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RESUMEN

GENETICA DE LA RESISTENCIA DE TRIGOS CRISTALINOS DE HABITO
INVERNAL A Puccinia triticina Eriks Y SU RESPUESTA in vitro

Laura Marisa Delgado Sanchez, M.C.

Colegio de Postgraduados

El trigo (Triticum turgidum ssp. Durum) es un cereal de la familia de las gramineas.
Durante 2002-2012 tuvo una produccién en México de 22 millones de hectareas. Uno
de los problemas importantes que ha enfrentado el trigo es la roya de la hoja causada
por Puccinia triticina E., enfermedad ampliamente distribuida y devastadora. Los
objetivos de esta investigacion fueron: 1) Determinar la presencia de un gen resistente
a la roya de la hoja en estado de plantula dentro de un grupo selecto de 51 genotipos
de trigos duros en invernadero; 2) Evaluar dos genotipos de trigo tolerantes y uno
susceptible a la resistencia de roya de la hoja bajo condiciones in vitro. Se detectaron
a los genotipos “Mirlo 26” y “Elinia 48” como resistentes a la raza de roya BBG/BPC en
la progenie de la cruza con el genotipo susceptible “Atred”. En “Elinia 48” |a resistencia
que estuvo asociada con un gen dominante y otro recesivo y para “Mirlo 26” por un
recesivo. La germinacion in vitro de semillas de los tres genotipos se logré en medio
de Murashige y Skoog (1962, MS) adicionado con sacarosa (30 g L1); 2,4-D (20.3 uM)
y Kin (5.8 uM). Ademas, de obtenerse plantulas, las semillas también formaron callos.
La induccién de organogénesis directa fue a partir de explantes de secciones
transversales basales del tallo disecadas de las plantulas; las cuales se sembraron, en
medio MS adicionado con BA (11.1 uM) y AIA (1.0 uM). La regeneracion de plantulas
via organogénesis indirecta se logré6 a partir de callos con las concentraciones
hormonales antes sefialadas. En ambas rutas morfogénicas las plantulas formaron
raices en el mismo medio de cultivo y concentraciones hormonales. La aclimataciéon
de plantas fue del 90% en sustrato de agrolita y peat-moss (proporcion 1:1). La
evaluacion in vitro de los genotipos susceptibles y resistentes a la roya de la hoja, fue
detectada en plantulas crecidas en medio de cultivo basal MS (1962) suplementado
con sacarosa (30 g L?) inoculando las plantulas con Puccinia triticina E., (0.3 g L 1).
Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro son una herramienta para el
mejoramiento genético convencional para distinguir genotipos seleccionados en
campo de materiales susceptibles o resistentes a enfermedades. Esta es la primera
investigacion en que se aplica.

Palabras clave: roya, seleccion, in vitro e in vivo, susceptibilidad, variacion somaclonal.
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ABSTRACT

GENETICS OF DURUM WINTER WHEAT RESISTANCE TO Puccinia triticina
Eriks AND ITS RESPONSE in vitro.

Laura Marisa Delgado Sanchez, M.C.
Colegio de Postgraduados

Wheat (Triticum turgidum ssp. Durum) is a cereal grass family. During 2002-2012 it
was a production in Mexico of 22 million hectares. One of the major problems faced
wheat is the leaf rust caused by Puccinia triticina E., widely devastating disease. The
objectives of this research were: 1) To determine the presence of a resistant to leaf rust
in seedling stage among a select group of 51 genotypes of durum wheat in greenhouse;
2) Evaluate two tolerant wheat genotypes susceptible and resistance of leaf rust under
in vitro conditions. Genotypes "Mirlo 26" and "Elinia 48" as resistant to rust race
BBG/BPC in the progeny of crosses with the susceptible genotype "Atred" were
detected.In "Elinia 48" the resistance was associated with a dominant and one
recessive gene for "Mirlo 26". The in vitro seed germination of the three genotypes
was obtained on Murashige and Skoog medium (1962, MS) supplemented with sucrose
(30 g L1); 2,4-D (20.3 uM) and Kin (5.8 uM). Direct induction of organogenesis was
from explants basal stem cross sections dissected from seedling. They were planted
on MS medium supplemented with BA (11.1 uM) and AIA (1.0 uM). Seedling
regeneration was achieved through indirect organogenesis from callus with the
hormone level concentrations before mentioned. Both way morphogenicseedling roots
formed in the same culture medium and hormone levels. Plant acclimatization was 90%
on substrate perlite and peat-moss (1:1). In vitro evaluation of susceptible and
resistance to leaf rust genotypes was detected in seedlings grown on MS basal medium
supplemented with sucrose (30 g L) by inoculating with Puccinia triticina E (0.3 g L1).
Plant Tissue Culture Techniques in vitro are a tool for conventional breeding to
distinguish selected genotypes in the field susceptible or resistant to diseases

materials.this is the first investigation in which es applied.

Key words: rust, selection, in vitro e in vivo, susceptibility, somaclonal variation.
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INTRODUCCION GENERAL

1. Planteamiento del problema

En México la produccion de trigo (Triticum ssp. L.) fue de 37 millones de toneladas en
el periodo 2002-2012; es uno de los cereales mas cultivados a nivel mundial con 240
millones de hectareas. El 37% de la poblacién utiliza al trigo como su principal alimento;
aporta alrededor de 20% de calorias consumidas diariamente por el hombre. El trigo
se cultiva en varios estados del pais y se adapta a suelos pobres y ricos en nutrientes,
en zonas humedas, semiaridas y aridas. Las zonas trigueras mas importantes en
México son Sonora, Sinaloa Baja California, Guanajuato, Morelos, Hidalgo, Tlaxcala y
Puebla (SIAP, 2015).

A nivel mundial, la produccion de trigo duro (T. turgidum var. Durum) se lleva a cabo
en el Medio Oriente y Africa del Norte, Estados Unidos, Canada, Asia y Europa. Ocupa
casi 22 millones de hectareas a nivel mundial y representa 10% del area total

sembrada con trigo (Annone, 2006).

En México la roya de la hoja (Puccinia triticina E.) es una de las principales
enfermedades diseminada en las regiones productoras de trigo de temporal, con
excepcion de las zonas secas. Si se siembra una variedad susceptible, lo mas
probable es que la roya de la hoja se presente, llegando a alcanzar niveles de infeccion
severos, dependiendo de las condiciones climaticas. Por mas de 20 afios el trigo fue
cultivado en pequefia escala en el Noroeste donde las variedades mostraron
inmunidad a la roya de la hoja; sin embargo, cuando la produccion incrementd se
generaron condiciones propicias para que se presentara una nueva raza del patégeno
denominada BBG/BN. En el trigo de temporal se han identificado alrededor de 50 razas
fisiologicas del hongo causante de la roya de la hoja del trigo mediante un conjunto de
lineas diferenciales que sélo poseen un gen de resistencia especifico. Los muestreos
hechos sobre las razas para vigilar las modificaciones de la virulencia en la poblacion
patogena se hacen con el fin de contribuir al desarrollo de variedades de trigo

resistentes a las royas de los cereales, lo que explica el porqué de una variedad
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susceptible en unaregion y resistente en otra, o porqué una variedad siendo resistente,
se torna susceptible dependiendo de la raza localizada en diferentes altitudes o zonas

climaticas (Rodriguez et al., 2009).

La interaccion entre hospedante (trigo) y patdgeno (Puccinia) sigue un patrén de
comportamiento que se ajusta a la teoria de gen a gen, que indica que por cada gen
de resistencia en la planta existe un gen correspondiente de avirulencia en el patégeno
(Flor, 1971). En roya de la hoja, existe una diferencia de avirulencia y desarrollo de la
enfermedad marcada entre las poblaciones del patégeno que afectan a trigos
harineros (Singh, 1991; Ali et al., 1994; Singh y Dubin, 1997), trigos duros (Huerta y
Roelfs, 1989; Ali et al., 1994) y triticale (Singh, 1991).La roya de la hoja puede causar
pérdidas hasta del 100% del rendimiento; provoca una disminucién significativa del
namero de granos por espiga, el peso hectolitrito y la calidad del grano. Por tal motivo,
es importante enfocar el mejoramiento genético de trigo para desarrollar opciones de

control o la generacion de lineas resistes a esta enfermedad (Quintero, 1995).

Las pruebas en campo requieren considerable superficie de terreno y tiempo para
completar las evaluaciones. Una opcion viable es la micropropagacion que permite la
obtencion de gran cantidad de plantas libres de enfermedades y genéticamente
estables e idénticas a la planta madre. Las plantas aclimatadas y en cultivo in vitro
pueden usarse para evaluaciones de resistencia y susceptibilidad de algin patégeno

y con la roya de la hoja (Dominguez et al., 2008).

En algunas gramineas como cebada, trigo y arroz se aplican las Técnicas del Cultivo
de Tejidos Vegetales in vitro para obtener lineas puras y generar nuevas variedades.
En trigo harinero las técnicas in vitro contribuyeron a obtener la variedad Mackellar con
resistencia viral y que se cultiva en Australia desde el afio 2003. En apio y tomate se
han obtenido variedades resistentes a hongos. Uno de los métodos especializados en

el mejoramiento genético es el cultivo de embriones (Larkin, 2004).
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La inoculacién de roya de la hoja in vitro es una opcion para la evaluacion del patégeno
en trigo puesto que representa ventajas importantes para el mejoramiento genético a

nivel de produccion, disminucion de costos y tiempo en la aparicion de la enfermedad.

2. Objetivos

2.1 Generales

e Efectuar cruzamientos entre variedades susceptibles y resistentes a la roya
Puccinia triticina E.

e Seleccionar genotipos de trigo resistentes a roya de la hoja a través del
cruzamiento con el progenitor susceptible “Atred” y su progenie.

e Determinar la presencia de un gen resistente a la roya de la hoja en estado de
plantula dentro de un grupo selecto de 51 genotipos de trigos duros en
invernadero.

e Evaluar dos genotipos tolerantes y uno susceptible a la roya de la hoja bajo

condiciones in vitro.

2.2 Especificos

¢ Identificar nuevas fuentes de resistencia a la roya en 51 genotipos de trigos
cristalinos de habito invernal con diferente grado de susceptibilidad y resistencia
a la raza BBG/BPC.

e Obtener genotipos con caracteristicas de resistencia a roya de la hoja.

e Desarrollar un protocolo de regeneracioén in vitrode tres genotipos de trigo via
organogénesis, asi como su aclimatacion a condiciones de invernadero.

¢ Identificar bajo condiciones in vitro la respuesta de algunas variedades de trigo
tolerantes y susceptibles a la roya de la hoja.

e Evaluar la respuesta de plantas de trigo inoculadas con Puccina triticina E. bajo

condiciones in vitro.
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3. Hipétesis

e Dentro de los 51 genotipos de trigo cristalino de habito invernal existen algunos
resistentes a la raza BBG/BPC de roya de la hoja en estado de plantula
obtenidos mediante el cruzamiento con un genotipo susceptible (“Atred”).

e La obtencion de plantas in vitro via organogénesis es una nueva opcion para
el analisis de la roya de la hoja en trigo.

e Las plantas de trigo se aclimatan satisfactoriamente en condiciones de
invernadero.

e La evaluacién de roya de la hoja in vitro es un procedimiento novedoso que

permite comprobar genotipos de trigo susceptibles y resistentes.
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4. Revision de Literatura

4.1 Descripcion botanica del trigo

El trigo (Triticum sativum Lam. = Triticum aestivum L.) es un cereal de la familia de las
gramineas, a la que pertenecen también otros cereales como el arroz, maiz, avena y
sorgo. Es una planta anual herbacea de hasta 1.2 m de altura. Los tallos son erectos
y presentan estructura de cafa, es decir, son huecos en su interior excepto en los
nudos. El crecimiento de los tallos no es apical sino que se produce por el estiramiento
de los meristemos situados por encima de los nudos. Las hojas se forman en los
nudos; al igual que el resto de las gramineas; presentan dos partes: la vaina que rodea
al peciolo y protege el meristemo y el limbo que tiene forma alargada y presenta nervios
paralelos. Las flores se relnen en espigas, cada espiga consta de un eje principal o
raquis sobre el que se distribuyen lateralmente las espiguillas. Estas constan de un eje
principal del que emergen las flores (Reynolds et al., 2014).

4.1.1 Estructura del trigo
Altura planta que varia entre los 30 y 180 cm.

El tallo es recto, cilindrico y con nudos.

El nudo es sdlido; la mayoria de los trigos tienen seis nudos aproximadamente.

0N PE

La hoja es lanceolada, con un ancho de 0.5 a 1.0 cm y una longitud de 15.0 a

25.0 cm; cada planta tiene de cuatro a seis hojas.

La ligula es de longitud media.

6. La auricula es despuntada y tiene pelos: la ligula y la auricula sirven en la
identificacion de las plantulas

7. Plantula: las hojas se despliegan al emerger, giran en el sentido de las
manecillas del reloj; es también una caracteristica para la identificacion
taxondmica.

8. Amacollamiento; las plantas producen macollos de numero variable,

generalmente de dos a siete.
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9. Las raices son semejantes a las de la cebada y avena.

10.Las raices permanentes o secundarias emergen del primer nudo.

11.Raices que nacen a partir de la semilla. Normalmente existen cinco raices
seminales, una radical o primaria y cuatro laterales, que funcionan durante la

vida de la planta (Figura 1).

Figura 1. Morfologia del trigo Triticum aestivum (Reynolds et al., 2014).

12.La espiga del trigo macarron es densa y corta; consiste en una infinidad de

espiguillas que terminan en una arista o barba.
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13.Los granos del trigo macarrén son generalmente alargados, puntiagudos,

durisimos y de color ambar rojizo.
14.Espiga del trigo comun.

15.Los granos del trigo comun pueden ser blandos o duros.

4.1.2 Origen y distribucién del trigo

Al género Triticum pertenecen las plantas cultivadas y silvestres que se pueden
clasificar dentro del grupo de los trigos; los cuales estan constituidos por especies
diploides, tetraploides y hexaploides, en funcion del numero de genomas que
constituyen su niumero basico duplicado de siete cromosomas. Las especies silvestres
de trigo T. boeticum que poseen el genoma AA (especies diploides) se desarrollaron
al suroeste de Asia, antes del inicio de la agricultura y fue domesticado en esta region
junto con T. dicoccoides. Las especies silvestres de T. monococcum estan
ampliamente distribuidas desde los Balcanes hasta Iran, en habitat naturales de

malezas, a las orillas de carreteras y caminos (Solis, 2000).

Con respecto a las especies tetraploides, T. dicoccoides probablemente estuvo en el
campo mucho antes que el principio de la agricultura y su origen estuvo generado
mediante la cruza de T. boeticum (genoma AA) y otra especie diploide muy semejante
a Aegilops, seguido de un doblamiento en el nimero cromosomico en hibrido para dar
origen a la combinacion AABB. T. Durum (trigo macarronero o duro) se originé en el
mediterraneo mediante la mutacion en T. dicoccum, principalmente para genes QQ
gue promueven y determinan la dureza del grano, glumas compactas y raquis
guebradizo al gene alternativo qq que determina suavidad del grano, glumas con
mayor 0 menor soltura y raquis fuerte. Las principales variedades modernas de trigos
tetraploides, duros o macarrroneros son cultivados en areas semiaridas del mundo. En
la India, la cuenca del mediterraneo, la ex Union Soviética y las areas de temporal de

las grandes planicies de Norte América (Huerta y Skovmand, 2000).
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4.1.3 Produccion de trigo

Segun las proyecciones, la produccion mundial de trigo aumenta 1.3% al afio. Esto
representa un incremento de aproximadamente 12 millones de toneladas anuales. Se
prevé que la produccion de trigo aumentara a un ritmo mas rapido durante el periodo
2012-2015 que en los afios 1990, sostenido por un decidido impulso registrado en los
paises en transicion y por un crecimiento mas rapido en los principales paises

productores de trigo de América Latina y el Caribe.

En México, el trigo duro es una de las especie mas cultivadas, ya que tiene mejores
rendimientos y es mas resistente a las enfermedades, por lo tanto existe un aumento
de la superficie sembrada, unido a un cierto incremento de los rendimientos. Por lo
que se refiere a los paises en desarrollo, se prevé un aumento de la produccion de
trigo de 1.2% anual. Entre los factores principales que contribuyen a esta
desaceleracion es el lento crecimiento de la mejora de los rendimientos, debido
principalmente a los problemas de escasez de agua unidos a las posibilidades mas

limitadas de lograr nuevas tierras productivas (FAO, 2015).

4.2 Las royas

La produccién de trigo se ve afectada por la presencia de enfermedades, entre las mas
comunes, son las causadas por hongos, donde las royas son las de mayor distribucion

e importancia.

Se conocen tres tipos de royas: a) La roya del tallo (Puccinia graminis Pers. F. sp.
Tritici) también llamada roya negra, b) La roya lineal o amarilla (Puccinia triiformis
West. F.sp. Tritici) y ¢) La roya de la hoja (Puccinia triticina Eriks) conocida también
como roya café. Esta ultima es considerada la mas comdn ya que se encuentra en

todos los lugares donde se siembra trigo (Huerta y Singh, 2000).

Las pérdidas ocasionadas por las royas pueden ser del 100% del rendimiento

causando graves epidemias por lo que las investigaciones sobre este patdgeno se han
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intensificado para controlar mediante el mejoramiento genético la enfermedad y para
estudiar sus razas fisiologicas. ElI hospedante primario de la roya de la hoja del trigo
es Triticum aestivum L.; sin embargo, Triticum turgidum var. Durum L., no queda
exento de ser afectado por este patdgeno. Huerta-Espino y Roelfs (1989) indican que
en Europa, Asia, Africa y América del Norte y del Sur existen poblaciones de roya de
la hoja que son patdgenos de trigo duro, diferentes de las poblaciones que afectan al

trigo harinero.

El dafio fisioldgico que provoca la roya de la hoja en la planta es sobre el desarrollo,
llegando a ocasionar su muerte, ya que reduce el area fotosintética y causa pérdidas
de agua y nutrientes; por lo tanto al reducir la fotosintesis se debilita el sistema radical,
los granos se arrugan, la formacion de florecillas disminuye y todo se refleja en la baja

en el rendimiento de grano (Roelfs, 1978).

4.2.1 Roya de la hoja

La roya de la hoja o café se presenta en las laminas de las hojas, pero las vainas
también pueden ser infectadas cuando se combinan las condiciones ambientales,
elevadas las densidades del inéculo y la susceptibilidad de las variedades. Con
frecuencia la enfermedad no muestra la produccién abundante de teliosporas que
presenta la roya del tallo al final de la temporada, y causa una lesién foliar de color
café en lugar de las lesiones negras provocadas por la roya del tallo. Cuando la roya
de la hoja produce teliosporas, generalmente se originan en las telias de la superficie
de las hojas inferiores, que permanecen cubiertas por las células epidérmicas. Las
pérdidas del rendimiento de granos son basicamente atribuibles a la menor formacion
de florecillas. Las epifitias graves cuando hay sequia provocan el arrugamiento de los
granos. En unos pocos genotipos, las epifitias tempranas (antes del espigamiento)

pueden matar las florecillas, los macollos y toda la planta (Singh, 1991).
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4.2.2 Epidemiologia

Puccina recondita puede sobrevivir en las mismas condiciones ambientales que la roya
de la hoja del trigo, siempre que se haya producido infeccién pero no esporulacién. El
hongo requiere periodos de rocio de tres horas o menos a temperaturas de alrededor
de 20 °C para causar infeccion, provoca mayor numero de infecciones cuando el
periodo de rocio es mas prolongado. Con temperaturas mas bajas, ese periodo debe
ser alin mas extenso, por ejemplo a 10 °C se necesitan 12 horas de rocio. Ninguna o
muy pocas infecciones se producen cuando las temperaturas durante el periodo de
rocio son superiores a los 32 °C o inferiores a los 2 °C. La mayoria de las epifitias
graves se presentan cuando los uredinios y/o las infecciones latentes sobreviven al
invierno en cierto nivel de umbral en el trigo, o cuando en el trigo sembrado en
primavera recibe tempranamente indculo exdgeno, por lo general antes del

espigamiento (Annone, 2006).

