathew et al.,
2009) y la importancia de los filtrados de sus cultivos esta siendo ampliamente
estudiada, ya que se ha demostrado que, en estos, se encuentran diferentes
compuestos que producen sintomas de la enfermedad correspondiente, lo que
apoya a la seleccion de mutantes resistentes (Jayasankar et al., 1999). Existen
reportes que demuestran que metabolitos fitotoxicos producidos en estos medios,
inducen en plantas sintomas similares a los que produciria el patbgeno mismo.
Algunas de estas toxinas se han utilizado para seleccién de tolerancia y se ha
demostrado que tienen un papel importante en la patogénesis. Con esta
metodologia Nodarse et al. (1992), obtuvieron mutantes de cafia de azucar con alta
tolerancia a la roya (Puccinia melanocephala H y P Sydow), sometiendo explantes
de hoja inmadura a 80 Kv de Rayos X. Asi mismo, Yongjian y Li (2006), utilizando
explantes de plantas de bananos cultivadas in vitro (Musa spp., AAA Grupo
Highgate), obtuvieron lineas tolerantes a Fusarium oxysporum f. sp. Cubense, al
irradiarlos a diferentes dosis de rayos gamma. Los resultados de este trabajo
mostraron que con las dosis de 0.8 y 2.0 krad, se logré la seleccién de plantas
tolerantes a Fusarium en condiciones de invernadero. Mas recientemente, Sharma
et al. (2010) reportaron la seleccion de plantas mutantes de chicharo (Pisum
sativum) con tolerancia a Fusarium oxysporum f. sp. pisi por radiacion con rayos
gamma (30-35 gray) en yemas apicales y axilares; y la tolerancia a Septoria obesa
en plantas de crisantemo (Kumar et al., 2012) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Ejemplo de plantas tolerantes a hongos seleccionadas mediante el uso
de filtrados estériles de cultivo de hongos.

FUENTE DEL
ESPECIE VEGETAL FILTRADO REFERENCIA
ALFALFA
(Medicago sativa) Fusarium oxysporum Hartman et al., 1984
APIO Evenor y Pressman
(Apium graveolens) Septoria apiicola ¥99 4 ’
TRIGO
(Triticum sativum) Fusarium sp Ahmed et al., 1996
UVA .
(Vitis vinifera) Fusar/um oxysporum Jayasgnkar et al., 1999
Botrytis cinerea Faniza et al., 1995
CARDAMOMO
(Elettaria cardamomum) Fusarium oxysporum Zuniga et al., 2010
TOMATE DE ARBOL
(Solanum betaceum) Colletotrichum acutatum | Patifo-Torres et al., 2007

2.4. MECANISMOS DE DEFENSA EN PLANTAS

Las plantas son organismos sésiles que se encuentran en continuo contacto con un
gran numero de microorganismos, estas interacciones entre plantas y
microorganismos pueden ser benéficas, como las micorrizas, o adversos para la
planta como los patégenos. Cuando las plantas se enfrentan a los patégenos, éstas
al reconocerlos activan los mecanismos de defensa a través de un sistema complejo
de multiples niveles que actian de forma sincronizada y casi simultaneamente.
Algunas defensas son constitutivas, es decir, que se producen durante todo el ciclo
de la célula, mientras que otras son inducidas por el estrés generado por agentes

patégenos (Nimchuk et al., 2003).

La pared celular o la cuticula son algunos ejemplos de barreras defensivas que

forman parte de estos mecanismos, dificultando asi la entrada de diferentes agentes
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invasores (Thatcher et al., 2005; Wiermer et al., 2005), mientras que otras son
inducidas tras la percepcion del patdégeno y proporcionan protecciéon no soélo en el
sitio de infeccion sino también sistémicamente a lo largo de toda la planta (Shah y
Klessig, 1999; Nimchuk et al., 2003). Esto incluye la activacion de genes
involucrados en funciones de defensa, como los genes R, la apertura de canales
para el intercambio de iones, la modificacion de proteinas y la activacion de enzimas
preexistentes (Menjiste, 2012; Armijo et al., 2017; AbuQamar et al., 2017) (Figura
4).

Tras el reconocimiento del patégeno, se desencadenan las respuestas de defensa
con rapido flujo de iones, el estallido oxidativo extracelular, la reprogramacion
transcripcional dentro y alrededor de los sitios de infeccion y en la mayoria de los
casos la respuesta hipersensible (HR). Esta respuesta es un proceso de muerte
celular programada rapido y localizado de una o varias células de la planta huésped
en respuesta a una invasion, se caracteriza por una pérdida rapida de la integridad
de la membrana en las células huésped afectadas y por la acumulacién de diversas
sustancias que restringen el crecimiento y la dispersion del patégeno (Heath, 2000;
AbuQamar et al., 2017; Armijo et al., 2017).

Si las plantas sobreviven al ataque inicial del patégeno, estas pueden protegerse
contra ataques posteriores, una capacidad de las células que les permite repeler los
ataques subsecuentes y se dispersa a través de toda la planta. A esta respuesta se
le llama resistencia sistémica adquirida (RSA). Un requerimiento esencial para la
resistencia sistémica adquirida es que la primera infeccion por un patégeno cause
una lesién necrética. La necrosis inducida puede ser el resultado de la muerte
celular programada después del reconocimiento del patbgeno en una interaccién
incompatible (dada en la RH) o de la muerte celular causada por la accion del
patdgeno en una interaccion compatible (infeccion e invasion exitosa) (Camarena-

Gutiérrez y Torre-Almaraz, 2007).

17



%fepfﬂ/ﬁﬂl@’

B. cinerea

Kinasa

Pared celular

Membrana
Plasmatica
ca,:;;’(as MKK4/5 r Citoplasma
”,r/’, [maPK3 | maPKa | mAPKG |

?
Nicleo
P “ Genes
SA inductores
de0e ] Factoresde transcripcion
(WRKY33) =) Camalexina =

EIN3 &
ﬂ Callosa
Activacién de

genesde defensa

Respuesta

Figura4. Esquema del modelo de defensa de las plantas frente a la infeccion
por B. cinerea. AbuQamar et al., 2017.

La secuencia de eventos que permiten la RSA comienza localmente, es decir, en
las células adyacentes a la respuesta hipersensible se observa el engrosamiento de
las paredes celulares por incorporaciéon de proteinas estructurales o lignina,
deposiciéon de callosa y la induccion de la sintesis de fitoalexinas (Camarena-
Gutiérrez y Torre-Almaraz, 2007).

En las células mas distantes, o sea las partes no infectadas de la planta, las
primeras reacciones de defensa tipo RSA son la sintesis de proteinas relacionadas
a la patogénesis, llamadas proteinas PRs, las enzimas (-1,3 glucanasas,
endohidrolasas, quitinasas, inhibidores de enzimas como la taumatina, inhibidores
de amilasa y proteasas. Los genes que son inducidos en las infecciones primarias
por el patdgeno, se expresan localmente y también sistémicamente en la planta por
lo que son llamados genes RSA. Otros genes que también gobiernan las reacciones
de defensa no son expresados sistémicamente (Sha et al., 1999).
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2.4.1. Mecanismos de defensa en plantas resistentes a hongos

La resistencia de las plantas a los hongos se explica de modo general por los
diferentes mecanismos de defensa que éstas han desarrollado, en algunas
investigaciones encaminadas a la obtencion de plantas resistentes a hongos, se
han elucidado ciertos mecanismos. Por ejemplo, Birch et al. (1999), determinaron
gue la ruta metabdlica de los esfingolipidos esta implicada en los procesos de
defensa de la papa y que estan asociados con la respuesta hipersensible. Afios mas
tarde, Patifo-Torres et al. (2007), al seleccionar plantas resistentes de tomate de
arbol (Solanum betacea cav. Sendta) mediante filtrado crudo de Colletotrichum
acutatum, determinaron que la resistencia podria deberse a la accion de diferentes

tipos de compuestos asociados a la fitotoxicidad.

La resistencia que poseen algunas plantas a patdogenos productores de fitotoxinas,
puede estar asociada a su falta de sensibilidad hacia estas o a la capacidad de
desplegar mecanismos que permiten su degradacion o inactivacion. Con el avance
en las técnicas de biologia molecular, se han utilizado genes de quitinasa de
diferentes especies de plantas para inducir resistencia a patégenos fungicos (Asao
et al., 1997; Terakawa et al., 1997). El conocimiento de los mecanismos que
subyacen a la regulacion de la respuesta defensiva de la planta ha permitido disefar
nuevas estrategias encaminadas a la obtencion de cultivares resistentes, la
seleccion plantas mutantes por mutagénesis inducida ha sido una alternativa viable

con la que se han seleccionado mutantes con resistencia a diferentes hongos.

2.5. CARACTERIZACION DE MUTANTES RESISTENTES

La obtencion de genotipos mejorados con resistencia a patdogenos, es uno de los
principales objetivos de los programas de seleccion de nuevos rasgos productivos.
El andlisis fenotipico y genético de estas mutantes ha proporcionado un conjunto de

herramientas Utiles para comprender los mecanismos implicados en la interaccion
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planta-patégeno y llevar a cabo mejores programas de control de las enfermedades
(Rossi et al., 2018).

2.5.1. Caracterizacién morfoanatémica

La caracterizacion agromorfolégica o morfoanatémica es el registro de aquellos
caracteres que son altamente heredables, visibles y que se expresan en todos los
ambientes. Son caracteristicas fenotipicas de facil identificacion visual tales como
forma, color, tamafio o altura. Muchos de estos caracteres se convierten en
importantes “descriptores” de los cultivares, y corresponden a caracteres
preferentemente controlados por un solo gen, y que muestran un fenotipo constante
en diferentes ambientes. Su principal ventaja es la sencillez de su evaluacion,
mientras que la desventaja es que la dependencia de su eficacia viene determinada
por los efectos ambientales. Desde el punto de vista del mejoramiento genético, la
informacion sobre caracteres morfolégicos y agronémicos (caracterizacion
agromorfoldgica) es insustituible, ya que incorpora variantes en estos caracteres y
gue en muchos casos son el objetivo de los programas de seleccion de nuevas

caracteristicas (Poonam et al., 2006).

2.5.2. Caracterizaciéon de resistencia a hongos

El uso de cultivares resistentes es el método mas apropiado para el manejo de
enfermedades fangicas, como la secadera. Sin embargo, para el proceso de
evaluacion y seleccion de genotipos resistentes, es necesario inducir el desarrollo
de los sintomas de la enfermedad mediante un método de inoculacion eficiente.
Los métodos de inoculacién artificial permiten observar la variabilidad en los
periodos de incubacién y de latencia, el proceso de colonizacion, el mecanismo
de patogénesis, edad Optima de susceptibilidad al agente causante de la
enfermedad y la severidad ocasionada por el patégeno (Ortiz y Hoyos, 2012;
Silva et al. 2013).
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El método in vitro es uno de los ensayos de resistencia a hongos que
mayormente se utiliza, consiste en cultivar partes susceptibles de una planta en
medio de cultivo o en agar-agua, por ejemplo, la inoculacién de hojas de plantas
seleccionadas, las cuales son inoculadas de preferencia en el area central,
aungue también en los bordes o en la base del peciolo, con una cantidad
conocida de esporas, que previamente se determina para causar los sintomas
de la enfermedad del hongo correspondiente, es un método empleado con éxito
(Wan et al., 2015; Rahman et al., 2018).

2.5.3. Caracterizacién molecular

La caracterizacién molecular de mutantes ha permitido el descubrimiento de genes
importantes en diferentes procesos metabdlicos, asi como el entendimiento de la
funcion de dichos genes. El conocimiento de los genes que controlan y/o determinan
los caracteres de interés de una especie puede ayudar a seleccionarla de una forma
mas rapida y eficaz mediante el empleo de mutantes. En estos casos, se intenta
generar amplias poblaciones ya que el proceso de mutagénesis es totalmente

aleatorio y no es posible controlar los genes que se afectaran (Cubero, 2003).

Mediante el analisis de los perfiles de expresion generados a partir de interacciones
planta-patégeno, bajo diferentes condiciones, es posible identificar genes que se
expresan en las interacciones compatibles y no lo hacen en las incompatibles o
establecer si la regulacion de estos genes varia en ambas situaciones (Pinzan et
al., 2009). De este modo podrian identificarse genes involucrados en la resistencia,
pero también genes involucrados en la susceptibilidad, los cuales son mucho menos
conocidos (Henriquez y Daayf, 2010). En los ultimos afios, el desarrollo de nuevas
tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, como la secuenciacion de ARN
(RNA-seq) ha permitido la deteccion y cuantificacion de transcritos con mayor

sensibilidad (Rollano-Pefialoza y Mollinedo-Portugal, 2017).