Se suelen producir epifitias y pérdidas graves cuando la hoja bandera se infecta previo
a la antesis. En ocasiones el trigo sembrado en otoflo puede ser intensamente
infectado con lo cual se reduce el desarrollo de las raices, el macollamiento, la
supervivencia al invierno e incluso se produce la muerte de las plantas antes de la
antesis. A veces la enfermedad que se desarrolla a fines del otofio y el inicio del
invierno termina cuando las hojas mas viejas infectadas mueren y una combinacion de
humedad y temperaturas desfavorables limitan su propagacion a las hojas mas
nuevas. En primavera, se produce un fenbmeno similar, cuando las temperaturas
diurnas son suficientemente altas (un promedio de 10 °C) para que la planta crezca,
no llueve y las condiciones durante la noche no son propicias para la formacién de
rocio o las bajas temperaturas causan heladas. Cuando llueve durante el dia se
producen algunas infecciones, pero con frecuencia las temperaturas nocturnas limitan
el namero de infecciones. El sistema de prondstico de la roya de la hoja segun los
meses criticos se basa en la determinacion de la gravedad al final de un periodo de
rocio y temperaturas desfavorables, después de esa época la enfermedad progresa a

un ritmo uniforme (Chen, 2013).
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Los uredinios de la roya de la hoja que se desarrollan en la primavera a partir de
infecciones producidas en el otofio o el invierno (inéculo enddgeno), suelen
encontrarse en la parte baja del follaje con las infecciones mas antiguas en las hojas

mas bajas.

La roya de la hoja que se desarrolla a partir del in6culo transportado por el aire
(exdgeno) comunmente se presenta en la parte alta del follaje y las hojas de mas arriba
son las infectadas. Sobre esta base, generalmente se puede distinguir si el indculo es
local o si ha sido transportado desde grandes distancias. Las proporciones a partir de
un solo uredinio situado en la parte baja del follaje con frecuencia dan como resultado
un foco de tejido muy infectado con un radio igual a la altura hasta la cual se ha
difundido la infeccion. Esos focos generalmente tienen un metro de diametro cuando
la enfermedad llega a la hoja bandera. Las infecciones en la parte alta del follaje
comunmente provocan una rapida propagacion horizontal. Cuando existe difusion
horizontal del indculo, las hojas banderas se ven muy afectadas pero hay muy poca o
ninguna roya en las hojas inferiores de las plantas (Singh et al., 2001).

4.2.3 Hospedante

Puccina recondita ataca a muchas gramineas pero parece existir una especializacién
estricta en cuanto a la gama de hospedantes de las diversas formas especiales del
hongo. Puccina recondita sp. tritici es fundamentalmente un patégeno que afecta al
trigo, sus antepasados inmediatos y al triticale. Actualmente existen evidencias
suficientes para designar a Puccinia triticina E., como el agente causal de la roya de la
hoja del trigo harinero (Triticum aestivum L.) y dos subgrupos del trigo duro (T. turgidum

sp. durumy sp. dicoccoides) (Hernandez y Alvarado, 2011).

El hongo también produce sus gametos sexuales (pignidiosporas e hifas receptivas)
en el hospedante alterno. Los hospedantes alternos de P. recondita pertenecen a las
familias Ranunculaceae y Boraginacea. Varias especies de Thalictrum, Anchusa y
Clematis e Isopyrum fumaroides también pueden ser hospedantes alternos (Singh et

al., 1993). La roya de la hoja que afecta al centeno (Puccinia recdndita f. sp. recondita
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o P. recondita Rob. Ex. Desm) tiene como hospedante alterno a Lycopsis arvensis y
Anchusa undulata dentro de las familia Boraginaceae. Por lo tanto, existen dos
organismos completamente diferentes a nivel de especie. La roya de la hoja del
centeno no afecta a ningiin miembro que tiene a Thalictrum como hospedante alterno
y a especies del género Triticum. La mayoria de los investigadores consideran que
Thalictrum speciosissimum es el hospedante alterno primario de P. recondita f. sp.

Tritici en Europa (Mazzilli et al., 2007).

4.2.4 Sintomatologia de P. triticina E.

La infeccidn de la roya de hoja, desarrollada por P. triticina E., se basa en la formacion
de pequefias pustulas de color marrén, en las hojas con una distribucion de dispersion
aleatoria. Pueden agruparse en parches en los casos graves (Chen, 2013). Las
esporas infecciosas se transmiten a través del suelo. El inicio de la enfermedad es
lento, pero se acelera con temperaturas superiores a 15 °C, por lo que es una

enfermedad presente generalmente en cereales maduros en verano (Duff et al., 2006).

En una planta de trigo infectada, los sintomas pueden presentarse en cualquier
momento después del establecimiento del cultivo. En general, todas las partes aéreas
son susceptibles. Al iniciar se presentan manchas cloréticas de forma redonda u
ovalada, después se desarrollan los uredinios o pustulas de color café rojizo-naranja,
los cuales contienen masas de urediniosporas que se observan como un polvillo de
color rojo-naranja sobre las laminas de las hojas como si estuvieran oxidadas o
enmohecidas. Las pustulas o lesiones se distribuyen en el haz de las laminas de las
hojas, pero en variedades susceptibles se les puede encontrar en vainas pedunculos,
glumas y aristas. Se ha observado que cuando una raza ataca a trigos duros, un alto
porcentaje de pustulas también se pueden encontrar en el envés de la lamina (Singh
et al., 2002).
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4.2.5 Ciclo biolégico

El hospedante alterno normalmente proporciona muy poco inéculo directo al trigo pero
puede ser un mecanismo para los intercambios genéticos entre las razas y las
poblaciones. En muchas zonas el patégeno sobrevive al periodo entre los silos de
cultivo del trigo en un “puente verde” de trigo voluntario (cimarrén). El in6culo en forma
de urediniosporas puede ser arrastrado por los vientos de una region a otra (Singh et
al., 2005).

Las urediniosporas inician la germinacion dentro de los 30 minutos posteriores al
contacto con el agua libre con temperaturas de 15 — 25 °C. El tubo germinal se
desarrolla a lo largo de la superficie foliar hasta que llega al estoma, se forma entonces
un apresorio, seguido inmediatamente por el desarrollo de un gancho de penetracion
y de una vesicula subestomatica a partir de la cual crecen las hifas primarias. Aparece
una célula madre del haustorio contra las células del mesofilo y se produce la
penetracion directa. Cuando hay una interaccion de compatibilidad entre el hospedante
y el parasito, el haustorio se forma dentro de una célula hospedante viva. Se generan
hifas secundarias que dan como resultado otras células madres y haustorio. Cuando
existe una respuesta de incompatibilidad entre el hospedante y el patbégeno no se
desarrollan los haustorios ya que lo hacen a un ritmo mas lento. Cuando muere la
célula hospedante, también muere el haustorio del hongo. Segun el momento y la
cantidad de células involucradas, la interaccion entre el hospedante y el patégeno dara

como resultado una respuesta evidente de la resistencia (Rodriguez et al., 2014).

El periodo entre la germinacion de las esporas y la esporulacién puede abarcar de 7 a
10 dias cuando las temperaturas son 6ptimas y constantes, pero con temperaturas
bajas (10 — 15 °C) o fluctuaciones diurnas, se requieren periodos mas prolongados. El
hongo puede sobrevivir como micelios incipientes por un mes o mas cuando las
temperaturas se acercan o son inferiores al punto de congelacion. Se alcanza la
esporulacion maxima unos cuatro dias después de la esporulacion inicial

(aproximadamente a 20 °C). La cantidad puede variar mucho, se producen unas 3000
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esporas por uredinio al dia. Esta intensidad de la produccion puede continuar durante
tres semanas o mas si la hoja de trigo sigue viva durante ese tiempo. Las teliosporas
se forman bajo la epidermis cuando las condiciones se vuelven desfavorables o se
produce la senescencia y permanecen en las hojas. Los tejidos foliares pueden ser
dispersados o trasladados a distancias considerables por el viento, los animales o el
hombre (Rodriguez et al., 2008)

Se forman también basidiosporas que son liberadas cuando hay humedad, lo cual
limita su propagacion. Las basidiosporas son hialinas y susceptibles a la luz, esto
probablemente limita su traslado a unas decenas de metros. Las aeciosporas se
asemejan mas a las uredinioporas en cuanto a su capacidad de ser transportadas por
el viento, pero por alguna razén, no se ha observado su traslado a grandes distancias.
(Villareal et al., 1992).

4.2.6 Virulencia

La virulencia es la capacidad de un patégeno para superar la resistencia determinada
por un gen especifico. A nivel mundial probablemente exista virulencia para todos los
genes Lr numerados, excepto Lr19. Se ha observado virulencia para LR19 pero no se
le ha confirmado y no se dispone de aislamientos. No hay virulencia para Lr9 y Lr24
en muchas partes del mundo y no se ha sefialado que un aislamiento sea virulento
cuando estan combinados ambos genes. Como existe virulencia para la mayoria de
los genes de la resistencia por separado y en diversas combinaciones de dos o mas
genes, es fundamental conocer cual combinacion de la virulencia existe en la poblacion
patdgena antes de dedicar tiempo a combinar resistencias en variedades del
hospedante. Para esto se requiere efectuar un muestreo sistematico del patégeno en
el cual se obtengan muestras provenientes de distintas variedades y diferentes zonas
ecoldgicas y geograficas a lo largo de la temporada (Figura 2). En la mayoria de las
zonas, la roya (y por lo tanto su virulencia) puede sobrevivir todo el afio en el ciclo
asexual (Singh et al., 2001).
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Figura 2. Ciclo biolégico de Puccinia graminis f.sp. tritici y ciclo de enfermedad de la
roya dela hoja del trigo (Singh et al., 2001).

4.3 Razas fisioldgicas

Se han desarrollado muestreos sobre las razas para observar las modificaciones de la
virulencia en la poblacién patdgena con el fin de contribuir al desarrollo de variedades

de trigo resistentes a las royas de los cereales (Singh et al., 2005).

Los hospedantes diferenciales originales para la roya de la hoja tenian un solo gen de
resistencia eficaz, en contraste con los hospedantes diferenciales de las otras dos
royas, que tenian una combinacion de genes de resistencia. La introduccion de los
genes de resistencia Lr en un fondo genético uniforme mejor6 la homogeneidad de la
evaluacion. La mayoria de los genes de resistencia importantes del hospedante
actualmente usados no estaban incluidos en el conjunto diferencial original. En 1989,
los investigadores de la roya de la hoja de América del Norte seleccionaron un conjunto
de 12 diferenciales; Lrl, 2a, 2c, 3, 9, 16, 24, 26, 3 ka, 11, 17 y 30. A causa de la gran
cantidad de resistencia de plantula adulta usadas en las variedades comerciales,

cualquier sistema para evaluar la virulencia sélo en la etapa de plantula dara un
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panorama incompleto de la virulencia presente en la poblacion patégena (William et
al., 2003).

4.3.1 Agresividad

No todos los aislamientos tienen la misma capacidad de provocar epifitias, aun cuando
poseen los genes necesarios para la virulencia. Esta diferencia en la agresividad
puede relacionarse con diferencias no estimadas en la produccion de esporas, la
idoneidad del medio ambiente, la capacidad de las esporas para sobrevivir o infectar
la duracién de los periodos de latencia y de esporulacion. En el caso de las royas de
los cereales, es dificil determinar hasta qué punto las diferencias en el periodo de
latencia obedecen a la agresividad del patdégeno, las condiciones ambientales y sus
interacciones, y en qué medida son resultado de la resistencia no especifica (Singh y
Dubin, 1997).

4.4 Cultivo de tejidos vegetales in vitro

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro pueden ser definidas como un
conjunto heterogéneo de técnicas que presentan en comun el hecho de que un
explante (cualquier parte de la planta) pueda ser regenerado asépticamente en un
medio artificial de composicion quimica definida y se (desarrolla) incuba en
condiciones ambientales controladas y especificas. Para el establecimiento del cultivo,
utilizando cualquier sistema, es necesario considerar aspectos generales comunes
relacionados con el explante, la asepsia, el medio de cultivo y las condiciones de
incubacion (Ewind et al., 2008).

4.4.1 Explante
Los explantes son de diversa naturaleza, pueden ser porciones de tejido, células

sueltas, protoplastos, esporas, granos de polen o semillas. El tipo de explante a usarse

puede generar la induccion de la morfogénesis in vitro en donde es de gran importancia
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la edad del explante, puesto que cuanto mas joven, mejor sera su respuesta in vitro
(Albornoz et al., 1999).

Los explantes como los meristemos apicales y las yemas axilares son genéticamente
estables, este tipo sirve para reproducir multiples clones de una forma o variedad con
caracteristicas especiales que se desea mantener en el cultivo. Otros explantes, como
las yemas adventicias pueden ser genéticamente inestables y producen un alto grado
de variabilidad en los clones, este procedimiento no es Util para la produccion de
plantulas con una determinada caracteristica de cultivo, pero si lo es para el
fitomejoramiento, ya que mediante esta variacion seminatural, es posible obtener

nuevas lineas de cultivo (Wang et al., 2004).

En general, cuanto mas grande sea el explante mayores seran las posibilidades de
inducirla proliferacion de callos o la regeneracion directa de érganos. Sin embargo, a
mayor tamafo de explante también son mayores las probabilidades de que los cultivos
se contaminen con microorganismos. También es necesario tener en cuenta que existe
un tamafio minimo del explante, que depende de la especie y del material vegetal, por
debajo del cual no es facil lograr el establecimiento de los cultivos. Los explantes muy
pequefios suelen requerir del empleo de medios mas complejos o de los denominados

medios acondicionados (Shaom et al., 2008).

4.5 Morfogénesis in vitro

La morfogénesis es la formacion de 6rganos y comprende el desarrollo (crecimiento y
diferenciacion celular). En células o tejidos cultivados in vitroel proceso morfogénico
puede inducirse ya que, las células vegetales son capaces bajo determinados
estimulos de desdiferenciarse y diferenciarse de nuevo. Esta plasticidad celular se
conoce como totipotencia celular que es el potecial o la capacidad que presenta una
célula somatica para desarrollarse en una planta completa si se estimula
adecuadamente, implica que toda la informacién necesaria para el desarrollo esta

contenida en una célula. Aunque todas las células son totipotentes, las células
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meristematicas son las mas capaces para expresarla y obtener plantulas idénticas a
la planta madre (Krikorian y Simola, 1999; Razdan, 2003).

La respuesta morfogénica puede manifestarse siguiendo dos rutas alternativas; la
organogeénesis y la embriogénesis somatica. En la organogénesis se produce la
formacion de tallo, raices u otras estructuras y en la embriogénesis somatica se forman
embriones que al germinar dan lugar a una planta. En ambos casos, se generan a
partir de células somaticas. Si la respuesta primaria al estimulo morfogénico es la
formacion de callo antes de diferenciarse en meristemos o embriones se habla de

organogénesis o embriogénesis indirecta (Bao et al., 2015).

4. 5.1 Embriogénesis somatica in vitro

Es una técnica biotecnoldgica de propagacion de plantas que permite obtener
embriones a partir de células somaticas (no sexuales) desde cualquier tipo de tejido,
haciendo mas eficiente la produccion masiva de plantas in vitro debido a la naturaleza
bipolar del embrién y sus altos coeficientes de multiplicacion en periodos de tiempos
cortos. La embriogénesis somatica como sistema de propagacién de plantas presenta
una serie de ventajas como la capacidad de multiplicacién aplicable industrialmente,
permite obtener en un solo proceso estructuras completas con apice y raiz, que
pueden ser almacenadas y encapsuladas perfectamente (como semilla sexual) con
una aplicacion en propagacion y mejora de plantas, en saneamiento de enfermedades
e intercambio y/o conservacion de germoplasma y en ingenieria genética y seleccion

de especimenes transformados (Te-chato y Hilao, 2007).

La embriogénesis somatica incluye diferentes fases; induccion, proliferacion,
maduracion de los embriones somaticos, germinacion y conversion en plantulas; cada
una depende del genotipo de la planta progenitora, del tipo y del estado fisiolégico del
explante, de las fitohormonas adicionadas y de las condiciones del cultivo. Existen dos
tipos de embriogénesis somatica in vitro: directa e indirecta. La via directa, involucra
la formacion de embriones somaticos en un segmento del explante a partir de células

embriogénicas predeterminadas sin la formacion previa de callos; puesto que las
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células dentro de un embrion cigético son de por si embriogénicas, es posible
inducirlas y posteriormente promover su division para formar embriones somaticos
(Zimmerman, 1993).

La forma indirecta implica una fase intermedia de callo en la que las células cambian
su competencia genética a la expresion embriogénica induciendo la formacién de pro-
embriones al utilizar altas concentraciones de auxinas en el medio de cultivo, los
cuales, posteriormente evolucionan a embriones somaticos al ser transferidos a un

medio de cultivo con menores concentraciones de fitohormonas (Bao et al., 2015).

4.5.2 Factores que afectan los procesos morfogénicos

Los tres factores principales que condicionan la obtencion y el desarrollo (crecimiento
y diferenciacién) de nuevos érganos en condiciones in vitro son: el genotipo, las

condiciones quimicas seleccionas para realizar el cultivo y el explante.

El genotipo es un factor determinante en todos los procesos morfogénicos desde la
capacidad del explante para su establecimiento en condiciones in vitro asi como
también para la proliferacién de callo, o la diferenciacion y crecimiento de nuevos
organos. Por esta causa, no es posible generalizar metodologias o protocolos de
trabajo debido a que los medios de cultivo seleccionados, deben ser especificos para
cada situacion en particular. La composicion del medio de cultivo. La composicion
salina mas empleada para inducir la formacién de callo, la organogénesis directa o
indirecta en la mayoria de las especies vegetales, es la de Murashige y Skoog (MS,
1962). Sin embargo, existen otras formulaciones disefiadas para inducir determinados
patrones morfogénicos. Existe ademas una estrecha relacion entre la composicion
hormonal del explante y la concentracion de fitohormonas agregada al medio de cultivo
(Von, 2008).
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4.6 Medio de cultivo

El crecimiento de los cultivos in vitro se lleva a cabo en medios de cultivo especificos.
En general, estos medios deben tener una composicion que proporcione los nutrientes
necesarios y los factores de crecimiento en la proporcion adecuada. Los medios de
cultivo se componen de nutrientes principalmente inorganicos tales como nitrdgeno,
fésforo, potasio, calcio, magnesio y azufre. Los oligoelementos tales como el boro, el
cobre, el manganeso, el yodo, el cobalto y el sodio son necesarios para apoyar un
crecimiento saludable y sano. Los cultivos de tejidos son a menudo heterétrofos y por
lo tanto, requieren de una fuente de carbono. También necesitan hierro para la sintesis
de la clorofila y para las diversas reacciones de reduccidén de oxidaciéon dentro del
cultivo en desarrollo. Las fitohormonas, tales como las auxinas y las citocininas, deben
estar presentes en la proporcion correcta para formacion de la raiz y de los brotes (Litz
y Jarret, 1991; Vargas et al., 2006).

4.6.1 Componentes inorganicos del medio de cultivo

Los medios de cultivo estan constituidos por componentes inorganicos, los cuales son
suministrados en cantidades relativamente grandes (macronutrientes) y otros
afiadidos en menor cantidad (micronutrientes). Dentro de los macronutrientes, se
encuentran iones de nitrdgeno (N), potasio (K), calcio (Ca), fésforo (P), magnesio (Mg)
y azufre (S).

Los micronutrientes, que son afiadidos a los medios de cultivo son hierro (Fe), cloro
(Cl), manganeso (Mn), zinc (Zn), boro (B), cobre (Cu), y molibdeno (Mo). Estos
elementos junto con el carbono (C), oxigeno (O) e hidrogeno (H) constituyen los
elementos esenciales. Estos micronutrientes aunque son requeridos en menor
cantidad son necesarios para una adecuada actividad metabdlica de las células
vegetales. El Fe y el Mn son esenciales para la sintesis de clorofila y la funcién de los
cloroplastos. El Fe es requerido para la formacion de precursores de la clorofila y es

un componente de los citocromos, ferredoxina y legohemoglobina, esta ultima es
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esencial en la fijacion de nitrogeno por las plantas leguminosas. El Mn es necesario
para el mantenimiento de la ultra estructura y el proceso fotosintético. Los elementos
Cu y Zn son requeridos para la oxidacién e hidroxilacion de compuestos fendlicos. El
Zn esté relacionado con la sintesis de triptéfano, precursor del acido indolacético (AIA)
y ejerce control sobre las ribonucleasas lo que permite mantener la sintesis proteica
en caso de estrés ambiental (medio de cultivo). EI Cu, es un componente de la
Plastocianina que es esencial en el funcionamiento del transporte electronico de la
fotosintesis y es activador de otras enzimas como la oxidasa del acido ascorbico
(Vitamina C), tirosinasa, lacasa, fenolasa y citocromoxidasa, esta Ultima forma parte
de la cadena de transporte electrénico del proceso respiratorio (Giri et al ., 1993).

4.6.2 Fitohormonas

Se entiende por hormonas vegetales aquellas substancias que son sintetizadas en un
determinado lugar de la planta y se translocan a otro, donde actian a muy bajas
concentraciones, regulando el desarrollo (crecimiento y diferenciacion) o metabolismo
del vegetal (Krikorian, 1991).

4.6.2.1 Auxinas

Las auxinas fueron las primeras fitohormonas identificadas y es precisamente el acido
indol acético (AlA), la principal auxina endégena en la mayoria de las plantas (Thorpe
et al., 2008). La mayoria de las moléculas que integran este grupo son derivados
inddlicos, aunque también se encuentran algunos compuestos fenoxiacéticos,
benzoicos o picolinicos con actividad auxinica. Las auxinas se encuentran en la planta
en mayores cantidades en las partes donde se presentan procesos activos de divisiéon
celular, lo cual se relaciona con sus funciones fisiologicas asociadas con la elongacion
de tallos y coleoptilos, formacion de raices adventicias, induccion de floracion,
diferenciacion vascular, algunos tropismos y promocion de la dominancia apical
(Krikorian, 1991).
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En cuanto a los mecanismos de transporte, se conoce un mecanismo polar (mas lento)
en tallos y raices, exclusivo de auxinas, que depende de proteinas transportadoras
especificas para esta hormona y no polar en el floema (mas rapido) donde se
encontraria asociado con procesos de division del cambium y ramificacion de las
raices. Las auxinas generalmente son transportadas en el sentido del eje longitudinal
de la planta, alejandose del punto apical hacia la base en el tallo y en sentido contrario
de la raiz (Giri et al., 1993). Las principales auxinas sintéticas utilizadas son: Acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), Acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), Acido 2-
metoxi-3,6-diclorobenzoico (Dicamba), Acido indol-3-acético (AIA) Acido indol-3
butirico (IBA), Acido 2-metil-4-clorofenoxiacético (MCPA), Acido 1-naftalenacético
(ANA), Acido 4-amino-2,5,6-tricloropicolinico (Picloram) (Hernandez, 2008).

4.6.2.2. Citocininas

Las citocininas influyen en el crecimiento vegetal de varias maneras, incluidos el
control de la division y diferenciacion celular, contrarrestando la dominancia apical, y
retrasando el envejecimiento de las hojas. Las citocininas se sintetizan en la raiz y se
transportan a través del xilema a otros érganos de la planta, donde fomentan de
manera general un estado mas juvenil de desarrollo. Por ejemplo, en el tallo,
promueven el crecimiento de las yemas axilares. La aplicacion directa de las
citocininas puede también impulsar el crecimiento de las yemas incluso si el meristemo
apical esta intacto. Las citocininas retrasan el envejecimiento de las hojas y aumentan
su longevidad de diversas maneras, entre ellas la atraccion de aminoacidos desde

otras partes de la planta.

Cuando se emplean en el cultivo de tejidos vegetales in vitro las citocininas estan
asociadas tanto con la division celular como con la diferenciacion que conduce a la
produccion de yemas del vastago. Las citocininas por si mismas presentan efectos en
las células de cultivo principalmente en la division celular, pero cuando se aplican junto
con la auxina, las células cultivadas comienzan a dividirse y diferenciarse mas

rapidamente (Gonzalez y Martin, 2011).
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4.6.2.3 Etileno

El etileno ha sido implicado en la maduracion, abscision, senescencia, dormancia y
floracion entre, otras respuestas. El etileno es producido esencialmente por todas las
partes vivas de las plantas superiores, y la tasa varia con el 6rgano y tejidos
especificos y su estado de crecimiento. Se ha encontrado que las alteraciones en la
tasa sintética de etileno estan asociadas cercanamente al desarrollo de ciertas
respuestas fisiolégicas en plantas y sus secciones, por ejemplo, la maduracion de
frutas climatéricas y la senectud de flores. A diferencia de otras hormonas, el etileno
es gaseoso, se difunde facilmente fuera de la planta. Esta emanacion pasiva del etileno
fuera de la planta parece ser la principal forma de eliminar la hormona (Azcon-Brito y
Talon, 2000).

4.6.2.4 Giberelinas

Las giberelinas provocan la division celular al acortar la interfase del ciclo celular e
inducir las células en fase G1 a sintetizar ADN. También promueven la elongacion
celular al incrementar la plasticidad de la pared y aumentar el contenido de glucosa y
fructosa, provocando la disminucion del potencial agua, lo que lleva al ingreso de agua
en la célula y produce su expansion, inducen la deposicidn transversal de microtubulos
y participan en el transporte de calcio. También pueden actuar a nivel génico para
provocar algunos de sus efectos fisiolégicos, su traslado se lleva a cabo a través de
floema y xilema, no es polar como en el caso de las auxinas (Litz, 1991).

Las auxinas controlan el crecimiento y elongacién de los tallos, Induccion de floracion
en plantas de dia largo cultivadas en época no apropiada, crecimiento y desarrollo de
frutos, estimulan la germinacion de numerosas especies, y en cereales movilizan
reservas para crecimiento inicial de la plantula e inducen la formacion de flores
masculinas en plantas de especies diclinas como maiz, sauce, palmera y datilera

(Dominguez-Rosales et al., 2008).
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4.6.2.5 Acido abscisico

El acido abscisico ABA es un sesquiterpenoide particularmente importante en la
respuesta a estrés y desempefia un papel importante en procesos fisioldgicos, cuyos
efectos varian dependiendo del tejido y estado de desarrollo de la planta. Entre sus
multiples funciones, se incluye la induccion de sintesis de proteinas, con lo cual
promueve la tolerancia del embridn a la deshidratacién y acumulacion de proteinas de
almacenamiento. Ademas se le atribuye el mantenimiento de la dormancia de semillas:
en hipocdlitos, epicotilos y coledptilos inhibe el crecimiento y elongacién; y en hojas
promueve su senescencia (Giri et al., 1993). Se ha reconocido su antagonismo a
diversos efectos de las giberelinas, incluyendo la promocion del crecimiento en
plantulas y la sintesis de a amilasa, cumple un papel importante en la regulacion de
las relaciones hidricas, por su relacion determinante en la respuesta de las células
guarda estométicas y en el mantenimiento del crecimiento radical durante el déficit
hidrico (Thorpe et al., 2008).

Es una hormona ubicua en plantas vasculares, cuyo movimiento lento y no polar ocurre
en condiciones normales por los haces vasculares y en todas las direcciones. En
condiciones de estrés hidrico el ABA aumenta su transporte desde la raiz a las hojas,
donde con el cambio de pH se re direcciona principalmente hacia las células oclusivas
de los estomas para facilitar el cierre de estas estructuras y evitar mayor transpiracion
y pérdida de agua. El ABA afecta las respuestas vegetales frente a patégenos,
mediante la promocién de resistencias que van desde impedir la entrada al patégeno
por via estomatica, hasta incrementar la susceptibilidad interfiiendo con las
respuestas de defensa del sistema inmune vegetal en el que pueden interrelacionarse

otras hormonas (Jiménez, 2005).

4.7 Asepsia

Uno de los principales problemas que se presentan cuando se tratan de establecer

cultivos in vitro es el de la contaminacion de los mismos con diversos tipos de
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microorganismos (hongos, levaduras, bacterias virus). EI ambiente generado por
explante, medio de cultivo y condiciones fisicas de incubacion es altamente propicio
para la proliferacion de muchos de estos microorganismos que pueden provocar la
destruccion de los cultivos. Es dificil cuantificar el impacto de estas pérdidas, pero en
promedio, en laboratorios dedicados a la micropropagacion se ha estimado que es
alrededor del 10%. En el mejor de los casos, estos microorganismos no destruyen los
cultivos pero compiten con el explante por los nutrientes del medio de cultivo o bien lo
modifican. Es muy dificil conseguir cultivos estrictamente asépticos dado que en la
mayoria de los casos es altamente probable que los mismos contengan virus y
fitoplasmas, por lo que en la practica, cuando se refiere a cultivos asépticos, en general
se quiere significar que son cultivos donde no se produce la proliferacion de hongos y

bacterias.

Dos son las fuentes de contaminaciones: a) microorganismos presentes en el interior
0 en la superficie de los explantes y b) fallas en el manejo de los diferentes
procedimientos que se siguen para establecer el cultivo aséptico en el laboratorio. La
correcta deteccion de estas fuentes y del tipo de microorganismo son aspectos
importantes para el éxito de los cultivos, pues por un lado ayuda a determinar la fuente
de contaminacion y por otro lado, ayuda a la planificacién de los procedimientos para

controlarlos (Rout y Senaparti, 2008).

Varios géneros de bacterias (Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia, Enterobacter,
Agrobacterium, Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, Mycobacterium,
Corynebacterium) y de hongos filamentosos (Aspergillus, Penicilium, Fusarium,
Alternaria, Cladosporium y Neurospora) estan frecuentemente en los cultivos in vitro.
Es conveniente inspeccionar con la ayuda de un microscopio estereoscopico los

cultivos en forma periddica (Leifert et al., 1994).

4.8 Aclimatacion de plantas

La aclimatacion es un proceso de gran importancia, ya que el uso exitoso del método

de micropagacién de especies vegetales depende, de una adecuada aclimatacion.
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Pospisilova et al. (1999) conceptualizé la aclimatacion como la adaptacion de una
planta a un area o zona climatica de la cual no es nativa, o a un microclima distinto al
gue ha tenido lugar en una fase previa al cultivo por ejemplo, la aclimatacion de las

plantas in vitro a condiciones de invernadero.

La aclimatacion de las plantas cultivadas in vitro es un proceso critico, ya que las
plantas pasan de un ambiente de baja transpiracibn a otro que exige una mayor
demanda hidrica, que eventualmente puede ocasionar estrés hidrico. Igualmente,
pasan de un estado heterétrofo a un estado autotrofo con diferentes niveles de
nutrientes y finalmente, de un ambiente aséptico a uno donde pueden estar expuestas

al ataque de microorganismos saprofitos y/o fitopatégenos (Litz y Jarret, 1991).

En el proceso normal de micropropagacion los brotes y plantas son cultivados en
medios de cultivos con azlcares vitaminas y otras sustancias organicas, lo que
determinan el desarrollo heterétrofo o mixétropo de los mismos (nula o baja capacidad
fotosintética). Sin embargo, durante la fase de adaptacién estas plantas estan forzadas
a ser completamente autétrofos y sintetizar los compuestos organicos necesarios a
partir de minerales agua, CO:2 y luz. Este cambio en las plantas asi como la morfologia
de las mismas, determina la susceptibilidad durante las etapas iniciales del proceso de

aclimataciéon (Riquelme et al., 1991).

Las condiciones in vitro, como la alta humedad, baja intensidad luminosa, temperatura
constante y bajo o nulo intercambio gaseoso en el frasco, favorecen los cambios en la
morfologia de las plantas y que a su vez influyen en la capacidad de supervivencia y

crecimiento de las plantas. Estos cambios son:

e Hojas con estomas que no cierran normalmente y desarrollo deficiente de la
cuticula. Esto hace que las plantas sean mas susceptibles al estrés por perdida
de agua y por lo tanto pueden desarrollar nuevas hojas adaptadas a las nuevas
condiciones. El mantener una alta humedad en los primeros dias del trasplante
a condicion ex vitro, es un factor critico para la supervivencia de las plantas in

vitro, ya que por sus condiciones fisiolégicas y anatomicas, son altamente
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sensibles a presentar desequilibrio en el mecanismo estomatico y en
consecuencia, las células de las regiones mas tiernas manifiestan estrés hidrico
(Preece y Sutter, 1991)

e Tallo con escaso tejido de soporte (colénquima y esclerénquima).

e Raices poco funcionales. En ocasiones existe una conexion vascular
incompleta entre tallo y raices que impide el trasporte eficiente de agua y
nutrientes. Como resultado de esto, practicamente las plantas deben desarrollar
todo el sistema radical nuevo durante la etapa de aclimatacion (Litz et al., 1991).

4.9 Variacion somaclonal

La variacion somaclonal se refiere a la variacion que ocurre in vitro en cultivos
celulares, de tejidos y 6rganos, asi como en plantas regeneradas de los mismos. La
variacion somaclonal generalmente es espontanea y los cambios pueden ser
heredables o no (Brar y Jain 1998; Kathiravan et al., 2006).

4.9.1 Seleccidn in vitro

El cultivo de células, tejidos y 6rganos vegetales in vitro esta generalmente asociado
a varios problemas de calidad fisiolégica, epigenética y genética. Cuando se requiere
mantener la identidad clonal del material propagado, también existen implicaciones
importantes para los programas y estrategias de fitomejoramiento. Existen varios
factores que inciden en la obtencién de variacibn somaclonal (Karp, 1995). Entre
mayor sea el nivel de desorganizacion del tejido del explante y mayor el tiempo que
este pasa en la fase de cultivo in vitro, mayores seran las probabilidades de generar
variacion somaclonal. Esta variacion se ve influenciada por la constitucion genotipica
y los niveles de ploidia del explante, por lo que si se considera un mismo grado de
ploidia, algunos genomas pueden ser mas estables que otros. El tipo y la
concentracion de las fitohormonas en el medio de cultivo influyen también en la
generacion de variacion somatica ya que estos pueden actuar como mutagenos

(especialmente los sintéticos), o influir sobre la division celular, el grado de crecimiento
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desorganizado y la proliferacion selectiva de tipos celulares especificos. Por ultimo,
generalmente se observa, entre mas viejo y mas especializado es el explante, mayor
es la posibilidad de recuperar variacion en las plantas regeneradas. Jelenic et al.
(2001) plantearon la importancia de las condiciones ambientales durante el cultivo y la

presencia o ausencia de agentes selectivos in vitro, como generadores de variacion.
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CAPITULO . GENETICA DE LA RESISTENCIA DE TRIGOS CRISTALINOS DE HABITO
INVERNAL A Puccinia triticina Eriks

1.1 Introduccion

El trigo (Triticum turgidum ssp Durum) es un cereal de la familia de las gramineas, una
de las plantas ampliamente cultivadas e importantes para la dieta alimentaria. Contiene
una gran variedad de minerales como son el fésforo, calcio, magnesio, silicio y tiene
un alto contenido de vitaminas del grupo B, lo cual lo hace un alimento completo de
alto aporte energético (Reynolds et al., 2014). Se puede clasificar en diferentes tipos y
grupos, en especies silvestres y cultivadas, las cuales se pueden catalogar de acuerdo
a caracteres hereditarios que determinan cualidades morfologicas de la planta (Huerta-
Espino et al., 2000).

En México de acuerdo con las cifras del Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP), el volumen de produccion estimado de trigo durante los ultimos diez
afos (2002-2012) fue de 37 millones de toneladas, concentrdndose cerca de 85% de
la produccién en los estados de Sonora (35%), Guanajuato (17.5%), Baja California
(11.5%), Sinaloa (9.2%), Michoacan (6.4%) y Jalisco (4.4%) (SIAP, 2015).

Sin embargo, uno de los problemas importantes a los que se ha enfrentado este cultivo
es la roya de la hoja causada por Puccinia triticina E., una enfermedad ampliamente
distribuida y devastadora en México y en el mundo (Dubin y Rajaram, 1996). Sus dafios
pueden causar pérdidas hasta del 100% del rendimiento; ya que, sus infecciones
tempranas provocan una disminucion significativa en el nUmero de granos por espiga,

el peso hectolitrito y la calidad del grano (Quintero, 1995).

La roya de la hoja del trigo tiene muchas razas y una gran capacidad para mutar; es
también la mas importante en trigos duros o cristalinos (Triticum turgidum Durum). En
el afio 2008 dos razas BBG/BP y CBG/BPC, productos de la evolucion de la raza
BBG/BNC (Huerta-Espino et al., 2009), vencieron la resistencia de las variedades de

trigo denominadas “Jupare C2001” y “Banamichi”; pero no la de “Samayoa”, variedad
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gue permanecio resistente dentro de la misma linea evolutiva a la raza CBG/BPC pero
con virulencia a Lr2, Lr27 + 31 y Lr72 (Huerta-Espino et al., 2010). Como producto de
la evolucién de la raza existente antes del afio 2001 (Raza BBB/BNG) se identificé la

raza BBB/BNJ con virulencia para el gen Lr61 (Huerta-Espino et al., 2010).

El mejoramiento genético del trigo en México fue encaminado a usar genes de
resistencia especifica, de plantula o de raza-monogénica a roya de la hoja del trigo
(Triticum durum). Su seleccion es relativamente facil en generaciones tempranas y se
usa contra patdgenos altamente especializados (Mclntosh, 1992); facilitaban la
seleccion al cruzar materiales resistentes por susceptibles o resistentes por resistentes

cuya herencia es de forma simple (Huerta-Espino y Singh, 2000).

Las variedades, por lo general, poseen un gen dominante de resistencia a la roya de
la hoja triticina E., que produce una respuesta de hipersensibilidad, la cual puede durar
de 3 a 5 afios, dado que se pierde cuando el patégeno evoluciona en nuevas formas
de virulencia (Singh y Dubin, 1997). Una alternativa importante en el mejoramiento
genético consiste en cruzar una variedad susceptible con una resistente y asi
determinar tanto el tipo de accion génica, como el nUmero de genes que confieren la
resistencia. Es posible que entre genes dominantes y recesivos, 0 combinaciones, se
confiera resistencia en estado de plantula en donde se presentan dos genes recesivos
duplicados que pueden ser heredados de forma independiente (Zhang y Knott, 1990).
Muchos de los genotipos de trigos duros cultivados en México son resistentes a la roya
de la hoja, en estado de plantula y planta adulta debido a la presencia del gen Lrl4a

para el cual aun no existe virulencia reportada en México (Huerta-Espino et al., 2009).

Por consiguiente, es fundamental identificar nuevas fuentes de resistencia a la roya de
la hoja del trigo Puccinia triticina E., mediante el incremento de diferentes genotipos
efectivos contra la raza BBG/BN, generando asi diversidad genética y disminuyendo

las pérdidas en la produccién en variedades de trigos duros.
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Con base en estos antecedentes los objetivos de esta investigacion fueron:

1) Explorar la existencia de resistencia a la roya de la hoja en estado de plantula.

2) Examinar el tipo de herencia génica dentro de un grupo selecto de trigos duros
de invierno.

3) Generar nuevas fuentes de resistencia diferentes a las disponibles para la raza
BBG/PC de roya de la hoja.

1.2 Materiales y métodos

La presente investigacion se desarrollé en el Laboratorio Nacional de Royas y otras
Enfermedades del Trigo (LANARET) perteneciente al Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en el Campo
Experimental del Valle de México (CEVAMEX).

1.2.1 Material genético de trigo cristalino

Se evaluaron 51 trigos cristalinos (Cuadro 1) de habito invernal en estado de plantula

en condiciones de invernadero provenientes de diferentes paises.