21



ﬂo’f/’ Cacon

3. JUSTIFICACION

En México, el cultivo de zarzamora tiene una gran trascendencia, ya que constituye
inversiones considerables de capital en nuestro pais. Sin embargo, las pérdidas
ocasionadas por B. cinerea generd la necesidad de obtener nuevos genotipos

mutantes resistentes que contrarresten los estragos que genera este hongo.

En nuestro grupo de trabajo se obtuvieron genotipos mutantes de zarzamora Cv.
Tupy por radiacion gamma, los cuales fueron seleccionados para la resistencia a B.
cinerea mediante ensayos in vitro. Es importante realizar ensayos de resistencia
tanto en plantas cultivadas in vitro como en invernadero y campo, para asegurar la
estabilidad de la(s) mutacién(es) generada(s), asi como realizar estudios
morfoanatomicos, para evaluar los posibles cambios fenotipicos durante el

crecimiento y desarrollo.
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4. HIPOTESIS

Las plantas mutantes de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupy) seleccionadas in
vitro por radiacibn gamma, mantienen la resistencia a Botrytis cinerea durante su

cultivo en invernadero y campo, y presentan cambios morfoanatémicos respecto a
las plantas no irradiadas.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la resistencia a Botrytis cinerea y la diversidad morfoanatémica en plantas
mutantes de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupy) obtenidas por radiacion

gamma.

5.1.1. Objetivos especificos

1. Determinar la resistencia a B. cinerea con bioensayos de patogenicidad en
plantas cultivadas in vitro, en invernadero y en campo de lineas mutantes de

zarzamora Cv. Tupy.

2. Caracterizar la diversidad morfoanatdmica de lineas mutantes de zarzamora

Cv. Tupy, resistentes a B. cinerea, cultivadas en invernadero y campo.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Seleccidn in vitro de plantas de zarzamora (Rubus fruticosus ‘Tupy’)
resistentes a Botrytis cinerea usando apices de brotes irradiados con
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Abstract. Blackberry is an economically important crop in Mexico, and its yield is substantially reduced by gray mold, a
disease caused by Botrytis cinerea. One of the means to obtain B. cinerea-resistant plants is gamma irradiation. Shoot tips
of in vitro-micropropagated blackberry plants (Rubus fruticosus ‘Tupy’) were irradiated with five doses of Cobalt-60

gamma radiation (0, 15, 30, 45, and 60 Gy) and cultured on Murashige and Skoog basal medium containing 1.0 mg -1

benzylaminopurine and 0.06 mg -1 indole-3-butyric acid (MSB medium). After 28 days of culture, survival was evaluated
to determine mean lethal dose (LDso), and 200 shoots were further irradiated at the determined LDso (30.8 Gy). After 28
days, the surviving shoots were micropropagated on MSB medium for 60 days. Non-irradiated shoots were screened for
the in vitro selection of resistant B. cinerea, exposing them to different concentrations of sterile culture filtrate of B. cinerea

0,2,4,6,8,and 10 g Ifl) for 28 days to determine mean lethal concentration (LCso), and the irradiated surviving shoots

were further exposed to the determined LCso (4.6 g I_l). Three surviving lines (rfgum5, rfgum6, and rfgum17) that did not
present changes compared with the control shoots were micropropagated to obtain plantlets, which were further subjected

to in vitro resistance assays using detached leaves inoculated with B. cinerea (1><103 spores mlfl). Plants of rfgum5 and
rfgum6 mutant lines were highly resistant and presented similar growth to control plants. Therefore, this methodology is
useful to obtain B. cinerea-resistant blackberry plants.

Key words: Botrytis cinerea, gamma radiation, mutagenesis, Rubus fruticosus, sterile culture filtrate.
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Introduction

Mexico is one of the largest producers of blackberry in the world. In Mexico, the Michoacan
state accounts for 98.5% of the domestic production, of which 90% is exported as fresh or
frozen product (FAOSTAT 2020; SIAP 2020). Gray mold caused by Botrytis cinerea is one
of the most important diseases of this crop (Dean et al. 2012). This fungus is responsible for
substantial losses of up to 100% in extreme cases. It can attack at any stage of crop
development and can infect all aerial plant parts. Pathogen control is achieved through the
indiscriminate use of synthetic fungicides, which leads to the rapid emergence of resistant
strains. Moreover, environmental pollution caused by these chemicals is a severe problem.
Thus, breeding programs aimed at developing B.cinerea resistant blackberry cultivars must
be established (Hu et al. 2016).

Mutation breeding is a reliable strategy to obtain fungus-resistant blackberry genotypes.
Physical mutagens have been used more frequently than chemical ones, and gamma rays are
the most widely used mutagen (Ahloowalia and Maluszynski 2001; Beyaz and Yildiz 2017;
Li et al. 2019). Nearly 3,200 mutant varieties of over 210 plant species, including numerous
crops, ornamental plants, and trees, have officially been released for commercial use
worldwide (FAO/IAEA Mutant Variety Database). In recent years, many plant germplasms
with novel traits have been selected through in vitro mutagenesis using gamma irradiation
(Celik and Atak 2017; Parry et al. 2007; Shu and Lagoda 2007; Shu et al. 2012).

The sensitivity of plant tissues and organs to mutagenic treatments depends on material,
species, and genotype (Shu et al. 2009), presenting significant variations in plant survival,
growth, development, and morphology according to the frequency and dose of gamma
radiation (Al-Salhi et al. 2004; Kiong et al. 2008; Quintana et al. 2019; Sumira et al. 2012).
Therefore, it is important to determine the mean lethal dose (LD50)—the radiation dose that
is expected to cause the death of up to 50% of the exposed population—a proportion
considered to be the range within which useful mutations occur in genetic improvement
programs (Mudibu et al. 2012).

Combining mutagenesis with in vitro selection can facilitate the selection of controlled
traits and improve recovery of the desire mutants. Moreover, efficient selection agents are
essential to identify the traits of interest in a large number of mutagenized cells (Liu et al.
2005). For decades, host-specific or selective toxins were the only known agents used in the
in vitro selection of disease-resistant plants, with successful results in several species (Gupta
and Acharya 2018; Kumar et al. 2008; Lebeda and Svabova 2010; Thakur et al. 2002).

Several studies have demonstrated the utility of sterile culture filtrates of different fungal
species for discriminating between resistant and susceptible cultivars using the tests of in
vitro-micropropagated plants or tissues (Gupta and Acharya 2018). The combination of
gamma irradiation and pathogen culture filtrate inoculation has been reported to confer
fungal resistance in chrysanthemum, common bean and ginger (Kumar et al. 2012; Sharma
et al. 2020; Solis-Ramos et al. 2015). In vitro, greenhouse and field studies on different
species as cardamom (Elettaria cardamomum), chrysanthemum (Dendranthema grandiflora),
and palm (Phoenix dactylifera) have confirmed the presence of mutants resulting from
selection processes whose progeny retained resistance characteristics acquired during the
tissue culture phase (Jain 2012; Kumar et al. 2012; Zufiga et al. 2010). No studies have been
reported on the maintenance of fungal resistance in mutants of Rubus species and other
berries, obtained by gamma irradiation. To this end, the present study aimed to determine the
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survival rate (LD50) of blackberry (Rubus fruticosus ‘Tupy’) shoots tips irradiated with
gamma rays (0-60Gy) to select genotypes resistant to B. cinerea using sterile culture filtrate
of this fungus.

Materials and methods

Plant and fungal material

Adult plants of R. fruticosus ‘Tupy’ (age, ~2 years) at the reproductive stage, which were
propagated from cuttings, were used as the source of explants for in vitro culture.

The B. cinerea strain used in the present study was obtained from blackberry fruits
exhibiting typical symptoms of gray mold. The fungus was maintained on potato—
dextrose—agar (PDA) culture medium in a growth chamber (24°C, 16 h light at 150 pmol

m=2 s, and 60% humidity). The isolated strain was genotyped through the PCR
amplification of ITS, NS, and 18S markers. The colonies were transferred on the fresh
medium every 15 days.

In vitro establishment of apical buds

The methodology used for the surface sterilization of explants (apical buds) is described
elsewhere (Cortés-Rodriguez et al. 2011). Briefly, the apical segments (3-5 cm) were
immersed in distilled water for 30 min, followed by 70% ethanol (v/v) for 2 min and 1.2%
commercial sodium hypochlorite (available chlorine) plus 1% thiabendazole fungicide
(Tecto® 60, Syngenta, Mexico) (w/v) for 20 min with gentle stirring.

Under aseptic conditions, the sterilized explants were rinsed three times with sterile
distilled water, and the apical buds were removed and cultured on Murashige and Skoog
(MS) basal medium (Murashige and Skoog 1962) containing 3% sucrose (w/v) (Sigma-
Aldrich, Mexico), 0.1% myoinositol (Sigma-Aldrich), and 0.8% agar (w/v) (Sigma-
Aldrich) and supplemented with 0.05 mg 11 benzylaminopurine (BA) (Sigma-Aldrich).
pH of the medium was adjusted to 5.7 with KOH or HCI (0.1 N).

Culture conditions for in vitro establishment, shoot culture, multiplication, plantlet

regeneration, and maintenance were 16 h photoperiod with 36 pmol m~2 s~L irradiance
provided by white fluorescent lamps and 25+1°C temperature.

Shoot multiplication and plant regeneration

Multiple shoots were obtained through the culture of apical buds from initial shoots on MS

medium supplemented with 1.0 mg I~1 of BA and 0.06 mg I-1 of indole-3-butyric acid
(IBA) (Sigma-Aldrich) and modified as described by Gonzalez et al. (2000) (hereafter
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referred as MSB medium). For plant regeneration, rooting was induced in micropropagated
shoots (0.5 cm long) on MS supplemented with 0.05 mg I~1 BA for 28 days.

Determination of DLso of gamma radiation

To determinate the suitable dose of gamma radiation, individual actively growing shoot
tips (0.5 cm long) from 28-day-old micropropagated shoots were collected and cultured on

MS medium supplemented with 0.05 mg I~1 BA under aseptic conditions in sealed Petri
dishes. The shoot tips were irradiated with 0, 15, 30, 45, and 60 Gy of gamma rays using a

Cobalt-60 (GOCo) source in a Gammacell irradiator (GO-220®, Ontario, Canada) at the
facilities of the National Institute for Nuclear Research (ININ, Instituto Nacional de
Investigaciones Nucleares, Mexico).

Approximately 50 shoot tips were tested at each dose (10 shoot tips per Petri dish).
The irradiated shoot tips were cultured on MSB medium for 28 days as described above.
At the end of the culture period, the percent survival of the shoot tips was evaluated as
described by Predieri and Di Virgilio (2007) using the formula following: Percent survival
(%) = (Number of explants surviving after irradiation/Total number of explants irradiated)
x100.

Radiosensitivity curves were created through linear regression plotting of percent
mortality (%) versus radiation dose, and LDsp was determined using the resulting
regression equation. Subsequently, 200 shoot tips (10 tips per Petri dish) were irradiated at
the determined LDso. After 28 days of culture, the surviving shoot tips were
micropropagated for 60 days on MSB medium to obtain different lines.

Preparation of sterile B. cinerea culture filtrate

To prepare sterile fungal culture filtrate, B. cinerea was cultured for 21 days in PDA
medium in a growth chamber. The mycelium (with spores) was scraped using a sterile

spatula, and a concentrated suspension was prepared by mixing 10 g I~1 of mycelium in
water, following the methodology described by Kumar et al. (2014). This suspension was
autoclaved for 30 min and filtered to remove solid waste. Before addition to the culture
media, the suspension was subjected to a sterility test by inoculating 50 pl of the filtrate in
PDA medium for 5 days for ensuring the safety of the sterile filtrate.

Determination of LCso fungal culture filtrate

Toselect mutant blackberry lines resistant to B. cinerea, in vitro-propagated, non-irradiated
shoots were cultured on MS medium (0.05 mg 11 BA) supplemented with 0, 2, 4, 6, 8,
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and 10 g I~ of the sterile culture filtrate of B. cinerea (10 shoots per treatment) for
determining LCso. After 28 days culture, mortality, chlorosis, and necrosis percentages
were determined for each concentration. A linear regression plot of percent mortality

versus culture filtrate concentration (g I_l) was created, and LCsg was calculated using
the resulting regression equation.