1.2.2 Razas del patégeno

Para evaluar la resistencia de las 51 variedades de trigo se usaron las razas de roya
BBG/BPC y BBB/BNJ donde la nhomenclatura usada por Singh, 1991 se le agreg6 un
sexto juego de diferenciales (Lrlda, Lr28, Lr61l y Lr72) para distinguir las razas
BBB/BNJ virulento a Lr61 de BBB/BNG que es avirulenta. La féormula de
avirulencia/virulencia para BBG/BPC fue: Lrl, Lr2a, Lr2b, Lr2c, Lr3, Lr3bg, Lr3ka, Lr9,
Lrl3, Lrl4a, Lrl5, Lr16, Lrd17, Lr18, Lr19, Lr21, Lr24, Lr25, Lr26, Lr28, Lr29, Lr30, Lr32,
Lr35, Lr36, Lr61 /Lrl10, Lrl1, Lrl12, Lrl4b, Lr20, Lr23, Lr27, Lr31, Lr33, Lr72. Mientras
que para la raza BBB/BNJ fue: Lrl, Lr2a, Lr2b, Lr2c, Lr3, Lr3bg, Lr3ka, Lr9, Lrl3,
Lrl4a, Lr15, Lrl6, Lrl17, Lrl8, Lr19, Lr21, Lr24, Lr25, Lr26, Lr29, Lr30, Lr32, Lr35, Lr36,
Lr72/Lr10, Lrl1l, Lrl4b, Lr20, Lr23, Lr28, Lr33, Lr61.
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1.2.3 Genética de la resistencia

Se realizaron cruzas directas entre materiales susceptibles y resistentes a la raza
BBG/BP y BBB/BNJ de roya de la hoja Puccinia triticina E. Los cruzamientos se
hicieron de forma manual entre el progenitor “Atred” de primavera y dos de las 51
lineas de trigo de invierno que se sometieron a vernalizacion por un periodo de seis
semanas a temperatura de 6 °C; para luego sembrarlas junto con el progenitor
susceptible de primavera. Para sincronizar la etapa de espigamiento, se efectuaron
siembras en tres fechas del progenitor de primavera “Atred” con un intervalo de 10 d.
También se hizo la cruza entre los progenitores evaluados como resistentes después

del cruzamiento inicial (“Mirlo 26” y “Elinia 48”) para hacer las pruebas de alelismo.

Cuadro 1. Genotipos de trigos cristalinos de habitos invernales evaluados en plantula
por su resistencia a laroya de la hoja.

Entrada Cid Sid Gid Genotipos de trigos duros
1 346839 4 5163946 ALIY PARUS
2 346858 3 5163941 CHERNOMOR
3 150694 4 5217481 DELTA-DW
4 346857 3 5163943 ICEBERG
5 346856 2 5163944 KORALL
6 346877 9 5163930 UKR-OD 1231.93
7 346879 4 5163929 UKR-OD 1374.93
8 346864 10 5163937 UKR-OD 1557.91
9 346883 2 5163926 UKR-OD 1645.94
10 346884 4 5163925 UKR-OD 1704.94
11 346875 3 5163932 UKR-OD 795.93
12 5790 5 5240543 YANTAR
13 240291 2 5194134 ZHEMCHUG
14 125925 5 5220585 D86135
15 264779 3 5183416 6107
16 346911 3 5163915 WD 143.83/142.83
17 346795 2 5163960 MVTD 28-94
18 346796 2 5163959 MVTD 29-94
19 346798 2 5163958 MVTD 32-94

——
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...Continuacién Cuadro 1

Entrada Cid Sid Gid Genotipos de trigos duros
20 144430 8 5217709 DF1014.83
21 144275 10 5217726 DF28.82.84
22 378179 3 5154224 DIDGORI
23 123868 14 5220908 SURFBIRD
24 123552 154 5220926 URRACA
25 144293 5 5217719 PARUS-DW
26 127532 53 5220374 SN TURK MI82-83 90=Mirlo 26
27 743 14 5241615 CAMBRIDGE 20
28 144272 9 5217731 WDNEB35
29 144245 2 5217733 OSU-3910236
30 144264 4 5217732 OSU-3920017
31 166634 126 5215419 DF28.82.84//SRN_3/AJAIA_15
32 166511 128 5215434 CLICO/BIDI17//ICPP/3/BKM/4/LAPDY_25
33 166537 43 5215421 URA/ESPE

SN TURK MI82-83

34 376499 6 5156963 90/5/A0OS/SNIP/3/MEDIUM/KIF//SAPI/4/ALTAR 84

35 347077 121 5163903 OSU-3910096//HIMAN_9/BEJAH_6

36 308662 43 5173399 SDAY2/3/AJAIA_12/F3LOCAL(SEL.ETHIO.135.85)//PLATA_13

37 308715 86 5173371 CAM20/URA

38 455603 -1 5081887 SOLDUR

39 480638 -1 5044366 WPB881/ICEBERG

40 480639 -5 5044354 QFN/ALIPARUS

41 480648 -2 5044337 BRINDUR/DF 38-86

42 480730 20 4959812 BAB/RENVILLE//H7092-12

43 480700 20 4970026 VIC/BRINDUR//BAB

44 480702 40 4970033 VIC/D.142-50//H7092-12

45 480688 10 4970020 WPB881/PARUS//BAB

46 480722 12 4970072 84004/VLNV//CASOAR/4/7-5 5//VLGR/EDM/3/SOD211

a7 480715 8 4959739 H7092-11/WPB881//SOD211

48 480723 12 4974670 7-5/VLGR//EDM/3/TOPAZ/4/SN TURK MI83-84 503= Elinia 48

49 480733 12 4974682 SOD211/4/7-5/VLGR//EDM/3/TOPAZ

50 480726 36 4970091 QFN//H7092-11/WPB881/3/DF82.85
WPB881/5/7-5/VLGR//EDM/3/TOPAZ/4/SN TURK MI83-84

51 480710 32 4977870 503/SRN

Cid= Identificacion de Cruza. Sid= Identificacion de historial de seleccion. Gid= Identificacion de germoplasma.
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1.2.4 Obtencién de F1, F2 y familias F3

Las semillas F1, obtenidas en cada cruza, se sembraron en cinco macetas con tres
semillas cada una. Se cosecharon las tres plantas con mejores caracteristicas de
grano con el fin de obtener semilla para la generacion F2, el resto del material fue
guardado como reserva. La semilla proveniente de una planta F2 de las cruzas de los
genotipos susceptibles por resistentes (“Atred” x “Mirlo 26” y “Atred” x “Elinia 48”) y
resistente por resistente (“Elinia 48” x “Mirlo 26”) fueron sometidas a vernalizacion por

un periodo de seis semanas a 6 °C para obtener semillas F3 y evaluarlas.

1.2.5 Evaluacion de genotipos, lineas F2 y familias F3

Los 51 genotipos de trigos duros de habito invernal fueron sembrados en charolas de
plastico de 20 cm de largo x 30 cm de ancho x 6 cm de profundidad, en una mezcla
de sustrato (tierra + peat moss, proporcion 1:1) marcando 48 orificios con una plancha
de acero de 8 hileras y 6 columnas, de 1 cm de didmetro x 2 cm de profundidad. Se
sembraron diez semillas de cada uno de los genotipos. Las charolas se etiquetaron y
colocaron en invernadero durante diez dias hasta que se extendié completamente la
hoja primaria de las plantulas. Las charolas fueron mantenidas en el invernadero a una
temperatura de 18 *+ 2 °C durante la noche y 20 + 2 °C en el dia. Las plantulas se
fertilizaron con la férmula 17-17-17 (N-P-K) soluble en agua usando 125 mL por
charola. La inoculacion se hizo a los diez d después de la siembra, cuando se extendié
la hoja primaria asperjando cada charola con una suspension de urediniosporas en
aceite mineral (Sotrol®170) de las razas BBG/BP y BBB/BNJ y asperjando sobre la
lamina de las hojas. Las plantas inoculadas se dejaron secar por 20 minutos, después
se colocaron en camara humeda, donde se sometieron a 12 h de rocio y
posteriormente se trasladaron al invernadero cuya temperatura oscilaba entre 20 °Cy
24 °C hasta la aparicion de los signos de la enfermedad. La semilla F2 de las cruzas
se sembr6 bajo condiciones de invernadero, para evaluar las caracteristicas de

resistencia o susceptibilidad en estado de plantula. Las plantas fueron evaluadas a los
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9y 10 dias después de la inoculacion basadas en la escala de 0,4 propuesta por Roelfs
et al. (1992) (Figura 3; Cuadro 2)

Figura 3. Escalas para evaluar el tipo de infeccién de laroya de la hoja Puccinia triticina
E. (Roelfs et al., 1992)

Cuadro 2. Respuesta del hospedante y reacciones producidas por lainfeccién de laroya
de la hoja Puccinia triticina E. (Roelfs et al., 1992).

Respuesta del

hospedante Reaccion de infeccién Sintoma de la enfermedad*
(Clase)
Inmune 0 Ningun uredinias presente
. i No uredinias, pecas cloréticas o necréticas
Casi inmune ; S . o
presentes que indican hipersensibilidad
Muy resistente 1 Uredinias pequefios rodeados por necrosis
Uredinias pequefios o de tamafio mediano
Moderadamente 5 a menudo rodeados por clorosis 0 necrosis;
resistente puede haber una isla verde rodeada por un

borde clorético o necrotico

Uredinias de tamafio variable (todos los

Heterogenea X tipos de infeccion en la misma hoja)
Moderadamente 3 Uredinias de tamafio mediano que esta

susceptible asociado con cierta clorosis.

Susceptible 4 Uredinias grandes sin clorosis.

*Detalles de la infeccion: = uredinias muy pequefios en la reaccién de infeccion; uredinias algo pequefios en la
reaccion de infeccion; + uredinias grandes en la reaccion de infeccién; ++, uredinias muy grandes en la reaccion
de infeccion; C indica mas clorosis de lo normal; N presencia de necrosis en la reaccion de infeccion.
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1.2.6 Inoculacién de plantas F2 y Familias F3

Las plantas F2 se sembraron de la misma forma que los progenitores de invierno; solo
gue una sola semilla fue depositada en cada uno de los 48 orificios de la charola de
plastico. Ademas de las semillas F2, también se sembraron los progenitores
susceptibles y resistentes. A los 16 d después de la siembra, las plantulas fueron
inoculadas con una suspension de urediniosporas de roya de la hoja de la raza
BBG/BPC o BBB/BNJ respectivamente. Las esporas fueron suspendidas en aceite
mineral (Soltrol®170) con una concentracion de 2-3 mg mL* de aceite (Herrera-
Foessel et al., 2003). La inoculacion en las plantulas se realiz6 cuando presentaron la
primera hoja extendida, se asperjaron de manera uniforme, tratando de cubrir toda la
plantula, usando un atomizador conectado a un compresor de aire (FELISA®, Modelo
FE-1500L). Una vez que las plantas se inocularon, se dejaron secar por 20 minutos y
luego se colocaron por 16 h en una cdmara hiumeda con humificador (Hydrofogger) a
100% de humedad relativa. Posteriormente se trasladaron al invernadero donde se
mantuvieron entre 20 y 24 °C de temperatura, hasta la aparicién de los signos de la
enfermedad (Figura 4). Para la evaluacién de la F3 las semillas se sembraron en
charolas de plastico que contenian suelo esterilizado como ya se describio
anteriormente; pero solo se sembraron 10 familias por charola para generar
uniformidad. Cada familia F3 estuvo representada por 25-30 semillas para poder
identificar las familias homocigéticas resistentes; familias homocigéticas susceptibles

y familias segregantes.
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Figura 4. Proceso de inoculacion de la roya Puccinia triticina E: (a) Inoculacion de la
roya en charolas con 48 orificios (b) Camara de humidificacién. (c) Inicio de
rocid. (d) Humificador (Hydrofogger). (e) Plantas después de 16 h de rocio
posterior ala aplicacion de rocio. (f) Aparicion de signos de laroya de la hoja.

1.2.7 Variables medidas

Las lecturas se llevaron a cabo 12 d después de la inoculacion, cuando los signos
fueron visibles. La evaluacion de las plantulas F2, se llevé a cabo 12 d después de la
inoculacién de manera visual una vez que los signos fueron visibles, de acuerdo al tipo
de infeccién producida por el patégeno en la hoja inoculada, se usé la escalade 0 - 4
(Roelfs et al., 1992). Posteriormente se contabilizé el nimero de plantulas resistentes
y el nimero de plantulas susceptibles por genotipo. Se consideraron dos grupos de

genotipos, los susceptibles (3 a 3 + 0 4), y los resistentes que involucraron plantas con
reaccion intermedia o resistentes (0, ; , 1 y 2). En el caso de las familias F3 se

clasificaron en familias resistentes, susceptibles y segregantes.
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1.2.8 Obtencién de lineas resistentes con habito de primavera

Se seleccionaron plantas F2 resistentes con habito de primavera, y se sembraron
como se indica en el inciso 1.2.5 para obtener familias F3. Las cuales fueron una vez

mas inoculadas siguiendo los procedimientos previamente descritos.

1.2.9 Analisis estadistico

Los andlisis se realizaron mediante Ji-cuadrada (X?), de acuerdo al nimero de genes
esperados, se realizaron pruebas de bondad de ajuste. El valor de tablas y la
significancia fue determinado de acuerdo a la X? que obtuvieron las proporciones de
las familias de cada cruza. Para sacar el valor de tablas se tomaron dos grados de
libertad (n-1) en donde n es el nUmero de grupos de F2 (Infante-Gil y Zarate de Lara,
1990) (Figura 5).
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Figura 5. Protocolo parala evaluacién y obtencion de la resistencia de trigos cristalinos
de hébito invernal a Puccinia triticina Eriks.
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1.3 Resultados y discusion

De los 51 genotipos de trigos duros de habito invernal evaluados en estado de plantula
solo “Mirlo 26” y “Elinia 48”resultaron resistentes a la raza de roya BBG/BPC y uno a
la raza BBB/BNJ (Figura 6), lo cual permitio clasificar a los genotipos en susceptibles
y resistentes (Apéndice 1) para examinar e identificar el tipo de herencia génica y el
gen que condiciona la resistencia mediante los cruzamientos entre las lineas

seleccionadas y el genotipo susceptible “Atred” (Cuadro 3).

Figura 6. Clasificacién de los genotipos para la raza BBB/BNJ de Puccinia triticina E.,
“Atred” (a) Primera hoja. (b) Segunda hoja. “Elinia 48” (c) Primera hoja. (d)
segunda hoja. “Mirlo 26” (e) Primera hoja. (f) Segunda hoja. Para la raza
BBG/BP: “Atred” (g) Primera hoja. (h) Segunda hoja. “Elinia 48” (i) Primera
hoja. (j) Segunda hoja. “Mirlo 26” (k) Primera hoja. (I) Segunda hoja.

64



GENETICA DE LA RESISTENCIA DE TRIGOS CRISTALINOS DE HABITO INVERNAL A Puccinia triticina Eriks Y SU RESPUESTA in vitro.

Cuadro 3. Respuesta de los 51 genotipos de trigos duros en estado de plantula a las
razas de roya de la hoja BBB/BNJ y BBG/BPC

Entrada Genotipos de trigos duros BBG/BPC BBB/BNJ
1 ALIY PARUS 4 4
2 CHERNOMOR 4 4
3 DELTA-DW 4 4
4 ICEBERG 4 4
5 KORALL 4 4
6 UKR-OD 1231.93 4 4
7 UKR-OD 1374.93 4 4
8 UKR-OD 1557.91 4 4
9 UKR-OD 1645.94 4 4
10 UKR-OD 1704.94 4 4
11 UKR-OD 795.93 4 4
12 YANTAR 4 4
13 ZHEMCHUG 4 4
14 D86135 4 4
15 6107 4 4
16 WD 143.83/142.83 4 4
17 MVTD 28-94 4 4
18 MVTD 29-94 4 4
19 MVTD 32-94 4 4
20 DF1014.83 4 4
21 DF28.82.84 4 4
22 DIDGORI 4 4
23 SURFBIRD 4 4
24 URRACA 4 4
25 PARUS-DW 4 4
26 SN TURK MI82-83 90=Mirlo 26 X 4
27 CAMBRIDGE 20 4 4
28 WDNEB35 4 4
29 OSU-3910236 4 4
30 OSU-3920017 4 4
31 DF28.82.84//SRN_3/AJAIA 15 4 4
32 CLICO/BIDI17//ICPP/3/BKM/4/LAPDY_25 4 4
33 URA/ESPE 4 4

——
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...Continuacion Cuadro 3

Entrada Genotipos de trigos duros BBG/BPC
34 SN TURK MI82-83 90/5/A0S/SNIP/3/MEDIUM/KIF//SAPI/4/ALTAR 84 4
35 OSU-3910096//HIMAN_9/BEJAH_6 4
36 SDAY2/3/AJAIA_12/F3LOCAL(SEL.ETHIO.135.85)//PLATA_ 13 4
37 CAM20/URA 4
38 SOLDUR 4
39 WPB881/ICEBERG 4
40 QFN/ALIPARUS 4
41 BRINDUR/DF 38-86 4
42 BAB/RENVILLE//H7092-12 4
43 VIC/BRINDUR//BAB 4
44 VIC/D.142-50//H7092-12 4
45 WPB881/PARUS//BAB 4
46 84004/VLNV/ICASOAR/4/7-5 5//VLGR/EDM/3/SOD211 4
47 H7092-11/WPB881//SOD211 4
48 7-5/VLGR//EDM/3/TOPAZ/4/SN TURK MI83-84 503=Elinia 48 X
49 S0OD211/4/7-5/VLGR//EDM/3/TOPAZ 4
50 QFN//H7092-11/WPB881/3/DF82.85 4
51 WPB881/5/7-5/VLGR//EDM/3/TOPAZ/4/SN TURK MI83-84 503/SRN 4

En la cruza de las variedades “Atred” x “Mirlo 26” las proporciones fueron de 1:3 de
resistentes y susceptibles, respectivamente. Estos valores indican que la resistencia
en “Mirlo 26” es conferida por un gen recesivo en respuesta a la inoculacién con la
raza BBG/BPC (Cuadro 4). En la cruza entre “Atred” x “Elinia 48”, inoculada con la
misma raza, la proporcién fue 13:3 de plantas resistentes y susceptibles que indicaron
que la resistencia en “Elinia 48” fue conferida por dos genes: uno dominante y otro

recesivo.

66



GENETICA DE LA RESISTENCIA DE TRIGOS CRISTALINOS DE HABITO INVERNAL A Puccinia triticina Eriks Y SU RESPUESTA in vitro.

Cuadro 4. Relaciones fenotipicas observadas y esperadas en plantas F2 de la cruza
entre las variedades Atred y Mirlo 26 en respuesta a la raza BBG/BPC de roya

de la hoja.
NUm. de plantas
Total Resistent s tibl
esistentes usceptibles 1A
Cruza plzfnetas P F;gr)\%%r;f: X2 Probabilidad
NG, Obs. Esp. Obs. Esp.
A”edf\é'lr"’%' 119 23 2075 96 89.25 1:3 2 0.90
Atredg\é'l”oz& 99 28 2475 71 7425 1:3 0.5 0.90
1F1+2F1 218 51 545 167 1635 13 0.27 0.90

Obs.= Observados; Esp.= Esperados.

Sin embargo, al inocular las plantas de la cruza “Atred” x “Mirlo 26” con la raza
BBB/BNJ no se encontraron plantas resistentes mientras que en las plantas de la cruza
entre “Atred” y “Elinia 48” la proporcion fenotipica 3:1 sefala la presencia del gen de

resistencia dominante en “Elinia 48” (Cuadro 5).

Cuadro 5. Relaciones fenotipicas observadas y esperadas en plantas F2 dela cruza entre
las variedades Atred y Elinia 48 en respuesta a laraza BBG/BPC de roya de la

hoja
NUm. de plantas
Total de ™ pesistente Susceptible  Proporcion »  Probabilida
Cruza plantas fenotipica d
NUum. Obs. Esp. Obs. Esp. P
Atred/Elinia 48, 454 127 1251 27 2838 13:3 0.13 0.90

1F1

Obs.= Observados; Esp.= Esperados.