In vitro selection of B. cinerea resistant blackberry shoots

Surviving irradiated shoot tips of blackberry were cultured on MS medium (0.05 mg 1-1
BA) supplemented with LCs of the sterile culture filtrate of B. cinerea for 28 days (n=9).
The shoots exhibiting minimal or no symptoms (chlorosis or necrosis) were selected as the
resistant lines. The lines were labeled rfgum#, based on by the initials of r(rubus),
f(fruticosus), g(gamma), u(universidad), and m(michoacana) and line number (#). The
putative resistant shoots of mutant lines were cultured on MS supplemented with 0.05 mg

I=1 BA to obtain blackberry mutant plantlets, which were further subjected to in vitro
assays of resistance to B. cinerea.

In vitro assays of resistance to B. cinerea

In vitro B. cinerea resistance assays were performed using detaches leaves of the putative
resistant plantlets. Briefly, detached leaves of similar age and size were randomly selected
from the in vitro-grown plantlets of each mutant line (n=9), and cultured in agar—water
medium (0.8% agar) in Petri dish. The leaves were inoculated in the central area with 3 pl
of B. cinerea suspension at the density of 1x103 spores ml—1, which was pre-determined
to be the optimal conidial concentration of B. cinerea for inoculation.

Leaves from the negative control (control—, inoculated with distilled water), positive
control (control+, inoculated with B. cinerea from non-irradiated shoots), and others
inoculation treatments were incubated under a 16/8 h light/dark regime at 24°C. The Petri
dishes were covered with preservative film to ensure relative humidity of 90-100%. At 3,
7, and 14 days post- inoculation (dpi), infection was evaluated using a modified scale
proposed by Rubio et al. (2014), comprising severity index (SI) on the scale of 1 to 6: SV1,
no disease symptoms; SV2, 20% leaf blade necrotic; SV3, 30% leaf blade necrotic; SV4,
40% leaf blade necrotic; SV5, 50% leaf blade necrotic; and SV6, +60% leaf blade necrotic.

Statistical analysis

To determine the LD50 of gamma radiation and LC50 of sterile filtrate culture, percent
mortality was analyzed using linear regression models (n=10).
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Results

LDso gamma radiation

The survival of irradiated shoot tips of “Tupy’ blackberry cultured for 28 days on MSB
medium, expressed as percent mortality, increased with increasing irradiation dose. The
LDso of 30.8 Gy was obtained using the equation of radiosensitivity curve based on data
presented in Figure 1 (Figura 5). The highest percent mortality (100%) was obtained in 60
Gy treatment, and no mortality was observed in non-irradiated shoot tips (100% survival).
Once the LDsg was determined, 200 individual shoot tips were treated with 30.8 Gy of
gamma radiation, and 96 surviving lines were obtained and micropropagated. After 60 days
of culture, the shoots that did not present visible changes in shoot number, shoot length,
and leaf formation and exhibited similar growth to non-irradiated shoots (five to six 3.2-
cm-long leaves without chlorosis or necrosis) were selected (Figure 2A) (Figura 6A).

100 - o}
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e 80
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8 i o
2 80
S
g 50 y = 1.588x + 0.68
g 40 | R2=0.9884
§ y=50, x=30.8
g‘: 30 + o)
20
10 +
0 (-’ 1 1 1 )
0 15 30 45 60
Irradiation dose (Gy)
Figura 5. Figure 1. Radiosensitivity curve of Rubus fruticosus ‘Tupy’ shoot tips irradiated

with gamma radiation at different doses and cultured for 28 days.

In vitro selection of blackberry shoots cultured with sterile fungal filtrate

The percent mortality of non-irradiated shoots after 28 days of culture with 10 g I of B.
cinerea sterile culture filtrate was 100%, with evident chlorosis and necrosis on stems and
leaves (Figure 2B) (Figura 6B). LCso of 4.6 g I'! was calculated using linear regression
equation (Figure 3) (Figura 7). At the lowest concentration of sterile culture filtrate (2 ¢
I1), the shoots showed 70% survival, while those grown without culture filtrate showed no
mortality (Figure 3) (Figura 7).
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From the 96 surviving lines, individual shoots were cultured for 28 days in the presence
of LCso of B. cinerea sterile culture filtrate (4.6 g I™1). Of these, 10 lines presented percent
survival of >50% (rfgum2, rfgum5, rfgum6, rfgum9, rfguml4, rfguml7, rfgum24,
rfgum27, rfgum28, and rfgum32), exhibiting <50% tissue chlorosis or necrosis (Figure 2C)
(Figura 6C). Of these, three lines (rfgumb, rfgume6, and rfgum17) did not present changes
compared with the controls (Figure 2D) (Figura 6D).

Figura 6. Figure 2. Rubus fruticosus ‘Tupy’ shoots grown on MS (0.05 mg -1 BA) medium
supplemented with sterile culture filtrate of Botrytis cinerea: (A) non-irradiated

shoots (0 ¢ I_l); (B) non-irradiated shoot (10 g I_l); (C) irradiated shoots (rfgum?2)
(4.6 g I"1): and (D) irradiated shoots (rfgums) (4.6 g 171).
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Figura 7. Figure 3. Percent mortality of non-irradiated shoot tips of Rubus fruticosus ‘Tupy’

grown in the presence of different concentrations of sterile culture filtrate of
Botrytis cinerea for 28 days.
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In vitro assays of resistance to B. cinerea

Three R. fruticosus ‘Tupy’ mutant plant lines (rfgum5, rfgum6, and rfgum17) were

selected to investigate resistance to B. cinerea and compared with control™ and control ¥,
analyzing the Sl of each line. The first typical symptoms of B. cinerea infection were

observed at 3 dpi in control* leaves, and the infection progressed reaching the SI of 4 and
6 at 7 and 14 dpi, respectively. The leaves of the mutant lines rfgum5 and rfgum6 did not
exhibit disease symptoms at 3, 7, and 14 dpi, although those of the mutant line rfgum17
exhibited disease symptoms from 3 dpi (Table 1) (Cuadro 3). At 14 dpi, the three mutant
lines were classified according to their SI. As such, rfgum5 and rfgum6 were classified as
resistant, with a SI of 1, as necrosis, mycelium and sporulation were not observed on
detached leaves in these lines. However, rfgum17 presented a Sl of 6, with 60% necrotic

leaves. Mycelium and sporulation were observed in control* and rfgum17. Although no
signs of infection were observed on detached leaves of rfgum5 and rfgum6, the growth of
B. cinerea mycelium on the culture medium was observed (Table 1, Figure 4) (Cuadro 3,
Figura 8).

The mutant lines selected as resistant to B. cinerea (rfgum5 and rfgum6) were
micropropagated, and their shoots presented in vitro growth similar to non- irradiated
shoots. No phenotypic changes related to plant development were observed. Figure 5
presents in vitro blackberry ‘Tupy’ plants micropropagated from non- irradiated (Figure
5A) (Figura 9A), rfgum5 (Figure 5B) (Figura 9B), and rfgum6 (Figure 5C) (Figura 9C)
shoots. The plantlets presented the height of 7.2 cm, up to 6 pairs of leaves, and optimal
rooting, indicating that they were suitable for transplantation and acclimatization.

Cuadro 3. Table 1. Severity index (Sl), necrosis percentage, and presence of mycelium and
sporulation on detached leaves of Rubus fruticosus ‘Tupy’ control (control™ and
control*) and mutant (rfgum5, rfgum6, and rfgum17) lines, inoculated with
Botrytis cinerea (1><103 spores ml_l), at 3, 7 and 14 days post-inoculation (dpi).

Line dpi Sl Necrosis (%) Mycelium/sporulation

Control™ (non- 3 1 0 -
inoculated)

7 1 0 -

14 1 0 —

Control* (inoculated) 3 4 40 +

7 6 60 +

14 6 100 +

rfgum5 3 1 0 -

7 1 0 -

14 1 0 -

rfgumé 3 1 0 -

7 1 0 -

14 1 0 —
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rfgum17 3 3 30 +
7 4 40 +
14 6 60 +

Control” Control* rfgums line rfgum6 line rfgum17 line

14 dpi

Si 1 6 1 1 6

Figura 8. Figure 4. Evaluation of the severity index (SI) of detached leaves of Rubus
fruticosus ‘Tupy.” Negative control (control™, non-inoculated leaves), positive

control (control*, inoculated leaves of plants from non-irradiated shoot), and
mutant lines (rfgum5, rfgum6, and rfgum17), inoculated with Botrytis cinerea

(1x103 spores mI~1) at 14 days post-inoculation (14 dpi).

Figura 9. Figure 5. Rubus fruticosus ‘Tupy’ plants in vitro-micropropagated (A) from non-
irradiated shoots, (B) from rfgum5 mutant line, and (C) from rfgum6 mutant line.

Discussion

In the present study, we used gamma radiation to induce mutations in R. fruticosus ‘Tupy’
shoot tips and sterile filtrate culture of B. cinerea as the selection system to select mutant
lines resistant to this fungus.

The irradiated shoot tips showed different responses depending on the radiation dose;
specifically, shoot tips exposed to high doses (45 and 60 Gy) presented foliar and stem
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chlorosis, necrosis, and death. Following exposure to high-dose gamma radiation, plant
cells lose vitality and adaptability to new physiological changes, leading to cell death, as
evidenced in chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium) (Soliman et al. 2014) and
ginger (Zingiber officinale) (Yoon et al. 2014). The results of the present study are
consistent with previous reports of LDsg less than 40 Gy. For instance, LDso of 30 Gy was
obtained for in vitro henequen (Agave fourcroydes) shoots (Gonzélez-Oramas et al. 2007),
and of 37 Gy for in vitro banana plantlets (Musa acuminata ‘Berangan’) (Hassim et al.
2021). However, the sensitivity to gamma radiation is dependent on the plant families and
genera, explant type, genotype, as well as the size of the genome (Kim et al. 2021; Marcu
etal. 2013; Shu et al. 2009; Yadav 2016).

At present, the use of sterile culture filtrate of phytopathogenic fungi as a selective
agent capable of exerting selection pressure is a very useful approach to obtain genetic
materials resistant to various pathogens (Gupta and Acharya 2018; Mahlanza et al. 2013).
In this approach, in vitro shoots or plantlets are selected from surviving explants in a
modified medium supplemented with sterile culture filtrate and regenerated to obtain
disease-resistant plantlets. To our best knowledge, the present study is first to evaluate
the utility of B. cinerea sterile culture filtrate for in vitro selection of R. fruticosus ‘Tupy’
plantlets resistant to gray mold. Borras et al. (2001) noted a direct correlation between the
concentration of the sterile culture filtrate of Fusarium subglutinans and the necrotic area
of leaf segments of susceptible pineapple varieties inoculated with the fungus. The
authors also observed much lesser foliar necrosis in different resistant varieties than in
susceptible varieties of pineapple. Similar findings have been reported in carnation
(Dianthus caryophyllus) (Thakur et al. 2002), in passion fruit (Passiflora edulis) (Flores et
al. 2012), and sugarcane (Mahlanza et al. 2013).

Furthermore, to the best of our knowledge, the present study is the first to report the in
vitro phytotoxicity of sterile B. cinerea filtrate in R. fruticosus, as evidenced by 100%

mortality at 10 ¢ I-1. Based on the LCs of sterile B. cinerea filtrate (4649 I_l), three lines
without any symptoms of toxicity were selected (rfgum5, rfgum6, and rfgum17). Although
the precise mechanism of action of sterile B. cinerea filtrate for the selection of resistant
mutant plants remains unknown, the pathogen culture filtrate contains phytotoxins and lytic
enzymes involved in pathogenesis (Svabova and Lebeda 2005). For instance, Fusarium
produces fumonisin B1, which triggers the salicylic acid pathway and promotes
necrotrophic colonization (Smith et al. 2015). Studies in corn (Gengenbach et al. 1977),
rice (Ling et al. 1985), barley, wheat (Wenzel and Foroughi-Wehr 1990), and sugarcane
(Sengar et al. 2009) have confirmed a correlation between plant resistance and selection
using sterile culture filtrates.

To confirm the degree of in vitro resistance against B. cinerea, non-irradiated plants and
the three selected lines (rfgumb, rfgum6, and rfgum17) were subjected to in vitro assays of
detached leaves and classified according to Sl at 3, 7, and 14 dpi. The mutant lines rfgum5
and rfgum6 were resistant to B. cinerea, exhibiting nodisease symptoms at all time points.
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Therefore, the selection of blackberry shoots using sterile culture filtrate of B. cinerea was
directly related to the resistance to this fungus; this result is consistent with previous
reports in other plant species, such as sugarcane, rice, banana, and tobacco, among others,
some of which were tested in the feld and proven to be resistant to various
phytopathogenic fungi (Gupta and Acharya 2018).