Las plantas resistentes a la raza de la roya BBG/BPC, obtenida del cruzamiento de los
genotipos “Elinia 48” y “Mirlo 26” (1 F1), resultaron de habito invernal, que fueron
descartadas seleccionando sdlo las de caracteristicas de habito de primavera ya que
no se observaron plantas susceptibles. Mientras que para “Atred” x “Mirlo 26” y “Atred
x “Elinia 48" la seleccion fue similar obteniendo 135 plantas; las cuales fueron
evaluadas una vez con las razas BBG/BPC y BBB/BNJ (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Comportamiento de la resistencia a roya de la hoja en plantas F1 con las
cruzas con Elinia 48/Mirlo 26 y laraza BBG/BPC

NUm. de plantas

., 2
Cruza Tg'éal Resistente Susceptible I?;%?{;f; X Prob.
plantas Obs. Esp. Obs. Esp.
NUm.
Elinia 48/Mirlo 26 1F1 135 135 - - 0 - - -

Obs.= Observados; Esp.= Esperados; Prob.= Probabilidad.

En la cruza entre las variedades “Atred” y “Mirlo 26” (3 F1) se obtuvieron 100 plantas;
sin embargo, el cruzamiento de “Atred” y “Elinia 48” (2 F1) evaluado con la raza la
proporcién fenotipica se ajustd a 3:1 de resistentes y susceptibles lo cual indic6 que la

resistencia estuvo conferida por un gen dominante (Cuadros 7 y 8).

Cuadro 7. Relaciones fenotipicas observadas y esperadas en plantas F2 de la cruza
entre “Atred” y “Mirlo 26” y “Atred” y “Elinia 48” en respuesta a la raza
BBB/BNJ.

NUum. de plantas

14 2
Cruza Total de Resistentes Susceptibles Proporcion X Prob.

plantas fenotipica
Num. Obs. Esp. Obs. Esp.
Atred/Mirlo 26 100 0 - 100 - - - -
3F1
Atred /Elinia 48 100 74 75 26 25 31 0.0 0.90
2F1 5

Obs.= Observados; Esp.= Esperados; Prob.= Probabilidad.

Cuadro 8. Relaciones fenotipicas observadas y esperadas en plantas F2 de la cruza
entre “Mirlo 26” y “Elinia 48” en respuesta a laraza BBB/BNJ.

NUm. de plantas

1A 2
Cruza Total de Resistentes Susceptibles Proporcién X Prob.

plantas fenotipica
Nam. Obs. Esp. Obs. Esp.
Mirlo26/Elinia48, ;5 93 922 30 307 31 0.016  0.90

2F1
Obs.= Observados; Esp.= Esperados; Prob.= Probabilidad.

Al evaluar la progenie de la cruza “Elinia 48” y “Mirlo 26” con la raza BBG/BPC no se

observaron plantas susceptibles lo indica una autofecundacion o bien que ambos
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progenitores tienen un gen en comun. Sin embargo al evaluar la progenie con la raza
BBB/BNJ a la cual “Mirlo 26” es susceptible los datos muestran una segregacion de
1:2:1 para un gen dominante, por lo tanto se puede inferir que el gen en comun entre

“Mirlo 26” y “Elinia 48” es el recesivo (Cuadro 9).

Cuadro 9. Relaciones fenotipicas observadas y esperadas en familias F3 de la cruza
Mirlo 26/Elinia 48 en respuesta a la raza BBB/BNJ.

Cruza Num. NUm. de familias Proporcién X2 Prob
total de fenotipica
plantas R. S. Seg.
Ob Esp Ob Esp Ob Esp
Elinia48/ 135 37 338 64 675 34 33.8 1:2:1 0.5 0.90
Mirlo26
1F1

Ob.= Observados; Esp.= Esperados; Prob.= Probabilidad; R.= Resistentes; S.= Susceptibles; Seg.=

Segregantes

Zhang y Knott (1990) reportaron la presencia de un gen dominante (Lrl7) en la
variedad “Quilafen” en sus estudios de ocho cultivares de trigo duro resistente a roya
de la hoja de diversos origenes. Los resultados mostraron que genes dominantes y
recesivos, o combinaciones de ellos, confirieron resistencia en estado de plantula, esto
indica la presencia de genotipos resistentes a roya de la hoja de trigo cristalino de
habito invernal entre los trigos criollos disponibles en Europa y en el banco de
germoplasma del CIMMYT. De los dos genotipos resistentes a la raza BBG/BP
identificados, la resistencia en “Elinia 48” puede provenir de trigos cristalinos de
primavera de acuerdo con los progenitores involucrados en la cruza (Herrera- Foessel
et al., 2014).

De los mas de 72 genes de resistencia identificados y catalogados en trigo (MclIntosh
et al., 1992) solo Lr30 ha sido catalogado como recesivo; los demas, son reportados
como dominantes o parcialmente dominantes (Mcintosh et al., 1995). Sin embargo, la
resistencia es condicionada por genes recesivos en trigos cristalinos como lo indican
Stanfield (1983) y Fitzgerald et al.
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(1957) quienes identificaron la presencia de dos genes recesivos duplicados,
confiriendo resistencia a la raza 65 los cuales fueron designados como Lr7 y Lr8
heredados de forma independiente. El uso de estos genes en un programa de
mejoramiento para resistencia a la roya de la hoja, ha sido dificil porque se tiene que
incrementar considerablemente el tamafio de la poblacion ademés de no disponer de
progenitores o0 genotipos portadores de estos genes. El gen recesivo que otorga la
resistencia en “Mirlo 26” en respuesta a la raza BBG/BPC es ineficiente para la raza
BBB/BNJ y ese aspecto limita su uso. Mientras la raza dominante en México sea
BBG/BPC como hasta ahora, el gen recesivo identificado tendra cierta utilidad siempre
y cuando este acompafiado del gen Lr72 presente en las variedades “Altar C84” y “Atil
C2001”, entre otras.

En general, las variedades poseen un gen dominante; Aguilar et al. (2000) reportaron
que la resistencia ha sido conferida por la accién independiente de un gen dominante
y un gen recesivo identificados por la proporcion 13:3 comparable con el
correspondiente a la segregacion del gen recesivo para trigos sintéticos hexaploides
(Triticum turgidum x Triticum tauschii), lo que demostr6 que la resistencia fue conferida
por un gen dominante. Lo anterior coincide con lo encontrado en “Elinia 48” en contra
de la raza BBG/BPC; con solo un gen dominante cuando la raza BBB/BNJ domind la
resistencia del gen recesivo. La resistencia conferida por un gen dominante es mas
comun tanto en trigos harineros como en trigos cristalinos como en el caso de Lr10
(Aguilar et al., 2000), Lr14a (Herrera-Foessel et al., 2014), Lr1l6 (Zhang et al., 2008),
Lr23 (Aguilar et al., 1999), Lr61Lr72 (Herrera- Foessel et al., 2014) y otros genes no
catalogados que se han identificado en genotipos de trigo cristalino acriollados en
Oaxaca (Huerta et al., 2010). El gen dominante identificado en “Elinia 48, resistente
no solo a las razas BBG/BPC y BBB/BNJ sino también a las otras razas de roya que
logran afectar a trigos cristalinos identificadas en México y en conjunto con otros
genes, podrian proveer de mayores niveles de resistencia en los trigos cristalinos
cultivados en México. La resistencia a roya de la hoja conferida por genes recesivos
también ha sido reportada en genotipos de trigos cristalinos contra las razas BBG/BP

(Zhang et al., 2008). Como resultado de las cruzas del trigo susceptible de primavera
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con los progenitores resistentes de habito invernal, fue posible identificar genotipos

resistentes con habito de primavera, los cuales poseen un buen tipo agronémico. Estas

lineas identificadas, pueden usarse como fuentes de resistencia a roya de la hoja en

un programa de mejoramiento y emplear el gen dominante que permanece efectivo en

contra de la raza de roya mas comun ahora en México (BBG/BPC) en combinacion

con otros genes.

1.3 Conclusiones

La genética de la resistencia de la roya de la hoja se comprobé mediante el
estudio con los progenitores “Mirlo 26” y “Elinia 48” en estado de plantula y los
cruzamientos con el progenitor susceptible “Atred”.

El tipo de accion génica que opera en los dos trigos invernales “Mirlo 26" y
“Elinia 48” fue de dominancia y recesividad repentina; por lo que la genética de
la resistencia a la roya de la hoja causada por Puccinia triticina Ericks es de
herencia simple. En estado de plantula el genotipo “Mirlo 26” tiene un gen
recesivo que otorga tal resistencia mientras que en “Elinia 48” la resistencia es
conferida por un gen dominante a la raza BBG/BPC.

En la F3, se obtuvieron genotipos de primavera que poseen el gen dominante y
el recesivo a partir del cruzamiento entre progenitores invernales resistentes
con progenitores de primavera; por lo que los progenitores “Mirlo 26” y “Elinia
48” podrian usarse como fuentes de resistencia a la roya de la hoja en

programas de mejoramiento genético de trigos de primavera.

1.4 Recomendaciones

Para la obtencion de genotipos de primavera resistentes a la roya de la hoja
Puccinia triticina E., es conveniente realizar cruzamientos mediante
progenitores invernales con progenitores de primavera que posean ambas el

gen dominante y el recesivo.
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Se sugiere usar un sexto juego de diferenciales de roya de la hoja (Lrl4a, Lr28,
Lr61 y Lr72); que implica adicionar una sexta letra a la nomenclatura para
diferenciar las razas BBB/BN; una que es avirulenta a Lr61 (BBB/BNG) y otra

que es virulenta (BBB/BNJ), como se uso en el presente estudio.
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CAPITULO I

RESISTENCIA in vitro EN TRIGOS CRISTALINOS DE HABITO INVERNAL A

Puccinia triticina Eriks
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CAPITULO Il. RESISTENCIA in vitro EN TRIGOS CRISTALINOS DE HABITO INVERNAL A
Puccinia triticina Eriks

2.1 Introduccidén

El trigo ha formado parte del desarrollo econémico y cultural del hombre, es considerado
un alimento con un gran aporte energético; el 20% de las calorias alimenticias en el
mundo provienen del trigo, es un alimento basico de la mayoria de las civilizaciones de
Europa, Oeste de Asia y Norte de Africa, representando la base de su alimentacion. Sin
embargo, gran parte de este cultivo se destina a la alimentacion animal y subproductos
de la transformacion industrial. El trigo se cultiva en todo el mundo y sus volimenes de
produccion superan a los de otros cultivos importantes como la papa y el maiz. Por lo
que la principal producciéon de trigo a nivel nacional de forma comercial son los trigos
harineros y los duros que son reconocidos por sus caracteristicas en la textura del grano
(Reynolds et al., 2014).

La especie Triticum turgidum var. Durum conocida como trigo duro o cristalino, es el
resultado de cruzamientos naturales de dos especies diploides originarias
probablemente en el mediterrdneo (Huerta y Skovmand, 2000). Se caracteriza por tener
un tipo de grano muy duro, un endospermo con alto contenido de pigmento amarillo
(carotenoides) y un gluten fuerte (no extensible) por lo que generalmente se usa en la

industria de pastas alimenticias (Hernandez y Alvarado, 2011).

En México el trigo duro es importante en la parte Noroeste, donde es cultivado bajo
condiciones de riego, especificamente en los Valles del Yaqui y del Mayo, en el estado
de Sonora, y en los Valles del Carrizo y del Fuerte, en Sinaloa. En estas regiones se
siembran durante el ciclo otofio-invierno y se obtienen cerca de 1, 654,879 toneladas de
las cuales, alrededor de 600,000 toneladas se destinan a la industria nacional, ya que
los productores que siembran este trigo han encontrado un mercado importante para su

producto en las exportaciones hacia otros paises (AOASS, 2015).
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El 90% del trigo de temporal que se produce en México se siembra durante la primavera
o al inicio del verano; coincide con la época de lluvias, en donde uno de los factores que
mas contribuyen al proceso infectivo de muchas enfermedades del trigo es la presencia
de humedad en forma de rocio; ésta favorece la aparicién de enfermedades causadas
por hongos entre las que se encuentran las royas (Huerta y Singh, 2000). La mas comudn
de las royas del trigo es llamada roya de la hoja o café causada por el hongo Puccinia
triticina E., la cual se presenta en las laminas de las hojas, y las vainas que también
pueden ser infectadas cuando son favorables las condiciones como las densidades del
in6culo y la susceptibilidad del genotipo. La existencia de una nueva raza fisioldgica de
la roya de la hoja (BBG/BN) fue detectada en el Noroeste de México en el 2001; infecta
preferentemente a trigos duros y esté presente en la mayoria de las zonas trigueras del
pais, por ello la importancia de la busqueda de variedades de trigos duros que muestren

casi inmunidad a todas las razas fisiolégicas (Huerta y Skovmand, 2000).

En México, la generacion de variedades resistentes a la roya de la hoja en los inicios del
mejoramiento fue encaminada a usar genes de resistencia especificos que facilitaran la
seleccion al cruzar variedades resistentes x susceptibles o resistentes x resistentes, y se
heredaban en forma simple. Estas variedades, por lo general, poseen un gen dominante
de resistencia que produce una respuesta de hipersensilidad; al cruzar una variedad
susceptible por un resistente, en su progenie es posible determinar tanto el tipo de accion
génica como el niumero de genes que confieren la resistencia y por lo tanto, la
identificacion de nuevas fuentes de resistencia que logran ser de importancia econémica
(Huerta y Singh, 2000).

El mejoramiento convencional ha sido la mejor alternativa para la obtencion de lineas
resistentes a esta enfermedad; sin embargo, existen diferentes opciones para optimizar
la evaluacién de plantas resistentes y susceptibles a roya de la hoja. En la actualidad
una opcion viable para la evaluacion de nuevas variedades con caracteristicas agricolas
ventajosas es mediante las técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro, puesto que a
partir de un segmento de tejido vegetal se induce la formacion de una planta adulta. Con

esta técnica es posible evaluar variedades con resistencia a la roya de la hoja en trigo in
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vitro en un tiempo menor comparado con la seleccidén convencional en un espacio menor
y de manera eficaz. Ademas, se puede obtener una gran cantidad de plantas
genéticamente uniformes y libres de enfermedades y virus (Shaom et al., 2008). El
meétodo de evaluacion de roya de la hoja en plantas obtenidas bajo condiciones in vitro
brinda ventajas en el cultivo de trigo ya que permite la obtencion de miles de plantas a
partir de un genotipo, conservando la estabilidad genética. La produccién convencional
del trigo genera una planta por semilla; sin embargo, con el cultivo de tejidos vegetales
in vitro es posible obtener gran cantidad de plantas sanas disponibles para diversos

estudios.

Con base en estos antecedentes, la presente investigacion tuvo como objetivos:

1. Caracterizar la respuesta de los genotipos de trigo “Atred” (Susceptible, S),
“Mirlo 26” (Resistente, R) y “Elinia 48” (Resistente, R) a la roya de la hoja
Puccina triticina E. que hayan sido seleccionadas a nivel de campo.

2. Evaluar plantas aclimatadas en invernadero inoculadas con Puccinia triticina E.

3. Comparar la produccién de plantas in vitro e in vivo.

4. Inocular y evaluar plantas de trigo in vitro con roya de la hoja Puccinia triticina E.
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2.2 Materiales y métodos

La presente investigacion se desarrollo en los Laboratorios de Biotecnologia Agricola del
Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad Genética, del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo y en el Laboratorio Nacional de Royas y otras
Enfermedades del Trigo (LANARET) perteneciente al Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en Campo
Experimental del Valle de México (CEVAMEX).

2.2.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de tres genotipos experimentales: “Atred” con caracteristicas de
susceptibilidad, “Elinia 48" y “Mirlo 26” como resistentes a Puccinia triticina E.,

provenientes del invernadero del LANARET.

2.2.2 Medio de cultivo y condiciones de incubacidon

El medio de cultivo basico empleado estuvo constituido por sales minerales de Murashige
y Skoog (MS, 1962), (Sigma Aldrich® M5519, 4.4 g L), adicionado con sacarosa (Sigma®
SA79031, 30 g L), con un pH de 5.7 + 0.1 ajustado con NaCl o HCI 1N, mediante un
potencidémetro (Orién pH meter modelo 420). Posteriormente se agregoé phytagel (Sigma®
P8169, 2.5 g L'Y) como agente gelificante. Se sirvieron 10 mL del medio de cultivo en
frascos de vidrio de 45 mL de capacidad. La esterilizacion del medio de cultivo se hizo
en una autoclave vertical (AESA®, modelo 300) a 121 °C y 1.5 kg cm de presion durante

20 min.

Los frascos de cultivo con el material sembrado se mantuvieron en el cuarto de
incubacion con fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad proporcionado por lamparas de luz
blanca fluorescente de 75 W, con irradiacion fotosintética de 45 pmol m2s? con
temperatura de 26 + 2 °C y humedad relativa de 30%.
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2.2.3 Germinacion in vitro

2.2.3.1 Establecimiento del cultivo aséptico

De cada genotipo se seleccionaron semillas de tamafio uniforme y libre de algin dafio
biolégico o mecanico. Se colocaron en frascos de vidrio de 250 mL de capacidad y se
lavaron con detergente en polvo durante 15 minutos con agua corriente y al final un
lavado con agua destilada esterilizada. Después se establecieron tres tratamientos de
desinfecciéon con variaciones en tiempo y combinaciones de peréxido de hidrégeno®
(H202, Merck®) con el objetivo de inducir la imbibiciéon, plata coloidal, hipoclorito de
sodiocomercial (NaOCI), Tween®20 y los fungicidas Benlate®, Captan® y Vitavax® 300
(Cuadro 10). Las semillas se enjugaron con agua destilada esterilizada para eliminar el
exceso de desinfectantes. El proceso de desinfeccion de las semillas se hizo en una

campana de flujo laminar horizontal.

Cuadro 10. Tratamientos probados para la desinfeccion de semillas de los genotipos de
trigo “Atred”(S), “Elinia 48” (R) y “Mirlo 26” (R).

Tratamiento (Nam.) T1 (min) T2 (min) T3 (min)

H202 (2% V/Iv) 21 21 22.5
\Ii’/l\?)ta coloidal(10%v/v)+Tween®20 (4%v/v)+NaClO (50% 30 30 40
Benlate®(8g L) +Captan®8g L?) 30 30 50
Vitavax 300 (0.5g L) 0 20 0

2.2.3.2 Induccién de la germinacion

Para inducir la germinacion in vitro, las semillas de las tres variedades de trigo se
sembraron en frascos de vidrio de 30 mL conteniendo 15 mL del medio basico MS (1962)
y las condiciones indicadas en el inciso 2.2.2 con diferentes concentraciones y
combinaciones de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), cinetina (Kin) (Cuadro 11) para
cada tratamiento. La siembra se hizo con la region del meristemo radicular sumergido 3

mm dentro del medio de cultivo.
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Cuadro 11. Dosis de 2, 4-D y cinetina adicionadas al medio de cultivo MS (1962) en la
germinacion de los genotipos de trigo “Atred” (S), “Elinia 48” (R) y “Mirlo 26”(R).

Tratamiento 2,4-D Kin
(Ndm.) mg L* UM mg L? Y/
1(Testigo) 0 0 0
2 25 15 0
3 45 20.35 1.25 5.8
4 45 20.35 0 0
5 4.5 20.35 2.70 12.5

2.2.3.3 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Cada tercer dia durante tres semanas después de la siembra se evaluaron, en cada
variedad, los porcentajes de contaminacion y germinacion. El experimento se condujo
bajo un disefio completamente al azar con 15 repeticiones por genotipo. Cada repeticion
estuvo constituida por una semilla sembrada en cada frasco de cultivo. El andlisis de
varianza se hizo con el Sistema de Analisis Estadistico SAS (SAS Institute, 2003) y para

la comparaciéon de medias se utilizé la prueba de Tukey (p<0.05).

2.2.4 Induccion de callos

Para esta fase se seleccionaron semillas de tamafio uniforme y libre de cualquier dafio
mecanico de los tres genotipos de trigo: “Atred” (S), “Elinia 48” (R), y “Mirlo 26” (R). Se
sembraron en medio MS (1962) suplementado con diferentes dosis de 2,4-D y cinetina

(Cuadro 12). Los cultivos se incubaron en las condiciones indicadas en el inciso 2.2.2.
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Cuadro 12. Concentraciones de 2,4-D y cinetina evaluadas en la induccion de callos de de
los genotipos de trigo “Atred” (S), “Elinia 48”(R) y “Mirlo 26” (R).

Tratamiento 2,4-D Kin
(Ndm.) mg L* UM mg L? Y/
1 4.5 20.35 1.25 5.8
4.5 20.35 0 0
4.5 20.35 2.70 12.5

A los 30 dias después de la siembra se evaluaron el peso fresco inicial y final (g) de callo
asi como el porcentaje de produccion de callos. El andlisis de varianza se hizo con el
Sistema de Andlisis Estadistico SAS (SAS Institute, 2003) y para la comparacion de

medias se utilizé la prueba de Tukey (p<0.05).

2.2.5 Regeneracion de plantas via organogénesis directa e indirecta

2.2.5.1 Organogénesis directa

A patrtir de plantulas de un mes de edad que fueron germinadas in vitro de las cuales se
emplearon como explantes secciones transversales basales de tallo [thin cell layer
(capas finas de células)], de 6-9 mm de diametro y de 1-2 mm de grosor. Los explantes
se sembraron en frascos de vidrio de 240 mL de capacidad con medio cultivo basico MS
(1962) (composicion en el inciso 2.2.2) suplementado con BA (11.1 uM) y AlA (1.0 uM)
(Cuadro 13).

Cuadro 13. Dosis de BA y AIA evaluadas en la induccién de brotes en la organogénesis
directa e indirecta de los genotipos de trigo “Atred”(S), “Elinia 48”(R) y “Mirlo

26”(R)
Tratamiento BA AlA
(Nam.) mg L? Y mg L? Y/
1 2.5 11.1 0 0
2.5 11.1 0.17 1.0
35 15.5 0.17 1.0
_
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2.2.5.2 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Las variables respuesta evaluadas a los 30 dias después de la siembra fueron: a)
Porcentaje de brotacion, b) Numero de brotes y ¢) Longitud (cm) de los brotes d) Numero
de hojas. El experimento se condujo en un disefio completamente al azar, con 20
repeticiones por genotipo. Cada repeticion estuvo constituida por un frasco de cultivo con
cinco explantes en cada frasco. El analisis de varianza se hizo con el Sistema de Analisis
Estadistico SAS (SAS Institute, 2003) y para comparacion de medias se utilizé la prueba
de Tukey (p<0.05).

2.2.5.3 Organogénesis indirecta

Se usaron como explantes callos de 60 dias de edad obtenidos de semillas de los
genotipos “Atred” (S), “Elinia 48” (R) y “Mirlo 26” (R) (inciso 2.2.4). Se sembraron en
frascos de vidrio de 240 mL de capacidad con medio cultivo MS (1962) suplementado
con BA (11.1 uM) y AIA (1.0 uM), las mismas dosis evaluadas en la organogénesis
directa (Cuadro 13). A los 30 dias después de la siembra se evaluaron las mismas
variables del experimento de organogénesis directa mencionada en el apartado 2.2.5.2.
El analisis de varianza se hizo con el Sistema de Analisis Estadistico SAS (SAS Institute,

2003) y la prueba de Tukey (p<0.05) se us6 para comparar las medias.

2.2.6 Enraizamiento in vitro

En la regeneracién de plantas via organogénesis directa e indirecta se evalud la
obtencién de raices en los tres tratamientos probados. Se usé el medio de cultivo MS
(1962) (composicion en el inciso 2.2.2) suplementado con BA (11.1 puM) y AlIA (1.0 uM).
Las variables evaluadas 30 dias después de la siembra fueron el nimero y longitud de
raices (cm). El experimento se condujo en un disefio completamente al azar, con 20
repeticiones por genotipo. Cada repeticion estuvo constituida por un frasco de cultivo con

cinco explantes de secciones transversales basales de tallo. El analisis de varianza se
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hizo con el Sistema de Analisis Estadistico SAS (SAS Institute, 2003) y para comparacion

de medias se utilizd la prueba de Tukey (p<0.05).

2.2.7 Aclimatacion de plantulas

Plantulas enraizadas de los tres genotipos de trigo se seleccionaron por tamafio: cinco
plantas con una altura de 5 cm, cinco con una altura de 10 cm y otras cinco con una
altura de 15 cm. Las plantulas se extrajeron de los frascos y las raices se lavaron con
agua destilada estéril para eliminar cualquier residuo de medio de cultivo. Las plantulas
se trasplantaron a vasos de unicel de 237 mL de capacidad con una mezcla de agrolita
y peat-moos (proporcion 1:1) como sustrato.

Las plantas se colocaron a una temperatura de 24 = 2 °C en un area favorable a la luz y
después de 15 dias se trasladaron a un invernadero con una temperatura de 22 + 2 °C
(Mujeeb, 2000), fueron regadas cada tercer dia con la solucion del medio basico MS
(1962).

2.2.8 Inoculacién de Puccinia triticina E.

2.2.8.1 Raza del patégeno

Para evaluar de la resistencia de los tres genotipos, se usaron las raza de roya BBG/BPC
donde la formula de avirulencia/virulencia para BBG/BPC fue: Lr1, Lr2a, Lr2b, Lr2c, Lr3,
Lr3bg, Lr3ka, Lr9, Lr13, Lrlda, Lrl5, Lrl6, Lrl7, Lr18, Lrl9, Lr21, Lr24, Lr25, Lr26, Lr28,
Lr29, Lr30, Lr32, Lr35, Lr36, Lr61 /Lr10, Lrl1, Lr12, Lr14b, Lr20, Lr23, Lr27, Lr31, Lr33,
Lr72.

2.2.8.2 Inoculacién en las plantas

A los 16 dias después de la aclimatacion las plantulas fueron inoculadas con una

suspension de urediniosporas de roya de la hoja de la raza BBG/BPC. Las esporas
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fueron suspendidas en aceite mineral (Soltrol® 170) con una concentracién de 2-3 mg
mL?® de aceite (Herrera-Foessel et al., 2003). La inoculacién se realiz6 cuando las
plantulas presentaron la primera hoja extendida, se asperjaron de manera uniforme,
tratando de cubrir toda la plantula, usando un atomizador conectado a un compresor de
aire (FELISA®, Modelo FE-1500L). Una vez que las plantas se inocularon, se dejaron
secar por 20 minutos y luego se colocaron por 16 h en una camara humeda
(Hydrofogger®) con humedad relativa de 100%. Posteriormente se trasladaron al
invernadero donde se mantuvieron entre 24 + 2 °C de temperatura, hasta la aparicion de
los signos de la enfermedad. Después de 10 dias las plantas con caracteristicas de
interés fueron seleccionadas y trasplantadas en macetas de 20 cm de diametro y una

altura de 28 cm hasta obtener semilla.

2.2.8.3 Variables cuantificadas y analisis estadistico

La evaluacion se llevo a cabo a los 12 dias después de la inoculacion, una vez que los
signos fueron visibles. Dicha evaluacion se hizo de manera visual, de acuerdo al tipo de
infeccion producida por el patdgeno en cada hoja inoculada. Se utilizé la escala de Roelfs
et al. (1992) (Cuadro 2). Posteriormente se efectud la comparacion de plantulas in vitro
con el material de campo y se contabilizé el nimero de plantas (genotipos susceptibles

y resistentes).

2.2.9 Inoculacidn de roya in vitro

2.2.9.1 Inoculacién de roya de la hoja con rocio

Después de 30 dias de su siembra, las plantas fueron seleccionadas con altura de 5.0
cm, 10.0 cm y 15.0 cm, las cuales fueron trasportadas al invernadero (LANARET). Los
frascos que contenian las plantas estuvieron dos dias en el invernadero a 26.0 + 2 °C.
La inoculacion se realizo con una suspension de urediniosporas de roya de la hoja de la
raza BBG/BPC. Las esporas fueron suspendidas en aceite mineral (Soltrol® 170), donde

la concentracion fue de 2-3 mg mL* de aceite.
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Después se hizo la inoculacién con un pincel fino de pelo de camello previamente
esterilizado, el cual se sumergio en la solucidén y se paso sobre cada hoja de la planta

gue se encontraba dentro del frasco de vidrio.

Las plantas se dejaron secar por 20 minutos para que el exceso de aceite se evaporara.
Posteriormente las plantas fueron colocadas en una camara humeda por 3 horas en una
(Hydrofogger®) con humedad relativa de 100%. Se pasaron al invernadero de las
instalaciones del INIFAP donde la temperatura fue de 22 £+ 2 °C con los frascos cerrados
después de la aplicacién del rocio. La evaluacion de los sintomas de la enfermedad se
llevé a cabo a los cinco dias después de la inoculacién, una vez que los signos fueron
visibles. La variable que se evaluo fue la presencia o ausencia de pustulas de roya de la

hoja.

2.2.9.2 Inoculaciéon de roya de la hoja sin exposicidn a rocio

De los tres genotipos, se seleccionaron plantulas in vitro de 5.0 cm, 10.0 cm y 15.0 cm
de altura las cuales fueron inoculadas con el patégeno de la roya de la hoja. Las esporas
fueron suspendidas en 200 mL de agua destilada y se aplicaron en tres concentraciones
de roya de 0.01, 0.03 y 0.05 mg mL. También se evaluaron cuatro concentraciones de
sacarosa (10, 15, 20 y 30 g LY) en el medio de cultivo MS (1962) con la finalidad de

evaluar su respuesta en el crecimiento de las esporas que se depositaran en el medio.

Los frascos de cultivo con el material inoculado con el patdgeno se mantuvieron en el
cuarto de incubacién con fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad proporcionado por
lamparas de luz blanca fluorescente de 75 W, con irradiacion fotosintética de 45 pmol m-
251 con temperatura de 26 + 2 °C y humedad relativa de 30% durante 30 dias. Al término
de este tiempo se evalud la presencia o ausencia de pustulas de roya de la hoja (Figura
7).
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Figura 7. Protocolo empleado para la regeneracion de plantas de trigo Triticum Durum y
lainoculacién de roya de la hoja.
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2.3. Resultados y discusion

2.3.1 Establecimiento del cultivo aséptico

Uno de los principales problemas que puede limitar la aplicacion de las técnicas de cultivo
de tejidos vegetales in vitro es la presencia de agentes contaminantes, principalmente
hongos y bacterias, debido a que el medio de cultivo cuenta con las condiciones
favorables para su crecimiento. Es indispensable evitar la contaminacion con estos
microrganismos porque compiten con los explantes retrasando su desarrollo o
generando modificaciones en el medio de cultivo que afectan negativamente su

supervivencia (Romero, 2000).

La evaluacion de los diversos tratamientos en el establecimiento del cultivo aséptico con
desinfectantes y tiempos de exposicion a ellos mostraron respuestas significativas
(P=<0.05, Apéndice 2). El tratamiento que mostré resultados favorables consistio en el
uso de H202 (2% v/v) por 22.5 h; solucion de plata coloidal estable (10% v/v) + NaClO
(50% v/v) + Tween 20 (4% v/v) durante 50 minutos, y la mezcla de Benlate (8 g L) y
Captan (8 g L) por 50 min. Con este método la tasa de supervivencia promedio, en los
tres genotipos de trigo, fue 85%; mientras que la contaminacién por bacterias fue de 5%
y 10% por hongos. Se observé que a medida que aumenta la concentracion y el tiempo
de inmersion en el antiséptico y fungicidas disminuye el porcentaje de contaminacion
(Figura 8).
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Figura 8. Supervivencia de semilla de tres variedades de trigo “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y
“Elinia 48” (R) alos 15 dias después de siembra. (T1) H.02 (2% v/v) 21 min, Plata
coloidal (10% v/v)+Tween®20 (4% v/v)+NaClO (50% v/v) 30 min, Benlate® (8g L)
+Captan® (8g LY 30 min. (T2) H20: (2% v/v) 21 min, Plata coloidal (10%
vIv)+Tween®20 (4% v/v)+NaClO (50% v/v) 30 min, Benlate®(8g L) +Captan®(8g L-
D 30 min., Vitavax® 300, 20 min. (T3) H20: (2% v/v) 22.5, Plata coloidal
(10%v/v)+Tween®20 (4%v/v)+NaClO (50% v/v) 40 min, Benlate® (8g L) +Captan®
(8g LY 50 min.
En el tratamiento compuesto por inmersion en H202 (2% v/v) por 21 h; plata coloidal
estable (10% v/v) + NaClO (50% v/v) + Tween 20 (4% v/v) durante 50 minutos, y con la
sumersién en mezcla de Benlate (8 g L) y Captan (8 g L) por 50 min y 0.2 g de
Vitavax®300 la germinacion in vitro sélo se presentd en 10% de la semillas pero el control
de hongos y bacterias fue eficiente; esto indica si bien este tratamiento de desinfeccion
puede inhibir el crecimiento de microorganismos, tiene efectos negativos sobre la
germinacion. La posible inhibiciébn de la germinacién causada por el Vitavax® 300
(Carboxin 17% + Thiram 17%), pudo deberse a los compuestos que lo integran, ya que
combina la accion sistémica del Carboxin con la accion de contacto del Thiram para
controlar los patégenos (Pierik, 1990). También se pudo observar que la principal fuente
de contaminacion fueron hongos y bacterias. Esto concuerda lo sefialado por Folguera
et al. (2009); Das y Pal, (2005) y Rodriguez et al. (2008) quienes indican que los

contaminantes mas comunes durante el establecimiento in vitro procedentes de semillas
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son los hongos y las bacterias que se encuentran de manera habitual en el cultivo en

condiciones naturales.

2.3.2 Induccién de la germinacion

Después de obtener el mejor método de desinfeccion de las semillas para los tres
genotipos de trigo: “Atred” (S), “Elinia 48" (R) y “Mirlo 26" (R), se probaron cinco
tratamientos con diferentes fitohormonas para estimular la germinacion de la semilla. El
analisis de varianza no reveld diferencias significativas entre los cinco tratamientos
evaluados (Apéndice 2); sin embargo, la mayor tasa de germinacién se alcanzo en los
tratamientos donde se emplearon las concentraciones de 2,4-D (11.3 uM) y Kin (5.8 puM)
para los tres genotipos de trigo. Esto indica que la germinacién de trigo podria ser factible
con el 2,4-D en combinacién con la cinetina, ya que por ser una citocinina su funcion
principal es promover la division celular En general, la tasa de germinacién de los tres

genotipos fue de 79% (Cuadro 14).

Cuadro 14. Germinacion in vitro de semillas de tres genotipos de trigo, tres semanas
después de la siembra en medio de cultivo MS (1962) y diferentes dosis de 2,4-D

y Kin.
Genotipo Tratamiento Hormona (uM) Respuesta de germinacion
(Nam.) 2,4-D + Cinetina (%)
Atred 1 Testigo 87 a
2 11.3+0 73 a
3 20.35+5.8 93 a
4 20.35+0 53 a
5 20.35+ 125 60 a
Mirlo 26 1 Testigo 93 a
2 11.3+0 87 a
3 20.35+5.8 100 a
4 20.35+0 80 a
5 20.35+ 125 67 a
Elinia 48 1 Testigo 80 a
2 11.3+0 80 a
3 20.35 +5.8 80 a
4 20.35+0 73a
5 20.35+ 125 80 a
——
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2.3.3 Induccién de callos

En las gramineas, los explantes capaces de formar callo son embriones inmaduros,
maduros, segmentos de inflorescencias, hojas jovenes y segmentos de tallo (Armstrong
y Green, 1985) lo cual indica la posible produccion de callos a partir de semillas de trigo
a través de - las fitohormonas 2,4-D y Cinetina (Montilla et al., 2005) (Figura 9).

Figura 9. Induccién de callos en el genotipo “Atred” (S) con 2,4-D (11.3 uM) y Kin (5.8 pM).
(a) Callos de trigo a los 60 dias de su siembra. (b) Callos con diferenciacion de
brotes.

La obtencion de callos a partir de semilla se realiz6 con la finalidad de reducir el tiempo
en respuesta organogénica por lo cual se adicioné el 2,4-D para la iniciacion y
produccién; ya que es un inductor efectivo de callos, que pueden ser 0 no organogénicos
y/o embriogénicos (Pierik, 1990), sobre todo cuando se emplea en concentraciones de
12 y 24 uM, ya que ejerce un fuerte estrés sobre las células (Kikuchi et al., 2006). El 2,4-
D una auxina que se usa en el cultivo in vitro para la formacion de callos, se ha utilizado

como fitohormona en diversas gramineas como el maiz y el trigo (Riero et al., 2008).

El analisis de varianza mostré resultados diferentes para cada genotipo y en la formacién
de callos entre cada tratamiento (P<0.05; Apéndice 3). Se observé que la mayor
produccion de callos se obtuvo con el 2,4-D combinado con la cintenina. La proliferaciéon
de callos fue mayor para el genotipo “Elinia 48” (R) con 20.35 uM de 2,4-Dy 12.5 uM de
cinetina. Para “Mirlo 26” (R) fue s6lo con 20.35 pM de 2,4-D sin cinetina; mientras que
en “Atred” (S) con 20.35 uM de 2,4-D y 5.8 uM de cinetina (Figura 10).
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Figura 10. Produccion de callos in vitro en semillas de genotipos de trigo “Atred” (S),
“Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R) a los 30 d después de la siembra en medio de
cultivo MS (1962) y diferentes concentraciones de 2,4-D y cinetina.

En esta etapa tiene importancia la formacion y el peso de materia fresca de callo, existe
una capacidad organogénica con diferencias significativas para el genotipo “Elinia 48”
(R) con el tratamiento compuesto por 2,4-D (20.35 uM) y Kin (12.5 uM) que tuvo mayor
peso en comparacion con los otros genotipos y tratamientos, siendo el mejor tratamiento
para este genotipo (Figura 11). El porcentaje de material que no formo callos (explantes
oscurecidos, sin respuesta) no fue mayor del 40% por lo que se puede decir que las
fitohormonas y las dosis fueron adecuadas para el crecimiento de los callos (Takamura
et al., 2005).
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Figura 11. Peso final de callos de tres genotipos de trigo “Atred” (S), “Mirlo 26” (R), “Elinia
48” (R) en lainduccion de callos alos 30 dias después de ser cultivados in vitro.
n = 20.
La obtencion de callos organogénicos es una alternativa para la propagacion de plantas
de trigo y la seleccion in vitro para investigaciones de mejoramiento genético (Pérez et

al., 2010).

El cultivo de tejidos vegetales in vitro y la produccién de callos han permitido, entre
muchos aspectos el aislamiento de células y protoplastos, la produccion de metabolitos
secundarios de interés biologico, la conservacion de germoplasma y la introduccion de
nueva variabilidad genética. Por tal motivo el método para regenerar genotipos de trigo
asi como los reportados por Huang y Shaolin (2002) en regeneracion de gramineas como

arroz, trigo y maiz es de interés comercial mediante la regeneracion de plantas.

En la mayoria de las especies las fitohormonas tienen un papel importante en la
propagacion de cultivos in vitro, con diferentes respuestas para cada especie. La
utilizacién de citocininas como la cinetina genera la formacion de callos en cereales de
trigo, variedad Triticum aestivum, Hordeum vulgare y Triticale spp., sorgo y arroz
(Przetakiewicz et al., 2003). Sin embargo; las mejores respuestas para la formaciéon de
callos en cereales se han obtenido con bajas concentraciones de auxinas como 2,4-D y
Dicamba (<3 mg L) (Nathan et al., 1992).
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2.3.4 Regeneracion de plantas via organogénesis directa e indirecta

2.3.4.1 Organogénesis directa

Después de tres semanas de la germinacion se obtuvieron plantulas de los genotipos
“‘Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R) que se emplearon como fuente de explantes
para evaluar la induccion de organogénesis directa mediante segmentos de hojas y

secciones transversales de tallos (Figura 12).

Figura 12. Obtencion de plantulas via organogénesis directa para el genotipo “Atred” (S).
(a) Seccidn transversal basal de tallo. (b) Planta de trigo con un aproximado de
12 hojas. (c) Plantas de trigo con una altura maxima 4 cm.