When a genetic improvement system is applied to select plants exhibiting a trait of
interest, such as resistance to fungal pathogens, there should be no visible changes with
respect to the control plants. Accordingly, rfgum5 and rfgum6 mutant plants showed
comparable growth and development to control plants, indicating that these lines are
suitable for use in greenhouse- and field-based trials of resistance as well as molecular
studies to determine the possible mechanisms underlying resistance. This implies the
necessity of carry out B. cinerea pathogenicity assays under greenhouse and field
conditions, and to evaluate undesirable changes due to mutations.

Conclusions

The combination of gamma irradiation and in vitro selection using sterile culture filtrate
obtained R. fruticosus ‘Tupy’ mutant lines resistant to B. cinerea. Survival in the presence
of sterile culture filtrate of B. cinerea and resistance to this fungus in vitro assays were
directly linked.
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7.2.CAPITULO 2. CARACTERIZACION DE LA DIVERSIDAD
MORFOANATOMICA Y ENSAYOS DE RESISTENCIA EN PLANTAS
MUTANTES DE ZARZAMORA (Rubus fruticosus Cv. Tupy)
RESISTENTES A Botrytis cinerea.

RESUMEN

La radiacion gamma en plantas induce inestabilidad gendmica, comportamiento que
se utiliza para la obtencion de mutantes, con lo que se ha logrado la seleccién de
diversas plantas de valor agricola con nuevas caracteristicas como la resistencia a
hongos fitopatdgenos. Sin embargo, la exposicion a los rayos gamma puede inducir
varios eventos mutacionales, algunos de los cuales provocan cambios genéticos no
deseables que afectan el crecimiento, desarrollo y forma, de diferentes partes de
las plantas mutantes. Asi mismo, la inestabilidad de los nuevos caracteres como la
resistencia a hongos, puede llevar a la pérdida de estos cuando las plantas son
cultivadas en invernadero y campo. Por lo tanto, realizar la caracterizacion
morfoanatomica y confirmar la resistencia a un hongo, es determinante para el
mejoramiento genético conseguido por radiacion. En la presente investigacion se
realizé la caracterizacion morfoanatomica y se determind la resistencia a Botrytis
cinerea de tres lineas mutantes de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupy)
obtenidas por radiacion gamma (rfgum5, rfgum6 y rfgum17) y de plantas control (no
irradiadas), cultivadas en invernadero y campo (macrotunel). En estas, a los 90 y
180 dias del cultivo en invernadero, se determinaron las variables de altura y
namero de hojas, y en campo, se determind la altura y los descriptores de rama
latente, seccion transversal del tallo, de foliolos, flores y frutos, de acuerdo a la
UPQV (Union Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales). Los
ensayos de resistencia a B. cinerea fueron realizados en hojas de las plantas
cultivadas tanto en invernadero como en campo, utilizando el método de hoja
cortada, cultivadas in vitro en agar-agua, las que fueron inoculadas con 1x103
esporas/mL. A los 7 y 14 dias posteriores a la inoculacion (dpi), se determiné el
indice de severidad (IS). De acuerdo a los resultados de los diferentes descriptores,
se encontraron cambios en la altura de las plantas, en la lamina foliar, en la seccion
transversal del tallo y en la rama latente; en el nimero, color y forma de las flores;
y en el numero, peso, tamafio y forma de los frutos, asi como en la dulzura (°Bx).
Las plantas de la mutante rfgum6 presentaron el menor nimero de cambios
morfoanatdomicos, mostrando un desarrollo y crecimiento Optimos, en comparacion
al presentado por las plantas de las lineas mutantes rfgum5 y rfgum17, ademas de
presentar la mayor similitud con las plantas control (no irradiadas), con la mayor
produccion de frutos, de mayor peso y °Bx. La resistencia a B. cinerea se mantuvo
durante el cultivo tanto en invernadero como en campo, de las plantas mutantes
rfgum5 y rfgum6, mostrando un IS de 1, aunque las plantas de la mutante rfgumb5,
presentaron un mayor niumero de cambios morfoanatémicos.

Palabras clave: B. cinerea, descriptores, mutantes, resistencia a hongos,
zarzamora.

41



7.2 (a(y/ 2 fj((/’(((‘/(’//’/(j"'ll(‘/'(///lf de la diversidad ///Cr//ffmm/(f/m'(ﬂ 7 mlo”g(yoa’ e resistencia (w//m//wj

D T ” p 2N
malantes de )%/’)mfli(/l’(l C@/////y’/?///?ﬁ/@//o ((?j// e%y resestentes a ,,@f/{///z) /S,

ABSTRACT

Gamma radiation in plants induces genomic instability, a behavior that is used to
obtain mutants, which has achieved the selection of various crops with new
characteristics such as resistance to phytopathogenic fungi. However, exposure to
gamma rays can induce several mutational events, some of which cause undesirable
genetic changes that affect the growth, development, and shape of different parts of
mutant plants. Also, the instability of new characters such as resistance to fungi, can
lead to the loss of these, when the plants are grown in greenhouse and field.
Therefore, performing morphoanatomical characterization and confirming fungal
resistance is decisive for the genetic improvement achieved by gamma radiation. In
the present research, the morphoanatomical characterization was carried out and
the resistance to Botrytis cinerea was determined in three mutant lines of blackberry
(Rubus fruticosus Cv. Tupy) obtained by gamma radiation (rfgum5, rfgum6 and
rfgum17) and control plants (not irradiated), grown in greenhouse and field
(macrotunel). In these, at 90 and 180 days of greenhouse cultivation, the variables
of height and number of leaves were determined, and in the field, the height and
descriptors of latent branch, cross section of the stem, leaflets, flowers and fruits
were determined, according to UPQV (International Union for the Protection of New
Varieties of Plants). The tests of resistance to B. cinerea were carried out on leaves
of the plants grown both in greenhouse and in the field, using the undetached leaf
method, grown in vitro in agar-water, which were inoculated with 1x103 spores/mL.
At 7- and 14-days post-inoculation (dpi), the severity index (Sl) was determined.
According to the results of the different descriptors, changes were found in the height
of the plants, in the leaf sheet, in the cross-section of the stem and in the latent
branch; in the number, color and shape of the flowers; and in the number, weight,
size and shape of the fruits, as well as in the sweetness (°Bx). The plants of the
rfgum6 mutant presented the lowest number of morphoanatomical changes,
showing optimal development and growth, compared to that presented by the plants
of the rfgum5 and rfgum17 mutant lines, in addition to presenting the greatest
similarity with the control plants (not irradiated), with the highest production of fruits,
of greater weight and °Bx. The resistance to B. cinerea was maintained during the
cultivation both in the greenhouse and in the field, of the mutant plants rfgum5 and
rfgum6, showing an Sl of 1, although the plants of the mutant rfgum5, presented a
greater number of morphoanatomical changes.

Keywords: B. cinerea, blackberry, descriptors, mutants, fungal resistance.
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INTRODUCCION

La caracterizacidon morfoanatémica de plantas es la determinacion de un conjunto
de caracteres mediante el uso de descriptores definidos que permiten su
diferenciacion, los que son evaluados en diferentes partes de la planta, asi como
durante diferentes estadios de desarrollo de la misma, de acuerdo a lo establecido
por la Unién Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPOV)
y por el Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos (IPGRI, por sus siglas en
inglés). Algunos caracteres pueden ser altamente heredables, facilmente
observables y expresables en la misma forma en cualquier ambiente. Las
caracteristicas morfoanatémicas se utilizan para estudiar la variabilidad genética,
para identificar plantas y para conservar los recursos genéticos (Hernandez-
Villarreal, 2012).

A partir de los programas de mejora genética, como las radiaciones gamma por la
via de mutaciones inducidas, se han conseguido logros de interés, orientados a
mejorar la arquitectura de la planta, a optimizar la floracion, diversificar el tipo de
fruto y a mejorar la resistencia a algunas enfermedades, permitiendo la obtencién
de cultivares de alta adaptacion en muchas especies (Martinez-Valdivieso et al.,
2012; Begum y Dasgupta, 2014).

La radiacion gamma puede inducir inestabilidad gendmica en células, la cual es
transmitida a su progenie a través de generaciones, principalmente con la induccién
de mutaciones. En este sentido se debe tener en cuenta que la exposicion a la
radiacion puede inducir varios eventos mutacionales por célula, con el riesgo
creciente de que una mutacion favorable sea acompafada por cambios genéticos
no deseables (Kim et al., 2019). Por lo tanto, realizar la caracterizacion
morfoanatdmica de los mutantes obtenidos es sumamente importante para la
seleccion de caracteres de interés de los cultivos y programas de conservacion
(Hernandez-Villarreal, 2012).
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En el estado de Michoacéan, el cultivo de zarzamora (Rubus spp) contribuye de
manera significativa con la economia del pais y ha sido uno de los cultivos que méas
aportado al producto interno bruto nacional, en la Gltima década nuestro pais se
posiciondé como el mayor exportador de esta frutilla principalmente a los mercados
de Estados Unidos y Europa (SIAP, 2019). El interés generado hacia el consumo
de esta frutilla con propiedades nutracéuticas y sus altos niveles de antioxidantes,
flavonoides, antocianinas y taninos, encontrados principalmente en la epidermis y
en las semillas (De Carvalho et al., 2010), ha sido un factor importante para el rapido
crecimiento de la produccién y comercializacion a nivel mundial. Sin embargo, las
normas mundiales demandan frutas con mayor calidad nutricional y sensorial, con
estandares de sanidad elevados sin la presencia de compuestos quimicos, y que
ademas permitan realizar una agricultura mas respetuosa con el medio ambiente
(Singh et al., 2007).

Uno de los principales factores que afectan al cultivo de zarzamora, es la alta
incidencia de patdgenos, como el hongo fitopatdégeno Botrytis cinerea, que causa la
enfermedad del moho gris, antes y después de la cosecha de frutos y es
considerado uno de los mas importantes, ya que de no ser controlado ocasiona
pérdidas de hasta el 100% (Rebollar-Alviter, 2011; Shao et al., 2013). Con el fin de
contrarrestar los dafios ocasionados por este patdogeno y cumplir con los
requerimientos mundiales de exportacion, nuestro grupo de trabajo selecciono tres
lineas mutantes por radiacion gamma (rfgum5, rfgum6 y rfgum17) con resistencia a

B. cinerea mediante ensayos in vitro (Capitulo 1, Huerta-Olalde et al., 2022).

Las lineas mutantes rfgum5 y rfgum6 mostraron indices de severidad minimos en
comparacion con las plantas de la linea rfgum17 y las plantas control (no irradiadas),
confirmando que la radiacion con rayos gamma fue util para la seleccion de
genotipos de zarzamora Cv. Tupy con resistencia a B. cinerea. Estos resultados se
han reportado también en otras especies de plantas, como la cafia de azucar, el
arroz, el platano y el tabaco, entre otros, algunos de los cuales fueron probados en

campo y demostraron ser resistentes a diversos hongos fitopatdégenos (Gupta y
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Acharya, 2018). Sin embargo, se desconoce si estas mutantes mantienen la
resistencia a B. cinerea, bajo cultivo de invernadero y en campo, asi como si estas

presentan alteraciones fenotipicas no deseables, ocasionadas por la radiacion.

En la presente investigacion se realizo la caracterizacion morfoanatomica de las
mutantes de zarzamora (rfgum5, rfgum6 y rfgum17) cultivadas bajo condiciones de
invernadero y cultivadas en una huerta comercial (macrotinel), asi como la

confirmacion de la estabilidad de la resistencia a B. cinerea.
MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico

Se utilizaron plantas micropropagadas de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupy)
de las lineas mutantes rfgum5, rfgum6 y rfgum17, asi como de plantas no irradiadas
(control), las que se mantuvieron bajo cultivo en medio nutritivo MS (Murashige y
Skoog, 1962) sin reguladores de crecimiento por 90 dias en condiciones de cuarto
de cultivo (25+1° C, 16 h de luz, 36 ymol m?s) (Huerta-Olalde et al., 2022).