El analisis estadistico revel6 que las variables de brotacion fueron afectadas
significativamente por el tipo de explante en los tres genotipos de trigo evaluados. Las
secciones transversales de tallo fueron los Unicos explantes que mostraron respuesta
morfogénica mientras que en las hojas no hubo respuesta (Figura 13). En las secciones
transversales de tallo la brotacién se present6é diez dias después de la siembra, y la
mayor produccién de brotes se obtuvo con 11.1 uM de BA 'y 1.0 uM de AIA en los tres

genotipos.
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Figura 13. Respuesta de tres genotipos de trigo “Atred” (S), “Mirlo 26” (R), “Elinia 48” (R)
en organogénesis directa a partir de explantes de secciones transversales
basales de tallo. n = 20.

Existe una dependencia entre los genotipos de trigo y la respuesta morfogénica. Los
genotipos respondieron de diferente forma en relacion con la produccion de brotes,
longitud y numero de hojas. Aunque las concentraciones hormonales, temperatura,
tiempo de incubacién en los tres genotipos de trigo evaluados fueron similares, los
resultados fueron diferentes en cada uno debido a las caracteristicas genéticas y este
comportamiento in vitro se ha observado en especies de gramineas (Moreno y Villasefior,
1993).

La BA es ampliamente usada para la multiplicacion de cereales in vitro, ya que estimulan
la formacion de brotes. Patifio (2010) indicé que la adicion de esta hormona genera un
incremento significativo del nimero de brotes, longitud y nimero de hojas. El BA logra

estimular la proliferacion de brotes en muchos protocolos de cultivo de tejidos de otros
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cereales como arroz y cebada (Patifio et al., 2007). En los resultados obtenidos en los
tres genotipos de trigo evaluados se observo que la respuesta a la citocinina fue
diferente; con dosis bajas de BA (11.1 uM) el nimero de brotes, longitud de hojas y
namero de hojas aumentd considerablemente. La dosis de AIA pudo generar una
diferencia en el numero de explantes cuando se adiciona dicha hormona. Ya que la
combinacion de BA y AIA produjo una mayor respuesta en las variables de
organogénesis cuantificadas. El efecto de citocininas y auxinas en la morfogénesis in
vitro es diferente entre especies y variedades, se ha sugerido que el nivel endégeno de
tales fitohormonas en la planta también influyen en las repuestas morfogénicas in vitro
(Britto et al., 2003).

2.3.4.2 Obtencidn de brotes a partir Organogénesis indirecta

Para la obtencion de plantulas se usaron callos de las semillas de los tres genotipos
“‘Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R) que fueron establecidos en medio de cultivo
MS (1962) con diferentes concentraciones de BA y AIA. Después de 60 dias de la
siembra de callos generados a partir de semillas se observé la regeneracion de plantulas.
La méaxima respuesta de produccion de brotes se observo en el tratamiento con BA (11.1
uM) y AIA (1.0 uM) (p<0.05; Apéndice 5) para el genotipo “Elinia 48” (R) pero con una
longitud menor comparado con “Atred” (S) y “Mirlo 26” (R) una altura significativa en el
caso de “Mirlo 26” (R) y una cantidad de hojas sin diferencias para ningun genotipo lo
gue indica que cualquier tratamiento puede utilizarse sin variacion en cantidad de hojas
pero si para numero de brotes y longitud. El porcentaje de brotacion fue del 45% en la
evaluacion de los tres tratamientos (Figura 14).
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Figura 14. Respuestain vitro de tres genotipos de trigo “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia
48” (R) en la organogénesis indirecta. n = 20.

Gomez et al., (2006) y Smith (2012) han relacionado el tipo y peso de callo con la
respuesta organogénica presente en cada especie siendo un indicador importante en la
produccion y formacién de brotes. En los tres genotipos de trigo evaluados se observo
que la produccion de brotes mediante organogénesis indirecta fue menor en
comparacién con la organogénesis directa. La mayor cantidad de brotes y plantulas
completas regeneradas proponen a la organogénesis directa como la mejor ruta
morfogénica en el genotipo “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R), siendo “Mirlo 26”

(R) el genotipo con mayor produccién de brotes.

2.3.5 Enraizamiento in vitro

El enraizamiento in vitro e logré en el mismo medio usado para el establecimiento del
proceso de regeneracion de plantulas in vitro via organogénesis directa e indirecta en los
tres genotipos. Sin embargo; el nimero y longitud de raices para cada medio de cultivo

utilizado asi como para cada genotipo tuvo diferente respuesta (P<0.05; Apéndice 6).
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Los mayores valores de numero y longitud de raices se obtuvieron en el tratamiento

compuesto por 11.1 uM de BA 'y 1.0 uM de AIA en los tres genotipos (Figura 15).
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Figura 15 . Respuesta de tres genotipos de trigo “Atred (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R)
en el enraizamiento in vitro. n = 20.

Los resultados obtenidos en los tratamientos evaluados demostraron que el
enraizamiento observado fue posible utilizando s6lo BA sin la auxina AIA en los tres
genotipos. La concentracion de auxina tiene un papel decisivo en la induccion de raices,
en combinacion con las sales MS. Los resultados obtenidos muestran relacion con el tipo
y la concentracion de auxina utilizada, ya que hubo menor crecimiento radical con AIA

gue con la citocinina BA (Ortega et al., 2003)

2.3.6 Aclimatacion de plantulas

La supervivencia de las plantas obtenidas in vitro, en la fase de aclimataciéon depende
fundamentalmente de las caracteristicas fisioldgicas, estructurales y anatomicas que las
plantulas presentan producto de las condiciones de cultivo in vitro, las cuales

proporcionan elevada humedad relativa, baja intensidad luminosa e intercambio
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gaseoso, disponibilidad de nutrientes, fuente de carbono y temperatura optima (Ortufio
et al., 1995; Aloisio y Comerio, 1997; Preece y Sutter, 1993)

Para el éxito de la aclimatacion de plantulas de trigo se sigui6 la metodologia propuesta
por Mujeeb, (2000) quien menciona que la mezcla de peat moos + agrolita, en proporcién
1:1, es la mezcla de sustrato conveniente para la aclimatacion de plantas de trigo
(Triticum aestuvim); ya que tiene un alto contenido de materia organica que favorece la
adaptacion de las plantas; brinda buena retencion de agua y una excelente aireacion,
propiedades que favorecen la supervivencia a los 10 dias después del trasplante
(Pospisilova et al., 1999).

El porcentaje de supervivencia en la aclimatacion de plantas de los tres genotipos de
trigo “Atred” (S) “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R) fue del 90% en condiciones de invernadero.
Se seleccionaron plantas con un desarrollo del sistema radicular in vitro con una longitud
aproximada de 5.0 cm lo que facilitd el trasplante con una altura de planta
correspondiente a 5.0 cm, 10.0 cm y 15.0 cm con un porcentaje de supervivencia similar
para cada tamafo de plantula, la aclimatacion se realiz6 a los 10 dias después de su
trasplante para cada genotipo tiempos similares para cada longitud de plantula.

El alto porcentaje de plantas aclimatadas indica que el procedimiento seguido resulté
Optimo para los tres genotipos de trigo en su aclimatacion a condiciones de invernadero.
Sin embargo, no siempre es factible debido a que no todas las especies responden de
forma similar ya que se presentan diferencias al pasar de la condiciones in vitro a in vivo
(invernadero) siendo el objetivo principal de la aclimatacion reducir el minimo porcentaje
de pérdida para ser un método de micropropagaciéon y aclimatacién adecuada (Figura
16) (Preece y Sutter, 1993).
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Figura 16. Aclimatacion de plantas de los genotipos de trigo “Atred” (S), “Elinia 48” (R) y
“Mirlo 26” (R). (a) Plantas del genotipo “Atred” (S) a los 10 dias después de su
aclimatacion. (b) Plantas del genotipo “Elinia 48” (R) alos 30 dias después de su
aclimatacion. (c) Plantas en fase de espigamiento a los 40 dias después de su
aclimatacion. (d,e) Plantas de “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R) con 90%
de espigamiento a los 50 dias después de su aclimatacion. (f) Plantas de “Atred”
(S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R) proximas a la cosecha alos 90 dias después
de su aclimatacion.

2.3.7 Inoculacién de Puccinia triticina E., en plantas aclimatadas de trigo

Plantas aclimatadas de los tres genotipos de trigo “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48”
(R) fueron trasladadas al invernadero a una temperatura de 26 + 2 °C e inoculadas con
la roya de la hoja Puccinia graminis E. Después de cuatro dias de la inoculacion los
sintomas de la enfermedad comenzaron a ser visibles, iniciaron con pequefias manchas
cloréticas en las hojas inoculadas, esto debido a la interaccion entre el hospedante y el
patdgeno generando una respuesta ostensible de resistencia (Alvarez, 1995). Después

de siete dias, el periodo de germinacion y la esporulacion del hongo comenzé a
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desarrollarse (Stubs1986) teniendo las mismas caracteristicas de reproduccion del

patégeno con el material evaluado in vivo (Figura 17).

Figura 17. Plantas aclimatadas del genotipo “Atred” (S) inoculadas con roya de la hoja. (a)
Inoculacién de Puccinia triticina E. (b) Plantas con rocio (c,d) Planta con signos
de roya.

En la evaluacion realizada a los 12 dias después de la inoculacién existié una variacion
inesperada en la respuesta comparada con la de las plantulas obtenidas in vivo y las que
fueron regeneradas bajo organogénesis indirecta donde hubo cambios en la respuesta
a laroya de la hoja BBG/BPC (Figura 18).
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Figura 18. Respuestas de dos genotipos de trigo a lainoculaciéon con Puccinia triticina E.
(a) “Atred” (S) genotipo con caracteristicas de resistencia, plantulacon 5 cm de
altura. (b) “Elinia 48” (R) genotipo con caracteristicas de susceptibilidad plantula
con 10 cm de altura. (c) Plantulas del genotipo susceptible “Atred” sin sintomas
de suceptibilidad cambios en su respuesta, plantulas con 15 cm de altura.

Para los genotipos resistentes “Elinia 48” y “Mirlo 26” existio el 10% para cada genotipo
gue presentaron respuestas de susceptibilidad, perdiendo la resistencia el 90% de
plantas. En el caso de “Atred” material con respuesta de susceptibilidad existieron
plantas con resistencia a roya de la hoja con un porcentaje del 21% siendo un progenitor
de primavera utilizado para los cruzamientos de nuevas lineas de resistencia a Puccinia

triticina en el mejoramiento convencional (Figura 19).

El porcentaje de genotipos cristalinos resistentes a roya de la hoja en un grupo de habito
invernal solo representan alrededor del 4% (Cubero, 2003). La respuesta obtenida en
“‘Atred” (S) es una opcion para generar resistencia e incrementar lineas con
caracteristicas importantes para la roya de la hoja en trigos harineros de invierno. Esta
respuesta constituye un nuevo aporte para fitomejoradores ya que puede ser una

variante cuyas caracteristicas esenciales conviene conservar.
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Figura 19. Respuesta de roya de la hoja en plantulas de trigo aclimatadas bajo condiciones
de invernadero. (a) Reaccion de sensibilidad en “Elinia 48” (R). (b) Reaccién de
susceptibilidad para “Elinia 48” (R) (c) Reaccion de resistencia para “Atred” (S)
alos 12 dias después de lainoculacién.

La resistencia en “Mirlo 26” fue conferida por un gen recesivo en respuesta de la
inoculacién de la raza BBG/BPC vy la resistencia en “Elinia 48” (R) por un gen dominante
y otro recesivo en materiales obtenidos bajo condiciones de invernadero. Es necesario
corroborar la presencia o ausencia de estos genes caracteristicos de las lineas
evaluadas in vivo en materiales obtenidos bajo condiciones in vitro puesto que en
muchas plantas obtenidas bajo este método se presentan diferencias fenotipicas,
morfol6gicas o bioquimicas en comparacion con las plantas donadoras de los explantes.
Larkin y Scowcroft (1981) distinguieron dos tipos de causas: la variacion epigenética
transitoria, debida a las condiciones de estrés propias del cultivo de tejidos vegetales in
vitroy las variaciones genéticas “verdaderas”, producto de mutaciones azarosas. Ambos

casos son conocidos como variaciones somaclonales.

Es probable que los resultados obtenidos en las tres variedades evaluadas de trigo
“‘Atred” (S) “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R) sean atribuidos a las variaciones epigenéticas;

ya que el tiempo de cultivo in vitro fue relativamente corto para producir un efecto por
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variacion somaclonal. En algunas especies cultivadas se han detectado variaciones

somaclonales, y se ha demostrado mediante pruebas genéticas o analisis de ADN.

Los posibles cambios en la respuesta hacia la roya de la hoja para la raza BBG/BPC de
“‘Atred” (S) “Elinia 48” (R), “Mirlo 26” (R) (Apéndice 7, 8 y 9) podrian atribuirse a efecto
de una posible variacidon somaclonal, fendbmeno natural que puede presentarse en los
sistemas de cultivo de tejidos vegetales in vitro donde interviene una fase de callos. En
algunas ocasiones puede ser una limitante, pero en otras, como es lo ocurrido en este
estudio, pueden recuperarse plantas con genotipos que logran mostrar o no ventajas
adaptativas y es una herramienta factible de aplicarse en la seleccion de plantas y el

mejoramiento genético (Cruz y Alvarez, 1995).

Existen diferentes factores que inciden en la obtencion de variacion somaclonal (Karp
1995, Jain 2001) y como regla general entre mayor sea el nivel de desorganizacién del
tejido del explante y el tiempo que permanezcan en la fase de cultivo in vitro, mayores
seran las probabilidades de generar variacion somaclonal. Esta es influenciada por la
constitucién genotipica y los niveles de ploidia del explante; si se considera un mismo

grado de ploidia, algunos genomas pueden ser mas estables que otros.

El tipo y la concentracion de fitohormonas en el medio de cultivo influyen también en la
generacion de variacidbn somaclonal ya que pueden actuar como agentes mutagenos o
influir sobre la division celular, el grado de crecimiento desorganizado y la proliferacién

selectiva de tipos celulares especificos.

Por dltimo, generalmente se observa que entre mas adulto y mas especializado es el
explante, mayor es la posibilidad de inducir variacion en las plantas regeneradas. Jelenic
et al. (2001) plantearon la importancia de las condiciones ambientales durante el cultivo

y la presencia o ausencia de agentes selectivos in vitro, como generadores de variacion.

La respuesta de susceptibilidad y resistencia en los genotipos “Atred” (S), “Elinia 48”(R)
y “Mirlo 26” (R) seria inestable y se revertiria con alta frecuencia si fuera un cambio

epigenetico (Sanchez-Chiang y Jiménez, 2009); por lo que es necesaria la evaluacion de
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la progenie de estos materiales mediante la inoculacion del patégeno in vivo de Puccinia
triticina E. Por el contrario, si la progenie tiene respuestas similares seria una respuesta
somaclonal que se transmite y expresa en la descendencia de las plantas regeneradas
una variabilidad genética para la creacion de plantas con caracteristicas agronémicas

superiores.

Las mutaciones espontaneas ocurren con una frecuencia extremadamente baja; sin
embargo, la variacion somaclonal constituye una herramienta potencial para lograr un
rapido incremento en la variabilidad genética de las especies cultivadas (Okole et al.,
2000). En tomate (Lycopersicon esculentum (Bhatia et al., 2004) las variaciones
somaclonales a nivel de planta han aportado mayor resistencia a cualquier tipo de
enfermedades que pueden ser adquiridas de manera estable o tener variacion en la
viabilidad de la heredabilidad de la resistencia o susceptibilidad.

El mejoramiento genético a través del cultivo in vitro en trigo tiene ventajas importantes
en comparacién con la produccién y el mejoramiento genético tradicional; ya que el trigo
de forma convencional solo logra generar una planta por semilla, mientras que; con el
cultivo in vitro se logra obtener un gran nimero de plantulas por explante; a partir de
secciones transversales basales de tallo se pueden producirse en 40 dias de cultivo 25

plantulas aclimatadas a condiciones de invernadero.

El nimero de plantas que se regenere en un explante y el tiempo de cultivo, dependen
de la especie vegetal, en plantas herbaceas pueden producirse un gran nimero de
plantulas por explante en no mas de 60 dias de cultivo, pero en plantas lefiosas o
arboreas solamente unas cuantas y puede lograrse hasta los 180 dias, esto comparado
con la produccion de trigo mediante cultivo in vitro indica que es una graminea con un

alta capacidad de adaptacion y reproduccién (Engelmann et al., 1997).

La produccion en cultivo de tejidos vegetales in vitro es una herramienta que permite la
regeneracion de plantas en corto tiempo. En la literatura sélo se reportan técnicas de
regeneracion in vitro a partir de dobles haploides en trigo mediante cruzas intergenéricas

con maiz con fines de mejoramiento genético; sin embargo, es posible la regeneracion a
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partir de tallo, hoja, cotiledon, raiz, espiga, gluma, etc., generando plantas en menor

tiempo libres de enfermedades (Weber et al., 2000; Kathiravan et al., 2006)

El espigamiento es una etapa clave de desarrollo, se presenté de manera normal con
tallos gruesos y una altura promedio de 70 cm aunque existi6 segregacion para este
pardmetro y cuatro espigas por planta que cuentan con un buen vigor agronémico, el
llenado de grano fue favorable para cada planta desarrollandose con ventaja de 10 dias

en comparacién con las plantas evaluadas in vivo.

2.3.8 Inoculacién de roya de la hoja con rocio

Los primeros signos de roya de la hoja se observaron a los cinco dias después de su
inoculacién con puastulas muy pequefias presentes en algunas hojas de las plantas que
lograron tener reaccion. Los resultados obtenidos muestran que el genotipo “Atred” (S)
tuvo signos de susceptibilidad ya que se present6 en un 10% la aparicion de pustulas de
forma mayor en comparacion con el material resistente “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R)
donde se presentd en un 4% para cada genotipo la presencia de pustulas, pero no se
logré clasificar mediante la escala de Roelfs et al., (1992) (Figura 20).
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Figura 20. Proceso de inoculacién de la roya Puccinia triticina E. in vitro en los genotipos
de trigo “Atred” (S) “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R). (a) Frascos en invernadero a
temperatura de26.0 + 2 °C. (b) Esporas suspendidas con aceite mineral. (c)
Inoculacién de las esporas. (d) Frascos colocadas en camara de humedad. (e)
Plantas después de 3 h de rocio. (f) Frascos cerrados con rocio.

El porcentaje de pustulas fue minimo, ya que la utilizacién de rocio generé contaminacion
en un 92% del material mediante hongos y bacterias en el medio de cultivo lo que impidio
una evaluacién precisa de cada genotipo. EI medio de cultivo basico MS (1962) contenia
fitohormonas y sacarosa siendo un medio nutritivo que genero la contaminacion rapida
por hongos que afect6 las plantulas. La contaminacién por bacterias, se desarroll6 en el
medio de cultivo afectando el desarrollo y supervivencia de las plantas y por lo tanto su

evaluacion (Figura 21).
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Figura 21. Resultados de la inoculacion de roya de la hoja con rocio in vitro. (a) Material
susceptible “Atred” con pustula de Puccinia triticina E. (b) Material resistente
“Elinia 48”. (c) Material resistente “Mirlo 26” con pustulas de roya de la hoja. (d)
“Atred” (S) con pustulas en la parte superior de la hoja. pr: pustula de roya.

2.3.9 Inoculacidn de roya de la hoja sin exposicién a rocio

Las plantulas sometidas tratadas con las concentraciones de Puccinia triticina E.de 0.01,
0.03 y 0.05 mg L exhibieron respuestas diferentes (p<0.05; Apéndice 10). Para el
genotipo “Atred” (S), considerado susceptible, la concentracién de 0.03 mg L fue
suficiente para observar la presencia de pustulas en las plantas cultivadas con 30 g de

sacarosa y 2.5 g de phytagel (Figura 22).
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Figura 22. Respuesta de plantulas de tres genotipos “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia
48” (R) de trigo a laroya de la hoja Puccinia triticina E., a los 20 dias después de
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su inoculacién.