Botrytis cinerea fue mantenido bajo cultivo en medio papa-dextrosa, agar (PDA) a
24° C, 16 h de luz (150 pmol m?s y 60% de humedad), para la produccién de
esporas. Esta cepa fue aislada de frutos de zarzamora y fue tipificada por
amplificacion (PCR) de marcadores de ITS, NS y 18S (Huerta-Olalde et al., 2022),
los resultados de la tipificacion molecular se presentan en el Anexo 12.1. Cada 15

dias se realizaron subcultivos a medio fresco con inéculo de fragmento de micelio.
Caracterizacion morfoanatdmica

a) Establecimiento y cultivo en invernadero (Trasplante y aclimatacion)
Las plantulas de 90 dias de cultivo in vitro, de cada mutante y no irradiadas (control),

fueron trasplantadas en forma individual en una mezcla de suelo comercial
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promix/vigoro (3:2, v/v) y se cultivaron en un invernadero bajo condiciones de
camara humeda (100% humedad relativa, HR). Para la aclimatacién, estas fueron
cubiertas con plastico transparente por 30 dias y paulatinamente se redujo la HR
hasta alcanzar un 70% (Figura 10A). Posteriormente las plantas aclimatadas fueron
cultivadas en macetas de mayor tamafio y mantenidas bajo condiciones de
invernadero, con riego cada tres dias (Figura 10B). Se determiné la altura de la
planta (AP en cm) y el nimero de hojas (NH) a los 90 y 180 dias del cultivo en

invernadero, utilizando una n de 30 plantas por linea mutante y control.

Figura 10. Plantas de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupy) durante la fase de
aclimatacién (A) y cultivadas por 90 dias en invernadero (B) y en
macrotunel en campo (C).

b) Establecimiento y cultivo en macrotunel

Posterior al establecimiento de las plantas en invernadero, estas fueron llevadas a
cultivo en una huerta comercial bajo condiciones de macrotunel en el Municipio de
Ziracuaretiro, Michoacan, Carretera Uruapan-Taretan, cerca de la comunidad de
Patuan (Figura 10C). Las plantas se mantuvieron en un clima semicalido humedo
con abundantes lluvias en verano (53.07%). En el campo se llevé a cabo la medicion
de los descriptores morfoanatomicos establecidos por la UPOV en cinco plantas

diferentes de cada una de las lineas mutantes, asi como del control (Cuadro 4).
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Ensayos de resistencia a B. cinerea

Se realizaron ensayos de resistencia a B. cinerea, utilizando el método de hoja
cortada en agar-agua (0.8% agar) de plantas cultivadas tanto en invernadero y
campo, de cada una de las lineas mutantes y del control. Los ensayos en hojas de
plantas cultivadas en invernadero se realizaron con la inoculacion de una solucién
de esporas (1x10%) de acuerdo a lo establecido por Huerta-Olalde et al. (2022)
(Capitulo 1) (Figura 11A). Mientras que, para los ensayos realizados en hojas de
plantas cultivadas en campo, la inoculacion se realizé utilizando un disco de micelio
de 0.5 cm de didmetro en etapa de esporulacion, el cual fue colocado en la parte

central de la hoja (Figura 11B).

Figura1l. Hojas de zarzamora cultivadas in vitro en PDA, inoculadas con
esporas (A) y con disco de micelio de Botrytis cinerea.

Evaluacion del indice de severidad (IS)

Los sintomas de la enfermedad ocasionados por B. cinerea se evaluaron utilizando
la escala establecida por Huerta-Olalde et al. (2022), la cual comprende indice de
severidad (Sl) en la escala de 1 a 6 donde: SV1, sin sintomas de enfermedad; SV2,
20% lamina foliar necrosada; SV3, 30% lamina foliar necrosada; SV4, 40% lamina
foliar necrosada; SV5, 50% lamina foliar necrosada; y SV6, +60% lamina foliar

necrosada.

47



7.2 (a(y/ 2 %&(1’(1{*/(6/’/{57«/’07( de la diversidad ///Cr//ffmm/(f/m'(ﬂ 7 mlo”g(yoa’ e resistencia (w//m//wj

malantes de ),f~

D) 7 .
SAINCI A C@////@’/?///?ﬁ/@’//f/ ?

2 e%y) resestentes a £

’////7(7 ARSI

Cuadro 4.

y no mutantes de Rubus fruticosus Cv.

UPOV.

Matriz de las variables morfoanatdémicas evaluadas en lineas mutantes
Tupy, de acuerdo a lo establecido por la

RAMA LATENTEA

DESCRIPTORES
z control mfgums fgum6 mgum17
MORFOANTOMICOS g g g

Altura de la planta (m) 3.34 1.8 3.51 3.7
PLANTAA Numero hojas 15.04 21.12 28.19 35.1

Porte Erecto/semierecto Rastrero Erecto/semierecto Erecto/semierecto

Nume'ro predominante 5 5 5 5

de foliolos

Tipo Palmada Palmada Palmada Palmada
HOJAC Intensidad del color Oscuro Medio Oscuro Oscuro

verde del haz

Brillo del haz Debil Débil Débil Debil

Tan"lano geles Grande Medio Grande Grande

estipulas

Longitud (m) 4.5 1.64 5.3 5

Plgm(.entgmon por Ausente Ausente Ausente Fuerte

antocianinas

Numero de ramas 10 21 24 22

Distribucion
predominante de las

Solo en el tercio

Solo en el tercio

Solo en el tercio

Solo en el tercio

ramas superior superior superior superior
Seccion transversal Redondeada Red::dj::ja @ Redondeada Redondeada
Espinas Presentes Presgentes Presentes Presentes
;I':rr:)aﬁo de la espina 28 51 35 41

Postura del apice en

Hacia abajo

Hacia abajo

Hacia abajo

Hacia abajo

ESPINASA relacion con la rama
Longitud Media Pequefia Media Media
Anchura Media Media Media Media
Lobulado Ausente Ausente Ausente Ausente
Forma en seccion En forma de V En forma de V En forma de V En forma de V
transversal
Ondulacion del borde | Ausente o muy débil | Ausente o muy debil | Ausente o muy débil | Ausente o muy debil
Abullonado entre las .

FOLIOLOS venas Fuerte Medio Muy fuerte Muy fuerte
D &2 MEEEm 6 Biserrada Biserrada Biserrada Biserrada
margen
Profundidad de las
incisiones Muy profunda profunda Muy profunda Muy profunda
Plgmt.entgmon por Ausente Ausente Ausente Fuerte
antocianinas
Intensidad del color Medio Medio Oscuro Oscuro
verde

BROTE JOVENe |Densidaddela Alta Baja Alta Alta
pilosidad glandular
Color del pétalo Rosaceo Blanco.con trazas Blanca Blanca

violeta
Fructificacion lateral Larga Corta Larga Muy larga
Longitud (cm) 5.8 6.3 6 8.4

FLORES® Numero de flores 7 9 7 13
Forma de los pétalos Poco alargados Redondos Poco alargados Alargados
Longitud (cm) 1.76 1.99 2.02 1.2
Anchura 1.60 1.70 1.63 1.47
Relet.c;lon Stz Pequeiia Mediana Grande Mediana
longitud/anchura
Numero de drupas Medio Muy alto Muy alto Bajo

FRUTOSP Tamarno de la drupa Medio Grande Grande Muy pequefio
F°”‘?a E?n seceion Oval media Oblonga Oval media Amorfos
longitudinal
Color Negro rojizo Negro rojizo Negro rojizo Negro rojizo
Peso (g) 3.49 4.82 4.73 2.45
Grados Bix 10.45 14.23 14.14 7.46

A, Latencia invernal; B, Crecimiento rapido y antes de

Fructificacion.

la floraciéon; C, Floracion; F,
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Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA), utilizando la prueba
de diferenciacion de medias de TUKEY (p<0.05), analizando una n=30 (programa
estadistico JMP 8).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién morfoanatémica

a) Alturay numero de hojas en plantas cultivadas en invernadero

El andlisis del comportamiento promedio de las variables cuantitativas evaluadas
durante esta etapa de desarrollo de las plantas en estudio, mostr6 que a los 90 dias
de cultivo en invernadero no se observaron cambios en la altura y en el nimero de
hojas de las lineas mutantes rfgum5, rfgum6 y rfgum17, respecto al presentado por

las plantas control.

Sin embargo, 180 dias después de su establecimiento, se observaron cambios
significativos entre las plantas de cada una de las lineas mutantes y del control,
tanto en la altura como en el nimero de hojas. Las plantas de la linea mutante
rfgum17 presentaron la mayor altura (31.14 cm) y el mayor nimero de hojas/planta
(35.1), seguidas de las plantas de la linea mutante rfgum6 con 26.43 cm de altura 'y
28.19 hojas/planta, presentandose la menor altura y niamero de hojas en las plantas
de la linea mutante rfgum5 (20.84 cm, 21.12 hojas/planta) y en las plantas control
(13.21 cm, 15.04 hojas/planta) (Figuras 12A y 12B).
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Figura 12.

Variables de altura (A) y numero de hojas (B) en plantas de zarzamora
(Rubus fruticosus Cv. Tupy), determinadas a los 90 dias y 180 dias en
cada una de las lineas mutantes (rfugm5, rfgumé6 y rfgum17) y de
plantas control. Letras distintas indican diferencia significativa (Tukey
p<0.05, n=30).
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b) Altura en plantas cultivadas en macrotunel

En las plantas de las tres lineas mutantes y de las plantas control, establecidas en
campo bajo el cultivo en macrotunel, se determin6 solamente la altura de estas, no
observando diferencias significativas a los 90 dias, en las plantas control y de la
linea rfgum5 con una altura de 158 y 135 cm, respectivamente. A este tiempo, las
plantas de las lineas rfgum6 y rfgum17, mostraron alturas mayores de 174 y de 184
cm, respectivamente. A los 180 dias, las plantas con mayor crecimiento fueron las
de la linea mutante rfgum17 (548 cm) con diferencia significativa respecto a las
plantas de las otras lineas y de las plantas control. La altura de las plantas de la
linea mutante rfgum6 fueron estadisticamente iguales a la de las plantas control,
con 351 y 334 cm, respectivamente. Sin embargo, las plantas de la linea
mutante rfgum5, mostraron el menor tamafio con 180 cm de altura (Figura 13).
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Figura 13. Altura de las plantas de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupy)
cultivadas en campo (macrotunel), determinada a los 90 dias y 180
dias en cada una de las lineas mutantes (rfgum5, rfgum6 y rfgum17)
y de plantas control. Letras distintas indican diferencia significativa
(Tukey p<0.05, n=30).
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Estos resultados muestran que existen cambios en cuanto al crecimiento y el
desarrollo de las plantas de las lineas mutantes en comparacion al control,
particularmente en las lineas mutantes rfgum17 y rfgumb5, las que presentaron la
mayor y menor altura, respecto a las plantas control, tanto durante el cultivo en

invernadero (Figura 12) como en campo (Figura 13).

A los 180 dias del cultivo en macrotinel se observé que el crecimiento de la linea
mutante rfgum6 fue similar al presentado por las plantas control, indicativo de que
las plantas de estas lineas, no mostraron cambios significativos debido a la
radiacion gamma. En la figura 14, se muestra la diferencia en el crecimiento de las
plantas cultivadas en campo bajo el sistema de macrotunel, a los 90 dias del cultivo,
en donde se aprecia la diferencia del crecimiento de las plantas mutantes respecto

al de plantas control, con excepcion al presentado por la linea mutante rfgumb.

Esta disminucién en la altura de las plantas mutantes de la linea rfgum5 y el
aumento en las de la linea rfgum17, es un efecto relacionado con la radiacién
ionizante gamma, que se ha reportado en diferentes especies vegetales como en
plantas de crisantemo (Dendrathema grandiflora), en las que se detectd una
mutante con plantas de baja altura, por presentar entrenudos muy cortos, el cual

redujo su crecimiento de 100 cm a 18.41 cm (Castillo-Martinez et al., 2015).

Asi mismo, esto se ha observado en plantas mutadas con rayos gamma de comino
negro (Nigella sativa), en las que la altura de las plantas disminuy6 de 54.86 a 36.84
cm (Kumar y Gupta, 2007) y en plantas de tomatillo (Physalis peruviana), en las que
se observo esta disminucion de la altura de las plantas (de 2.2 a 1.8 cm (Estrada-
Basaldua et al., 2011).
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Figura 14. Crecimiento de plantas de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupy) a
los 90 dias del cultivo en campo (macrotunel) de cada una de las
lineas mutantes y del control: A, Control; B, rfgum5; C, rfgum6; D,
rfgum17.
Alvarez et al. (2000) reportaron en plantas de banana del cultivar ‘Dominico Hartén’
(AAB), diferencias en la altura de las plantas, las cuales clasificé segun su tamafio:
altas (3.66 m) (24.2%), medianas (3.23 m) (54.5%) y bajas (2.65 m) (21.2%). La
altura de la planta es uno de los caracteres altamente evaluados en especies
vegetales irradiadas, los resultados de la presente investigacion demuestran que
esta varia entre cada una de las lineas mutantes y el control, en congruencia con lo
reportado por Angeles-Espino (2013), quién observo en un estudio con irradiacion
in vitro de plantulas de Agave tequilana var. Azul, que las radiaciones tuvieron un
efecto directo en el desarrollo de las plantulas obtenidas. También, Gomez et al.
(2017), evaluaron las caracteristicas morfologicas de plantas mutantes de trigo

(Triticum aestivum), las cuales mostraron una reduccién en el tamafio de la espiga.

c) Variabilidad de los cambios morfoanatomicos en plantas cultivadas en
macrotunel

La evaluacioén del resto de los descriptores morfoanatémicos permiti6 examinar la
variabilidad existente entre cada una de las lineas mutantes y de las plantas control,

con lo que se identificaron las diferencias fenotipicas relacionadas con el fruto, las
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flores y las partes vegetativas. A pesar de la variabilidad morfolégica detectada, se
observdo que en todas las plantas evaluadas predominaron hojas palmadas
compuestas por cinco foliolos de color verde con margen biserrado. Sin embargo,
la lamina foliar de la linea mutante rfgum5 exhibié un color verde claro por el haz y
con un abullonado entre las venas poco marcado, este caracter alterado ha sido
descrito en plantas mutantes de sorgo (Sorghum bicolor) (Xin et al., 2008). Por otra
parte, la seccién transversal de la rama latente presentd una forma angular,
diferente a la forma redondeada que presentaron el resto de las mutantes, de igual
manera, el tamafio de las espinas de esta linea mutante presento diferencias
significativas (0.21 cm) con respecto al resto de las lineas mutantes evaluadas
(Figura 15). Las plantas de las lineas mutantes rfgum6 y rfgum17 no mostraron

diferencias significativas con respecto a las plantas control en este descriptor.

Secci6

n
transv
ersal

Figura 15. Descriptores de rama latente, seccion transversal del tallo y foliolos de
plantas de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupy), cultivadas por 180
dias en macrotunel de las lineas mutantes rfgum5, rfgum6 y rfgum17,
asi como del control.
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Los descriptores que permitieron discriminar facilmente las plantas de cada una de
las lineas mutantes y del control, fueron aquellos evaluados durante la floracion y la
fructificacion, ya que, durante la etapa de floracion, se observaron alteraciones
respecto a la morfologia de la flor. Las plantas control presentaron en promedio 7
flores/racimo, compuestas de 5 pétalos, de color rosaceo de 5.8 cm de longitud,
siendo estas las flores las mas pequefias evaluadas, pero que son caracteristicas
tipicas de la especie (Rzedowski et al., 2005). Por su parte, las flores de la linea
mutante rfgum6 presentaron 7 flores/racimo, blancas de 6 cm de longitud,
compuestas por 7-9 pétalos poco alargados, resultados similares presentados por
las plantas de la linea mutante rfgumb5, la cual presento 9 flores/racimo, blancas con
trazas violetas de 6.3 cm de longitud, compuestas por 6-9 pétalos poco ovalados.
Es importante mencionar que a pesar de que el 80% de las plantas de la linea
mutante rfgum5 presentaron muy baja altura, el 20% restante no presentd

diferencias significativas con respecto al control (Figura 16).

Control rfgum5 rfqumé rfqum17

7 flores/racimo 9 flores/racimo 7 flores/racimo 13 flores/racimo ,

Roséceo Blanco trazas viQ Blanco Blanco
5.8cm 6.3cm 6cm 8.4cm

? 5 pétalos poco 6-9 pétalos 7-9 pétalos poco 11-16 pétalos
alargados redondos alargados alargados

Figura 16. Descriptores de corola, caliz y pétalos en flores de plantas de
zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupy), cultivadas por 180 dias en
macrotunel de las lineas mutantes rfgum5, rfgumé6 y rfgum17, asi
como de las plantas control.
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Por su parte, las plantas de la linea mutante rfgum17, mostraron diferencias
significativas en estos descriptores, ya que mostraron hasta 13 flores/racimo, de
color blanco de 8.4 cm de longitud, las cuales estaban compuestas por 11-16

pétalos alargados, presentando las flores de mayor tamafio (Figura 16).

Este tipo de alteraciones han sido observadas también en otras especies que han
sido mutagenizadas por distintos métodos (Jambhulkar, 2007). Rubio et al. (2014),
observaron diferencias fenotipicas importantes en algunas lineas mutantes
seleccionadas, en las que el tamafio de la planta y la forma del racimo floral se
vieron marcadamente afectados. Cambios en el tamafio, nimero y color de las
flores, han sido reportados en diversas especies vegetales, mayormente en
estudios con plantas ornamentales, como en hibridos de Torenia (Sawangmee et
al., 2011), Zinnia elegans (Pallavi et al., 2017) y Tulipa gesneriana (Li et al., 2022),

aunque también en plantas como Curcuma heyneana (Hapsari et al., 2021).

Los descriptores evaluados durante la fructificacion mostraron que las plantas de
las lineas mutantes rfgum5 y rfgum6 presentaron los frutos de mayor tamafio con
2.02 cm de longitud/1.77 cm ancho, un peso de 4.82 g y 14.23 °Brix (°Bx), y 2.02
cm longitud/1.66 cm ancho, un peso 4.63 g, y 14.14 °Bx, respectivamente. Estos
valores son superiores a los obtenidos de los frutos de las plantas control (1.80 cm
longitud/ 1.61 cm ancho, un peso de 3.49 g y 10.45 °Bx). En cuanto a la forma del
fruto, la mutante rfgum6 y el control presentaron frutos de forma oval media,
mientras que la mutante rfgum5 presenté frutos de forma oblonga, en todos los
casos, el color respectivo de los frutos fue negro-rojizo, no asi en los frutos de la
mutante rfgum17, en la cual se observaron fisiopatias en un 90% de los frutos
producidos por esta mutante, el 10% restante lo conformaron frutos bien
desarrollados negro-rojizos pero de menor tamafio (1.22 cm longitud/1.48 cm

ancho, un peso de 2.45 gy 7.46 °Bx) (Figura 17).
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Figura 17. Descriptores de longitud (Long.), peso, forma y grados Brix (°Brix) en
frutos de plantas de zarzamora (Rubus fruticosus Cv. Tupy),
cultivadas por 180 dias en macrotunel de las lineas mutantes rfgumb5,
rfgum6 y rfgum17, asi como de las plantas control.

Los resultados de variabilidad morfoanatomica obtenidos en la presente
investigacion, demuestran que la radiacion gamma utilizada para la seleccién de
estas lineas mutantes, afectd significativamente en las plantas irradiadas, la
incidencia de las radiaciones puede influir en la produccién y/o rendimiento de
frutos, ya que la altura y los cambios observados tanto en flores como en frutos
marcaron la diferencia entre las plantas mutantes de zarzamora. Las plantas de la
linea mutante rfgum6 son las que presentaron un minimo de cambios, con un
crecimiento y descriptores similares a los de las plantas control. Atendiendo a los

resultados obtenidos, durante la caracterizacion morfoanatémica de las lineas
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mutantes evaluadas, se aprecié cierto grado de diversidad fenotipica en cada una
de ellas, lo cual resulta interesante para ser utilizados como posibles parentales en

programas de mejoramiento genético de zarzamora.

Ensayos de resistencia a B. cinerea

Con los ensayos de resistencia realizados en hojas de plantas control y de las
mutantes rfgum5, rfgum6 y rfgum17, cultivadas en invernadero y en campo, se
observé que la resistencia a B. cinerea, observada durante los ensayos in vitro
(Huerta-Olalde et al., 2022) se mantuvo en las plantas de las lineas mutantes
rfgum5 y rfgum6, ya que no mostraron ningun sintoma de enfermedad ocasionada
por el patégeno, esto comparado con las hojas de las plantas control inoculadas
con esporas de B. Cinerea (Control+), las cuales desarrollaron necrosis desde las
48 horas posteriores a la inoculacion (hpi), mostrando un indice de severidad de 6
(>60% del area foliar necrosada) a los 7 dias posteriores a la inoculacion (dpi),
obteniendo un 100% de la lamina foliar necrosada a los 14 dpi (Figura 18).

Sin embargo, como se observl en los ensayos in vitro, la resistencia al hongo no
se mantuvo en las plantas de la linea mutante rfgum17, ya que al igual que las hojas
de las plantas control+ presentaron un indice de severidad de 6, con >60% del area

foliar necrosada a los 7dpi.

Estos resultados confirman que las lineas mutantes rfgum5 y rfgum6 son resistentes
a B. cinerea, con un indice de severidad de 1, ya que en estas lineas no se observo
necrosis, la presencia de desarrollo de micelio, y, por lo tanto, tampoco de
esporulacion, lo que si fue observado en las hojas de las plantas control+ y de la

linea mutante rfgum17 (Figura 18, Cuadro 5).
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Figura 18. Evaluacion del indice de severidad y necrosis en hojas cortadas de
plantas de Rubus fruticosus ‘Tupy’ durante el cultivo en invernadero y
campo. Control negativo (control-, hojas no inoculadas), control
positivo (control+, hojas inoculadas de plantas de brotes no irradiados)
y lineas mutantes (rfgum5, rfgum6 y rfgum17), inoculadas con Botrytis
cinerea (1x103 esporas/mL) a los 14 dias posteriores a la inoculacién
(14 dpi).

Los primeros sintomas tipicos de la infeccion causada B. cinerea se observaron a
los 3 dpi en hojas de plantas control+, y la infeccion progreso alcanzando el IS de 6
alos 7 dpi. Las hojas de las lineas mutantes rfgum5 y rfgum6 no exhibieron sintomas
de enfermedad en ninguno de los periodos de tiempo analizados, sin embargo, las
hojas de plantas de la linea mutante rfgum17 presentaron sintomas de enfermedad
a partir de los 3 dpi (Cuadro 5). Estos resultados obtenidos concuerdan con los
ensayos realizados en hojas de plantas cultivadas in vitro (Huerta-Olalde et al.,
2022), por tanto, las lineas mutantes rfgum5 y rfgum6 mantienen la resistencia con
un IS de 1, ya que estas lineas no presentaron sintomas de la enfermedad
ocasionados por el patdgeno. Mientras que, la linea mutante rfgum17 al presentar
un IS de 6 con 60% de hojas necréticas mantuvo su caracter de susceptible. Se

observo micelio y esporulaciéon en control+ y rfgum17 (Cuadro 5, Figura 18).
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Cuadro 5. Indice de severidad (IS), porcentaje de necrosis y presencia de micelio
y esporulacién en hojas desprendidas de plantas control (Control- y
control+) y plantas de las lineas mutantes (rfgum5, rfgum6, and
rfgum17) inoculadas con Botrytis cinerea a los 3, 7 y 14 dias post-
inoculacion (dpi).

Linea dpi SI Necrosis (%)  Micelio/esporulacion
Control™ 3 1 0 -
(no inoculadas) 7 1 0 -
14 1 0 -
Control* 3 3 30 +
(inoculadas) 7 6 60 +
14 6 100 +
rfgum5 3 1 0 -
7 1 0 -
14 1 0 -
rfgum6 3 1 0 -
7 1 0 -
14 1 0 -
rfgum17 3 1 10 +
7 4 40 +
14 6 60 +

En plantas de valor agronémico irradiadas en cultivos in vitro, se confirmo la
seleccion de genotipos con resistencia a hongos, la cual se mantuvo estable al
realizar las pruebas de resistencia tanto al cultivarse en condiciones de invernadero
como en campo. En plantas mutantes de cardamomo (Elettaria cardamomum),
crisantemo (Dendranthema grandiflora) y palma (Phoenix dactylifera), se confirmo
la resistencia a los hongos, Fusarium oxysporum y Septoria obesa, aun en su
progenie (Zuiiga et al., 2010; Jain, 2012; Kumar et al., 2012). En la presente
investigacion, es necesario realizar pruebas de patogenicidad con al menos dos
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generaciones mas de plantas de zarzamora Cv. Tupy (rfgum6), cultivadas por un
ciclo competo en campo para asegurar la estabilidad de la resistencia.

Los resultados presentados en esta investigacion muestran que la combinacion de
la mutagénesis por radiacion gamma y la biotecnologia, utilizando la seleccién de
mutantes resistentes a B. cinerea en condiciones in vitro, es un ejemplo para la
generacion de genotipos de zarzamora (R. fruticousus Cv. Tupy), que muestren
resistencia a este hongo, ya que al menos una de las lineas mutantes, la rfgum6,

presento estabilidad de la resistencia durante su cultivo en campo.
CONCLUSIONES

Por el efecto de la radiacibn gamma en los brotes cultivados in vitro de zarzamora
(Rubus fruticosus Cv. Tupy), se confirmé la presencia de cambios en algunos de los
descriptores morfoanatomicos, principalmente en las plantas de las lineas mutantes

rfgum5 y rfgum17, respecto a las de la planta control (no irradiada).

Las plantas de la linea mutante rfgum6 presenté el menor nimero de cambios
morfoanatdmicos, mostrando un 6ptimo desarrollo y crecimiento, en comparacion al
presentado por las plantas de las lineas mutantes rfgum5 y rfgum17, ademas de
presentar la mayor similitud con las plantas control (no irradiadas), con la mayor

produccion de frutos, con un mayor peso y mayor contenido de azucares (°BX).

Las plantas mutantes de la linea rfgum6 mantuvieron la resistencia a B. cinerea
tanto durante el cultivo en invernadero como en campo. Aunque esta resistencia
también fue observada en las plantas mutantes de la linea rfgum5, estas

presentaron un mayor niumero de cambios morfoanatémicos.
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8. DISCUSION GENERAL

Uno de los principales logros del mejoramiento genético, es la mejora de la
resistencia a patégenos, una de las técnicas biotecnolégicas méas efectivas para
lograr este objetivo es el uso de técnicas mutagénicas, las cuales inducen cambios
heredables en la constitucion genética de una célula mediante la alteracién de su
acido desoxirribonucleico (ADN) (Ortiz y Swennen, 2014). Especificamente, la
induccion de mutaciones con rayos gamma en tejidos vegetativos in vitro, ha
permitido la seleccién de especies de interés agricola resistentes a diversos hongos
fitopatdogenos (Chen et al., 2014; Li et al., 2015; Saraswathi et al., 2016).

El mejoramiento in vitro por este procedimiento, requiere de las técnicas de cultivos
in vitro de plantas, con las que pueden utilizarse diferentes sistemas como el cultivo
de protoplastos, células en suspension, callos y explantes (segmentos de plantas),
a partir de los cuales, se establecen los sistemas de regeneracion (Predieri y
Zimmerman, 2001). Establecer un protocolo efectivo de micropropagacion es
necesario para conseguir la generacién de lineas mutantes y a partir de estas,
regenerar y propagar masivamente plantas mutantes con caracteristicas
especificas, en particular, aquellas con resistencia a hongos fitopatdgenos (Jain,
2010).

Otra herramienta que involucra el cultivo in vitro de tejidos vegetales para la
seleccion de plantas mutantes resistentes a hongos, es el empleo de filtrados
estériles del hongo contra el cual se seleccionara la resistencia de las plantas
(Patifio-Torres et al., 2007). Este método utilizado para la seleccion ha sido
empleado con éxito para la obtencidbn de plantas resistentes a hongos de
importancia comercial (Mahlanza et al. 2013; Gupta y Acharya, 2018). Ejemplo de
esto, es la obtencion de plantas mutantes de tomate de arbol (Solanum betacea),
de diferentes cultivares de fresa (Fragaria x ananassa Duch.) (Sowik et al., 2008) y

de cardamomo (Elettaria cardamomum) (Zufiga et al., 2010), resistentes a hongos
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como Colletotrichum acutatum, Verticilium dahliae y Fusarium oxysporum,

respectivamente.

Debido a la importancia de generar genotipos de zarzamora (Rubus fruticosus Cv.
Tupy) resistentes a Botrytis cinerea, uno de los agentes patdégenos que causan
enormes pérdidas en la produccion de frutos en este cultivo, tanto en campo como
poscosecha (Rebollar-Alviter, 2011), en la presente investigacion se irradiaron
brotes regenerados in vitro de zarzamora Cv. Tupy con rayos gamma, se
seleccionaron plantulas micropropagadas provenientes de brotes irradiados en
filtrado estéril de B. cinerea, para mediante bioensayos in vitro, probar la resistencia
en aquellas lineas mutantes seleccionadas. Posteriormente las lineas mutantes
seleccionadas como resistentes fueron caracterizadas agromorfolégicamente bajo

condiciones de invernadero y campo.

8.1.OBTENCION DE MUTANTES DE R. fruticosus CV. TUPY

Con el establecimiento in vitro de yemas axilares y apicales de plantas de zarzamora
(R. fruticosus Cv. Tupy), se logré la multiplicacién de brotes y la regeneracion de
plantulas a partir de éstos, consiguiendo su micropropagacion hasta el cultivo de
plantulas en invernadero. ElI éxito de la multiplicacion de brotes y la
micropropagacion de plantulas de zarzamora Cv. Tupy, fue esencial para la
obtencion de plantas mutantes, ya que, al irradiar brotes con rayos gamma, los
sobrevivientes pudieron llevarse a la formacion de plantulas, consideradas éstas

como lineas mutantes.

La combinacion del cultivo de tejidos vegetales con el método de mutagénesis
inducida, son la mejor opcién para obtener plantas mutantes en relativo corto tiempo
y con efectividad. El cultivo in vitro de plantas ha sido utilizado para la seleccion de
diversas especies vegetales mutantes resistentes no solo a hongos, sino también a

otras caracteristicas tales como salinidad, altas y bajas temperaturas y sequia, o
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bien para producir modificaciones en la produccion y/o calidad de los frutos (Patifio-
Torres, 2010; Salgado-Garciglia, 2013).

Los brotes obtenidos a partir su establecimiento in vitro fueron utilizados para la
generacion de mutantes, sometiéndolos a radiacibn gamma, con el objetivo de
seleccionar mutantes resistentes a B. cinerea. Se establecié como la DLso, la
intensidad de 30.8 Gy, con esta dosis se seleccionaron 96 diferentes plantulas
regeneradas de brotes irradiados, las cuales presentaron caracteristicas de

crecimiento y desarrollo similar al de las plantulas no irradiadas (Seccion 7.1).

La DLso fue determinante para obtener un 50% de brotes supervivientes, los que
potencialmente tuvieron cambios a nivel genético por lo que son considerados
mutantes, ya que la radicacion absorbida provoca cambios en el ADN y origina
mutaciones, mismas que causan alteraciones fenotipicas y/o genotipicas en las
plantulas (Garcia-Velasco et al., 2021). Estas mutaciones causadas por las
radiaciones gamma ocurren al azar en el genoma de la planta, aunque algunas de
ellas pueden dar lugar a la aparicion de caracteristicas interesantes que no pueden
encontrase en la naturaleza o que se han perdido durante la evolucion (Amri-
Tiliouine et al., 2018).).

8.2.SELECCION DE MUTANTES EN FILTRADO ESTERIL DE B. cinerea

Los resultados obtenidos con el cultivo de plantulas de zarzamora Cv. Tupy
regeneradas de brotes con radiacibn gamma, en el medio de cultivo con la CLso del
filtrado estéril de B. cinerea (4.6 g/L) (Seccion 7.1), son comparables con lo
reportado por Borras et al. (2001) quienes determinaron que existe una relacion
entre el crecimiento sobre el filtrado de hongo y la resistencia observada en

bioensayos in vitro.

De las 96 lineas mutantes crecidas en la CLso del filtrado estéril de B. cinerea, se

obtuvieron diez lineas que mostraron un porcentaje de supervivencia >50% (rfgumz2,
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rfgum5, rfgum6, rfgum9, rfgum14, rfgum17, rfgum?24, rfgum27, rfgum28, y rfgum32),
observando en ellas un optimo crecimiento comparado al de las plantas control (no
irradiadas) y con la ausencia o un minimo de sintomas de la enfermedad. Aunque
no hay evidencias de los mecanismos exactos que ejerce el filtrado estéril de B.
cinerea sobre las plantas mutantes para ser seleccionadas como resistentes. Patifio
et al. (2007) demostraron que los filtrados estériles se utilizan durante la seleccion
de genotipos resistentes, debido a que contienen un arsenal de compuestos

fitotdxicos como el “botrydial” y sus derivados, asi como el acido oxalico.

La produccion in vitro de fitotoxinas en medios de cultivos ha sido reportada para
diferentes especies de hongos (Van den Bulk, 1991; Abang et al., 2009) y la
importancia de los extractos fungicos de sus cultivos estd siendo ampliamente
estudiada, ya que se ha demostrado que en estos se encuentran diferentes

compuestos que producen sintomas en las plantas (Jayasankar et al., 1999).

El empleo de fitotoxinas de patégenos como agentes de seleccion in vitro es una de
las técnicas que se utiliza para obtener variantes somaclonales o mutantes
resistentes a una enfermedad, teniendo como premisa fundamental que la
resistencia debe manifestarse a nivel in vitro (Garcia et al., 2004). Ademas de las
fitotoxinas como el botydial y la fusarina, se sabe que algunas enzimas de los
filtrados estériles de hongos (amilasa, celulasa y proteinasa), pueden actuar sobre
los componentes estructurales de la pared celular de los vegetales o iniciando
respuesta de defensa, respectivamente (Theerthagiri et al., 2008). Las fitotoxinas
tienen dos propiedades importantes, son activas a muy bajas concentracionesy son
méviles dentro de la planta y por lo tanto pueden actuar a distancia del sitio de

infeccion (Svanova et al., 2005).

8.3. SELECCION DE PLANTAS DE R. fruticosus CV. TUPY RESISTENTES
A B. cinerea

Mediante los bioensayos in vitro de resistencia a B. cinerea realizados con hojas y

plantulas provenientes de brotes irradiados con rayos gamma, y seleccionadas
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como resistentes al filtrado estéril de B. cinerea, los resultados mostraron que al
inocular esporas en hojas o plantulas control, en éstas se observo una rapida
infeccion (desde los tres dias) ya que se manifestaron los sintomas de la
enfermedad como necrosis en el sitio de la inoculacion, necrosis en los bordes de
hojas y partes del tallo en plantulas, asi como la germinacion de las esporas y el
crecimiento del micelio (Seccion 7.1). Sin embargo, la respuesta de resistencia a B.
cinerea en al menos tres lineas mutantes fue directamente relacionada con lo
observado en el proceso de la seleccion con el filtrado estéril del hongo, resultando
signos de resistencia al ataque del patdgeno, al realizarse bioensayos in vitro tanto
en hoja como en plantula. Las lineas mutantes rfgum5, rfgum6 y rfgum17 fueron
seleccionadas como resistentes a B. cinerea, éstas mostraron un crecimiento similar

a las plantas no irradiadas y ausencia o un minimo de sintomas de la enfermedad.

Lo anterior se ha reportado para diferentes plantas de interés agronémico, un
ejemplo de ello es la selecciéon de plantas mutantes de banano, obtenidas con
radiacion gamma, que en bioensayos de evaluacién temprana in vitro mostraron
resistencia a la enfermedad Sigatoka negra de la que el agente causal es el hongo
Mycosphaerella fijiensis. Cuando estos fueron inoculados en campo con el
patdgeno se confirmd la resistencia (Garcia et al., 2004). Con los resultados
obtenidos en esta etapa de la investigacién hacia la obtencion de plantas de
zarzamora Cv. Tupy resistentes a B. cinerea, las lineas mutantes rfgum5, rfgum6 y
rfgum17 fueron sometidas a evaluacion en cultivo en invernadero y campo, con la
finalidad de confirmar la resistencia y descartar cambios morfoanatomicos no

deseables.

8.4. CARACTERIZACION MORFOANATOMICA DE PLANTAS DE R.
fruticosus CV. TUPY RESISTENTES A B. cinerea

La caracterizacién morfoanatémica de especies es la determinacién de un conjunto
de caracteres mediante el uso de descriptores definidos que permiten diferenciar
las nuevas caracteristicas, algunas de ellas pueden ser altamente heredables,

facilmente observables y expresables en la misma forma en cualquier ambiente
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(Hernandez-Villareal et al., 2012). Las comparaciones morfoanatbmicas o
verificaciones de identidad deberan ser con plantas de la misma linea y durante el
crecimiento y desarrollo, deben recibir los mismos tratamientos, para anular algan
efecto medio ambiental. Es decir, todas crecen y se desarrollan bajo las mismas
condiciones para ser caracterizadas. Por lo tanto, la caracterizacién es el primer

paso en el mejoramiento de los cultivos y programas de conservacion.

La caracterizacibn morfoanatdbmica en invernadero y en campo de las plantas
mutantes de zarzamora Cv. Tupy resistentes a B. cinerea se realiz6 en las tres
lineas mutantes seleccionadas previamente (rfgum5, rfgum6 y rfguml17). Los
resultados obtenidos durante el establecimiento en invernadero mostraron que, Si
hubo cambios significativos entre cada una de las lineas mutantes con respecto al
control, sobre todo durante el crecimiento rapido de las plantas. Las plantas de la
linea mutante rfgum17 presentaron la mayor altura (31.14 cm) y el mayor nimero
de hojas/planta (35.1), seguidas de las plantas de la linea mutante rfgum6 con 26.43
cm de altura y 28.19 hojas/planta, y presentdndose la menor altura y nimero de
hojas en las plantas de la linea mutante rfgum5 (20.84 cm, 21.12 hojas/planta) y en

las plantas control (13.21 cm, 15.04 hojas/planta) (Seccién 7.2).

La disminucion de la altura de las plantas sometidas a radiacion gamma, es uno de
los efectos ocasionados por la incidencia de la radiacion y ha sido reportada por
diversos autores en diferentes especies vegetales, tales como crisantemo
(Dendrathema grandiflora) (Castillo-Martinez et al., 2015), comino negro (Nigella
sativa), (Kumar y Gupta, 2007), tomatillo (Physalis peruviana) (Estrada-Basaldua et
al., 2011), banano Cv. ‘Dominico Harton’ (AAB) (Alvarez et al., 2000) y Agave
tequilana var. Azul (Angeles-Espino 2013). Siendo este uno de los caracteres
altamente evaluados y de mayor importancia en el mejoramiento de especies
vegetales. Los resultados obtenidos durante el establecimiento de las plantas en
macro tunel, confirmaron las diferencias que existen entre cada una de las lineas
mutantes y el control, particularmente en las lineas mutantes rfgum17 y rigum5, que

presentaron la mayor y menor altura, respecto a las plantas control, tanto durante el
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cultivo en invernadero como en campo, mientras que en la mutante rfgumé se
observé que el crecimiento fue similar al presentado por las plantas control,
indicativo de que las plantas de estas lineas, no mostraron cambios significativos

debido a la radiacibn gamma en cuanto a la variable evaluada.

8.5. VARIABILIDAD DE LOS CAMBIOS MORFOANATOMICOS EN
PLANTAS CULTIVADAS EN MACROTUNEL

La evaluacion de los descriptores morfoanatomicos evaluados durante la etapa de
latencia invernal y crecimiento rapido y antes de la floracién, mostraron que las
plantas de las mutantes rfgum6 y rfgum17 no mostraron diferencias en variables
como tipo de crecimiento, color y brillo de hojas, tamafio de estipulas, nimero y
tamafo de espinas, forma de la rama latente y margen de los foliolos, respecto a
las plantas control, mientras que la linea mutante rfgum5, presentd el mayor nimero

de cambios morfoanatdmicos.

En lo que respecta a las caracteristicas de la flor, las plantas control presentaron el
menor numero de flores por racimo (7) y las flores de menor tamafio (5.8 cm), las
cuales estaban compuestas por 5 pétalos, en contraste con las flores de las plantas
de la linea mutante rfgum17, que presentaron el mayor niumero de flores por racimo
(13) y de mayor tamafio (8.4 cm) compuestas por 13 pétalos. En tanto que la

mutante rfgum6 produjo flores con una mayor similitud al control.

En la etapa de fructificacion, los frutos obtenidos revelaron que las plantas de las
mutantes rfgum5 y rfgum6 exhibieron la mayor produccion de estos, presentando
los frutos de mayor tamafo 2.02 cm de long. /1.77 cm ancho, con un peso de 4.82
gy 2.02 cm long. /1.66 cm ancho con un peso 4.63 g, respectivamente. Estos
valores son superiores a los obtenidos de los frutos de las plantas control (1.80 cm
long. por 1.61 cm ancho con un peso de 3.49 g). En cuanto a la forma del fruto, la
mutante rfgum6 y el control presentaron frutos de forma oval media, mientras que
la mutante rfgum5 present6 frutos de forma oblonga, en todos los casos, el color

respectivo de los frutos fue negro-rojizo, no asi en los frutos de la mutante rfgum17,
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en la cual se observaron fisiopatias en un 90% de los frutos producidos por esta
mutante, el 10% restante lo conformaron frutos bien desarrollados negro-rojizos

pero de menor tamafio (1.22 cm long./1.48 cm ancho con un peso de 2.45 g).

8.6.ENSAYOS DE RESISTENCIA A B. cinerea

Los ejemplares con mutaciones presentan caracteristicas mejoradas y una de estas
caracteristicas es la resistencia a enfermedades (Corrales et al., 2019). Se
realizaron ensayos de resistencia a B. cinerea, en cada una de las lineas mutantes
una vez establecidas en invernadero y en campo, con la finalidad de confirmar la
resistencia observada durante los ensayos realizados in vitro. Los resultados
obtenidos confirmaron la resistencia al hongo en al menos 2 lineas mutantes, las
lineas mutantes rfgum5 y rfgum6 mantuvieron la resistencia al patdgeno ya que
estas no presentaron sintomas de la enfermedad en ninguna de las evaluaciones
realizadas, sin embargo, la linea mutante rfgum17 no mantuvieron la resistencia, ya
gue al igual que las hojas de las plantas control presentaron >60% del area foliar
necrosada a los 7dpi. Estos resultados confirman la efectividad del filtrado estéril
del hongo como un agente de seleccidn exitoso para los programas de seleccion

de especies vegetales resistentes a patdogenos.

La gran diversidad de materiales genéticos encontrados durante esta investigacion
nos permite hacer una correcta discriminacion a nivel morfoanatomico de los
materiales estudiados. La respuesta de la resistencia de las mutantes obtenidas,
nos permiten tener un acercamiento sobre los posibles mecanismos implicados en

la resistencia adquirida.

Si bien este es el primer reporte en el que se estudia la interaccion de zarzamora
con B. cinerea, se han descrito modelos en otras especies vegetales pertenecientes
al grupo de los llamados frutos rojos, tales como uva y fresa, en donde se ha
demostrado que la resistencia adquirida en fenotipos mutantes obtenidos por

diferentes metodologias parece estar relacionada con las barreras mecanicas,
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como la cuticula y el contenido de cera (Rubio et al., 2014), asi como la activacion
de vias metabodlicas mediadas por la activacion de hormonas vegetales como
jasmonato y etileno (Verhagen et al., 2011), factores de transcripcion (TF),

biosintesis de camalexina y la deposicién de callosa (Denancé et al., 2013).

Se ha observado que, durante la infeccion, B. cinerea penetra en la cuticula de la
hoja huésped al secretar enzimas liticas y fitotoxinas en la planta huésped (van Kan,
2006). En consecuencia, las plantas acumulan especies reactivas de oxigeno
(ROS) en la membrana plasmatica de las células huésped para desencadenar un
estallido oxidativo que conduce a la muerte celular (Tenberge et al., 2002). Botrytis
cinerea rompe las células epidérmicas secretando numerosas enzimas que
degradan la pared celular (CWDE) tales como, pectinasas, celulasas,
hemicelulasas, proteasas y lacasas (Nafisi et al., 2014). También secreta una
diversidad de metabolitos fitotoxicos no especificos, que contribuyen a la muerte
celular, entre ellos, el mas conocido es el sesquiterpeno botrydial y sus derivados
(Colmenares et al., 2002), asi como el &cido botcinico y sus derivados de botcinina
(Tani et al., 2006). El botrydial se produce durante la infeccién de la planta e induce
clorosis y colapso celular (Deighton et al., 2001), mientras que el acido botcinico y

sus derivados, inducen clorosis y necrosis (Cutler et al., 1996).

Por su parte, las plantas tienen varias estrategias de defensa contra la infeccion por
B. cinerea. Los patrones moleculares asociados a microbios derivados de
patdgenos (MAMP) y los patrones moleculares asociados a dafios en el huésped
(DAMP) activan la sefializacion inmunitaria protectora en las plantas (Newman et
al., 2013). Los receptores de reconocimiento de patrones innatos (PRR) de las
plantas se unen a los MAMP/DAMPs patdgenos y sirven como sefiales de alerta
temprana en el sistema inmunitario. Tras la infeccion con B. cinerea, la quitina (un
MAMP) es reconocida por los receptores de la membrana plasmatica del huésped,
gue transducen una sefal a cascadas dependientes y/o independientes de MAPK
(Miya et al., 2007; Faulkner et al., 2013). Ademéas, MPK4 activa WRKY33 (TF) y
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fosforila el complejo MPK4-WRKY33-MKS1, regulando positivamente los genes

implicados en la biosintesis de camalexina.

Las MAPK son importantes para activar genes inducibles por oligogalacturénidos
(OG), los que son liberados por la pared celular de la planta después de la infeccién
por B. cinerea, funcionan como DAMP y contribuyen a la defensa de la planta contra
este patdgeno (Ferrari et al., 2013). Por su parte, las proteinas inhibidoras de la
poligalacturonasa (PGIP) también Ilimitan las actividades de las
endopoligalacturonasas (endo-PG) (De Lorenzo et al., 2011). Se ha observado en
plantas transgénicas de arabidopsis, fresa y uva que sobreexpresan genes que
codifican PGIP, mostraron una reduccion en los sintomas de la enfermedad a B.

cinerea.

En los Ultimos afios se han realizado analisis gendmicos, datos transcripcionales y
analisis de redes proteina-proteina para el analisis comparativo de las respuestas
de defensa de las plantas ante el ataque de B. cinerea (Sham et al., 2014; Jiang et
al., 2016). Las tecnologias 6micas modernas proporcionan herramientas poderosas
para predecir factores genéticos, funciones de genes y evolucion, asi como

interacciones entre ambos organismos (Morrel et al., 2011).
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9. CONCLUSIONES GENERALES

La resistencia a B. cinerea en plantas de zarzamora (R. fruticosus Cv. Tupy), se
logré por el método de radiacion gamma en &pices de brotes cultivados in vitro,
utilizando el filtrado de cultivo estéril de B. cinerea, con el que se seleccionaron tres

lineas mutantes (rfgum5, rfgum6 y rfgum17)..

Las plantas mutantes de las lineas rfgum5 y rfgum17, presentaron el mayor nimero
de cambios morfoanatémicos respecto a las plantas no irradiadas y a las plantas

mutantes de la linea rfugm6.
Las plantas de la linea mutante rfgum6 son resistentes a B. cinerea y estas no

mostraron cambios morfoanatémicos, de crecimiento y desarrollo, y en la

produccion de frutos, asi como en la calidad de estos.
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10. PERSPECTIVAS

Debido a que las pruebas de resistencia a B. cinerea se realizaron en el primer ciclo
de crecimiento, desarrollo y produccion de frutos de las plantas de zarzamora
(rffgum6), en el cultivo en campo, es necesario realizar estos ensayos al menos por
dos ciclos de cultivo mas. El resultado de esto, permitird iniciar los tramites para el

registro de esta linea mutante de zarzamora.

Por otra parte, es importante realizar la caracterizacion molecular de estas
mutantes, lo que permitira conocer los posibles mecanismos responsables de la
resistencia adquirida, asi como identificar los principales genes involucrados como

respuesta de defensa en la interaccién planta-patégeno.
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12. ANEXO
12.1. Tipificacion de cepa de Botrytis cinerea

Se realizo la tipificacion de la cepa aislada de B. cinerea de frutos de zarzamora Cv. Tupy.

Para la extraccion de ADN se utilizé micelio de B. cinerea crecido durante 15 dias en medio
Papa-dextrosa (PD), el micelio obtenido se enjuagd con agua estéril y posteriormente fue
congelado a -80°C.

Se sigui6 el protocolo propuesto por Kuramae-lzioka, 1997. Se realiz6 la amplificacion por
PCR de los marcadores ITS, NSy 18S, utilizando los siguientes de oligonucledtidos:

ITS1-F (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) y ITS4-R (TCCTCCGCTTATTGATATGC)
NS1-F (GTAGTCATATGCTTGTCTC) y NS8-R (TCCGCAGGTTCACCTACGGA)
18S-F (TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA) vy 18S-R (ATTGCAATGCYCTATCCCCA)

Estos marcadores amplificaron fragmentos de 514, 1295 y 749 pb respectivamente. Los
productos de PCR se secuenciaron por el método dideoxy, y las secuencias obtenidas
fueron cotejadas con secuencias reportadas en el banco de datos internacional, mediante
el software en linea Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). La comparacion de las
secuencias arrojo un 100% de identidad para los tres fragmentos amplificados con cepas
de Botrytis cinerea confirmando con ello la identidad de nuestro hongo. —
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