El andlisis de varianza no revel6 diferencias significativas entre los cuatro tratamientos

evaluados, la mayor contaminacién se presenté con la concentracién de 10 g L* de

sacarosa para los tres genotipos de trigo (P<0.05; Apéndice 11). Esto indica que la

contaminacion después de la inoculaciéon se puede controlar con 10 g de sacarosa

(Cuadro 15).
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Cuadro 15. Contaminacién in vitro de tres genotipos “Atred” (S). “Mirlo 26” (R) y “Elinia
48” (R) detrigo alos cinco dias después de lainoculaciéon del patégeno Puccinia

triticina E.

Genotipo Tratamiento Sacarosa Respuesta de contaminaciéon*

(Nam.) @gL? (%)

Atred 1 10 15a

2 15 20 a

3 20 25a

4 30 25a

Mirlo 26 1 10 14 a

2 15 15a

3 20 30a

4 30 25a

Elinia 48 1 10 15a

2 15 35a

3 20 30a

4 30 20 a

*Valores con la misma letra en la columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

En las plantas de trigo susceptibles, las esporas inician la germinacion dentro de los 30
minutos después que han hecho contacto con la superficie de la hoja y una pequefia gota
de rocio. El periodo entre la germinacion de las esporas, la penetracion, el
establecimiento de la colonia y el momento de esporulacion en el campo puede abarcar
de 8 a 10 dias bajo temperaturas 6ptimas y constantes de 20 a 24 °C y por tal motivo se
evaluaron en tiempos diferentes para observar el comportamiento del patégeno en los
genotipos de trigo in vitro (Figura 23).
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Figura 23. Respuesta de plantulas de tres genotipos de trigo “Atred” (S) “Mirlo 26” (R) y
“Elinia 48” (R) a la roya de la hoja Puccinia triticina a las cuatro semanas de
inoculacion.

Los primeros sintomas que causan la roya de la hoja son la aparicién de pequefias pecas
o diminutas manchas de color blanco aproximadamente entre los 7-10 dias (McIntosh et
al., 1995; Singh et al., 2004) después de que ocurre la infeccién. En los genotipos
inoculados in vitro, los signos aparecieron 20 dias después de su inoculacion, por lo tanto
la enfermedad tiene un desarrollo mas lento comparado con la infeccién en plantas de

campo o invernadero (Figura 24).
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Figura 24. Respuesta de sensibilidad en el genotipo “Atred” (S). (a) Plantula con humedad
presente en el frasco. (b y c) Aparicion de pecas de color blanco en las hojas.

La formacién de pustulas en condiciones de invernadero se presenta bajo temperaturas
20 a 24 °C, alargandose este proceso si la temperatura esta por debajo de los 16 °C.
Estos aspectos coinciden con la respuesta obtenida bajo inoculacion in vitro con una
temperatura constante las 24 horas del dia de 26 = 2 °C y humedad relativa de 30% con

fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad.

Para los genotipos inoculados in vitro no fue necesario colocar las plantas bajo camara
de rocio6 ni disminuir la temperatura ya que los frascos se mantuvieron en el cuarto de
incubacion sin cambios en luz, temperatura y humedad. El rocio se present6é con la
humedad que cada frasco logré tener en su ambiente hermético, lo que facilito la

aparicion de la roya de la hoja (Figura 25).
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Figura 25. Roya de la hoja in vitro sin rocio a los 20 dias después de la inoculacion de
Pucciniatriticina E. (a) Aparicidon de pustulas del patégeno en el genotipo “Atred”
(S). (b) Pustula del patégeno en la base de la planta del genotipo “Mirlo 26” (R).
(c) Pustula a los 25 dias después de su inoculacion con muerte de hoja en el
genotipo “Atred” (S). (d) Pustula en la parte inferior de la planta del genotipo
“Elinia 48” (R). pr pustula de roya.

En la literatura no existen reportes de procedimientos de inoculacion de la roya de la hoja

bajo condiciones in vitro. La metodologia desarrollada es el primer estudio que se hace

de ello, lo cual puede ser util en la caracterizacion de los genotipos evaluados para que

puedan ser seleccionados y utilizados en programas de mejoramiento genético para la

obtencién de variedades resistentes a este patdégeno.

Por tal motivo la evaluacién de roya de la hoja bajo condiciones in vitro genera
alternativas importantes para el mejoramiento genético siendo Puccinia triticina E. el
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agente selectivo, lo que hace factible realizar la seleccion in vitro sin necesidad de la

regeneracion de plantas en invernadero o campo.

Bajo la premisa que el comportamiento de las plantas obtenidas in vitro hacia el patdgeno
es similar al de las plantas madre de donde se extrajeron los explantes, se facilitaria
considerablemente el proceso de seleccion en resistencia a roya de la hoja. La seleccion
in vitro hacia la roya de la hoja se llevé a cabo mediante diferentes concentraciones del
agente selectivo Puccinia triticina E. Esto coincide con Cubero (2003) quien menciona
gue este método es simple y eficiente, ya que las células sensibles al agente mueren,
permitiendo el crecimiento de los genotipos tolerantes y tal vez con el mayor nivel de

diferenciacion hubiesen sido capaces de regenerar plantas tolerantes (Figura 26)

Figura 26. Plantulas in vitro sensibles a roya de la hoja. (a) Genotipo “Atred” (S) con
pustulas deroya alos 20 dias después de su inoculacién. (b) Muerte del genotipo
“Atred” (S) después de la aparicién de roya de la hoja in vitro.

A los cinco dias después de la aparicion de las pustulas del patdégeno las plantas
comenzaron a morir empezando con la necrosis de las hojas que contenian pustulas
puesto que Puccinia triticina generd un elevado nivel de estrés in vitro, suponiendo que
so6lo las plantas que sobrevivieron y no tuvieron presencia de pustulas son resistentes,

respuesta que coincide con lo obtenido en los materiales evaluados in vivo.
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La seleccién in vitro de roya de la hoja puede representar ventajas con la posibilidad de
obtener genotipos que muestren tolerancia a esta enfermedad. No obstante, se puede
obtener informacion que se podria aplicar en el mejoramiento genético, asi como
incrementar la supervivencia y crecimiento de las plantulas bajo dichas condiciones
(Figura 27).

Figura 27. Comportamiento de la aparicién de pustulas en plantulas de trigo in vitro. (a, b
y c¢) Genotipo “Atred” (S) a las cuatro semanas después de su inoculacion. (d)
Genotipo “Mirlo 26” (R). (e) Genotipo “Atred” (S) a las cinco semanas de su
inoculacion. (f) Genotipo “Elinia 48” (R) a las cuatro semanas después de su
inoculacion

Las ventajas que se tienen mediante la inoculacién de roya de la hoja in vitro comparada
con la seleccidén que se hace in vivo son que se pueden aplicar en cualquier época del
afo, permite mantener un control de las condiciones ambientales de prueba, se requiere
de poco espacio, es factible evaluar muchos genotipos a la vez y se pueden llevar a cabo

multiples evaluaciones de forma paralela (Gunn y Day, 1986).
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2.4 Conclusiones

El establecimiento del cultivo aséptico del trigo se logré con perdxido de hidrégeno
(H202 al 2% v/v) por 22.5h + solucion de plata coloidal estable (10% v/v) +
hipoclorito de sodio comercial (NaCIO, al 50% v/v) + Tween 20 (4% v/v) durante
50 minutos, y la mezcla de Benlate (8 g L) y Captan (8 g L) por 50 min, lo cual
genero el 85% de supervivencia con 5% de bacterias y 10% de hongos.

La germinacion se obtuvo con concentraciones de 2,4-D (11.3 uM) y Kin (5.8 uM)
para los tres genotipos de trigo con una tasa de germinacion promedio de 79%, la
germinacion del 100% se presentd en el genotipo “Mirlo 26” (R), seguida por
“Atred” (S) “Elinia 48” (R).

La mayor produccion de callos se obtuvo con el 2,4-D y cinetina. La proliferacion
de callos fue mayor para el genotipo “Elinia 48” (R) con 20.35 uM de 2,4-Dy 12.5
UM de cinetina. Para “Mirlo 26” (R) fue so6lo con 20.35 pM de 2,4-D sin cinetina;
mientras que en “Atred” (S) fue con 20.35 uM de 2,4-D y 5.8 uM de cinetina.

La mayor produccion de brotes se obtuvo con 11.1 uM de BAy 1.0 uM de AIA con
un porcentaje de brotacion para “Mirlo 26 (R) de 48%, seguido de “Elinia 48” (R)
con 42% y “Atred” (S) con 33%.

La maxima respuesta de obtencion de plantulas via organogénesis indirecta se
observé con BA (11.1 pM) y AIA (1.0 uM); para el genotipo “Atred” (S) la
produccion fue del 24%; “Mirlo 26” (R) 30% y “Elinia 48" (resistente) 31%.

El enraizamiento in vitro se logré con 11.1 uM de BAy 1.0 uM de AIA en los tres
genotipos, las mismas concentraciones hormonas que favorecieron la

organogeénesis directa e indirecta.

La aclimatacion de los genotipos “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48" (R) fue del
90% con peat moos + agrolita en una proporcion 1:1.
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En la evaluacion de roya de la hoja en plantas aclimatadas se present6 una
variacion inesperada en la respuesta a roya de la hoja Puccinia triticina E. En el
genotipo “Atred” (S), tuvo el 47.6% de plantas con presencia de resistencia en la
evaluacion in vitro. Para “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R), genotipos resistentes, se

presento el 23.8% para cada uno con presencia de susceptibilidad

En la evaluacion de roya de la hoja in vitro con rocio se observaron pustulas de
patdgeno pero en un porcentaje minimo debido a la contaminacion presente en

los medios de cultivo, lo que impidio la evaluacion precisa para cada genotipo.

La roya de la hoja in vitro sin rocio tuvo presencia de pustulas en mayor tiempo
comparado con la roya de la hoja in vivo pero se logré caracterizar el material lo
que implica que se puede aplicar en cualquier época del afio en espacios

reducidos para su evaluacion.

Esta es la primera a investigacion donde se aplican las Técnicas de Cultivo de
Tejidos Vegetales in vitro para evaluar genotipos susceptibles y resistentes a la

roya de la hoja obtenidos por métodos de mejoramiento genético en campo

2.5 Recomendaciones

Evaluar la progenie del trigo seleccionado que tuvo caracteristicas de
susceptibilidad o resistencia diferentes a las plantas donantes para corroborar o
descartar algin cambio epigenético o de variacion somaclonal mediante la

inoculacién del patégeno a la nueva generacién

Valorar las plantas por medio de estudios citogenéticos puesto que la variacion
somaclonal esta asociada a cambios cromosémicos de diferente tipo y niveles o

bien estudios moleculares para corroborar y analizar cualquier cambio genético.
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CONCLUSIONES GENERALES

e La presencia de un gen resistente a roya de la hoja se corrobor6 mediante los

cruzamientos de “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R) en estado de plantula utilizando

como progenitor susceptible “Atred”. Los resultados de resistencia y

susceptibilidad, la cual se generd de forma repentina. “Mirlo 26” (R) y un gen

dominante en “Elinia 48”, materiales disponibles para usarse en el mejoramiento

genético de trigos.

e Mediante segmentos basales de tallo se lograron regenerar plantas via

organogeénesis directa e indirecta en los genotipos “Atred” (S), “Mirlo 26”(R) y

“Elinia 48”(R) cultivados en medio de cultivo MS (1962) suplementado con BA

(112.1 puM) y AIA (1.0 uM). La mejor ruta para la propagacion resultdo la

organogénesis directa con un 45% de brotacion en los tres genotipos.

e La aclimatacion de plantulas de los genotipos “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia

48” (R), fue viable en invernadero con un 90% de supervivencia en sustrato de

peat-moos y agrolita.

e La evaluacion de roya de la hoja mediante plantas aclimatadas tuvo porcentajes
de infeccion en los genotipos “Atred” (S) 21%, “Mirlo 26” (R) 10% y “Elinia 48” (R)
10%. Estas respuestas fueron diferentes a las evaluaciones hechas en campo, lo

qgue indica una posible variacibn somaclonal o epigenetica que necesita ser

corroborada en la progenie de cada genotipo mediante inoculacién del patégeno

o bien con pruebas genéticas que indiquen la existencia de cualquier tipo de

cambio genético o epigenético.

¢ Mediante la inoculacion de la roya de la hoja con rocié in vitro no se logré evaluar

los tres materiales ya que la contaminacion impidié resultados precisos para su

evaluacion.

122



GENETICA DE LA RESISTENCIA DE TRIGOS CRISTALINOS DE HABITO INVERNAL A Puccinia triticina Eriks Y SU RESPUESTA in vitro.

e La evaluacion de roya de la hoja in vitro sin exposicion al rocio mostro respuestas

de infeccion a los 20 dia. El genotipo “Atred” (S), no resistio el estrés que ocasiono

este patdgeno.

e La evaluacion in vitro de roya de la hoja fue eficiente en los genotipos “Atred” (S),

“Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (S), la cual se realizo mediante muerte o supervivencia

de las plantas para poder clasificarlas, esto representa una alternativa para la

seleccion in vitro de trigo.

e Las técnicas del Cultivo de Tejidos Vegetales in vitro son una herramienta para el

mejoramiento genético convencional para distinguir genoptipos seleccionados en

campo de materiales susceptibles o resistentes a enfermedades.

e Esta es la primera a investigacion donde se aplican las Técnicas de Cultivo de

Tejidos Vegetales in vitro para evaluar genotipos susceptibles y resistentes a la

roya de la hoja obtenidos por métodos de mejoramiento genético en campo.
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APENDICE

1.Respuesta de genotipos en estado de plantula con laraza BBB/BNJ y BBG/BPC

Entrada Origen Progenitor BBG/BPC BBG/BPC BBB/BNJ BBB/BNJ
1 1 GH Atred/ Mirlo 26 X=t R? 3+ S*
2 2 GH Atred/ Mirlo 26 6P3+ 2PX1 SEG? 3+ S
3 3 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 3+ S
4 4 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 3+ S
5 5GH Atred/ Mirlo 26 X= R 3+ S
6 6 GH Atred/ Mirlo 26 6PX=2P3+ SEG 3+ S
7 7 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 3+ S
8 8 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 3+ S
9 9 GH Atred/ Mirlo 26 X=1- R 3+ S
10 10 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 3+ S
11 11 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 3+ S
12 12 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 3+ S
13 13 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 3+ S
14 14 GH Atred/ Mirlo 26 6P3+1PX=SEG 3+(1P) SEG 3+ S
15 15 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 4 S
16 16 GH Atred/ Mirlo 26 ;1- R 4 S
17 17 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 4 S
18 18 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 4 S
19 19 GH Atred/ Mirlo 26 6P3+1PX=SEG 3+(1P) SEG 3+(1P) S
20 20 GH Atred/ Mirlo 26 ;1- R 4 S
21 21 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 4 S
22 22 GH Atred/ Mirlo 26 X= R 4 S
23 23 GH Atred 4 S 4 S
24 24 GH Mirlo 26 X+ R 4 S
25 1GH Elinia/48 X R 6PX, 1P4 SEG

1: Tipo de Infeccién; 2: Familia resistente; 3: Familia segregante; 4: Familia susceptible; 1h: Tipo de infeccion en la
primera hoja; 2h: Tipo de infeccién en la segunda hoja.
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Continuacion 1...

Entrada Origen  Progenitor BBG/BPC BBG/BPC BBB/BNJ BBB/BNJ

26 2 GH Atred/ Elinia 48 X S 3P3+,5PX SEG
27 3 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
28 4 GH Atred/ Elinia 48 4P3+,4PX SEG 3P3,4PX SEG
29 5GH Atred/ Elinia 48 5PX,3P3+ SEG 8PX1P3+ SEG
30 6 GH Atred/ Elinia 48 5PX,3P3+ SEG 1hX+2hX R
31 7 GH Atred/ Elinia 48 X R 6PX 2P3+ SEG
32 8 GH Atred/ Elinia 48 8PX,1P3+ SEG 6PX,2P3+ SEG
33 9 GH Atred/ Elinia 48 7PX,P3+ SEG 1hX+,2hX R
34 10 GH Atred/ Elinia 48 1PX R 2PX R
35 11 GH Atred/ Elinia 48 X R X R

36 12 GH Atred/ Elinia 48 6PX,2P3+ SEG 6PX,2P3+ SEG
37 13 GH Atred/ Elinia 48 4PX3P3+ SEG 5PX,2P3+ SEG
38 14 GH Atred/ Elinia 48 6PX,2P3+ SEG 5PX,3P4 SEG
39 15 GH Atred/ Elinia 48 X R 8PX,1P3+ SEG
40 16 GH Atred/ Elinia 48 2PX,2P3+ SEG 6PX+1P4 SEG
41 17 GH Atred/ Elinia 48 7PX,2P3+ SEG 4P;1-,3P4 SEG

42 18 GH Atred/ Elinia 48 X= R X R
43 19 GH Atred/ Elinia 48 4PX,4P3+ SEG 7PX,1P4 SEG
44 20 GH Atred/ Elinia 48 5PX,3P3+ SEG 5PX,3P3+ SEG
45 21 GH Atred/ Elinia 48 X R 3P4 S
46 22 GH Atred/ Elinia 48 X R SP1hX+2hX R
47 23 GH Atred/ Elinia 48 X1h,2hX= R 1hX,2hX= SEG
48 24 GH Atred/ Elinia 48 3+ S 4 S
49 25 GH Atred/ Elinia 48 3P3+,5PX SEG 6PX,2P4 SEG
50 26 GH Atred/ Elinia 48 4PX,4P3+ SEG 6PX,2P4 SEG
51 27 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
52 28 GH Atred/ Elinia 48 1hX+,2hX= R 1hX+,2hX= R
53 29 GH Atred/ Elinia 48 7PX,1P3+ SEG 5PX,2P4 SEG

1: Tipo de Infeccién; 2: Familia resistente; 3: Familia segregante; 4: Familia susceptible; 1h: Tipo de infeccion en la
primera hoja; 2h: Tipo de infeccién en la segunda hoja.
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Continuacion...

Entrada Origen  Progenitor BBG/BPC BBG/BPC BBB/BNJ BBB/BNJ
54 30 GH Atred/ Elinia 48 7PX,P3+ SEG 5PX,2P4 SEG
55 31 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
56 32 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
57 33 GH Atred/ Elinia 48 6P1hX+,2hX SEG 5P1hX+2hX 3P4 SEG
58 34 GH Atred/ Elinia 48 7PX,1P3+ SEG X R
59 35 GH Atred/ Elinia 48 7PX,1P3+ SEG 6PX,2P4 SEG
60 36 GH Atred/ Elinia 48 6PX,2P3+ SEG 6PX,3P4 SEG
61 37 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
62 38 GH Atred/ Elinia 48 5PX,3P3+ SEG 6PX,1P4 SEG
63 39 GH Atred/ Elinia 48 6P1hX+2hX 2P 3+ SEG 5PX,3P4 SEG
64 40 GH Atred/ Elinia 48 6PX,2P3+ SEG 5PX,3P4 SEG
65 41 GH Atred/ Elinia 48 6PX,3P4 SEG X R
66 42 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
67 43 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
68 44 GH Atred/ Elinia 48 4P3+4PX SEG 7P1hX+2hX 1P4 SEG
69 45 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
70 46 GH Atred/ Elinia 48 6PX,3P4 SEG 6PX,2P4 SEG
71 47 GH Atred/ Elinia 48 5PX,2P4 SEG 5PX,32P4 SEG
72 48 GH Atred/ Elinia 48 7PX,1P3+ SEG 5PX,3P4 SEG
73 49 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
74 50 GH Atred/ Elinia 48 5PX,3P+ SEG 5PX,3P4 SEG
75 51 GH Atred/ Elinia 48 6PX,2P4 SEG 8P1hX+3,2hX 1P4 SEG
76 52 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
77 53 GH Atred/ Elinia 48 6PX,2P4 SEG 6PX=2P4 SEG
78 54 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
79 55 GH Atred/ Elinia 48 6PX,3P4 SEG 4PX,2P4 SEG
80 56 GH Atred/ Elinia 48 X R X R
81 Atred 4 S 4 S
82 Elinia 48 X R X R
83 Elinia 48 X R X R
84 Mirlo 26 X R 4 S

1: Tipo de Infeccion; 2: Familia resistente; 3: Familia segregante; 4: Familia susceptible; 1h: Tipo de infeccion en la
primera hoja; 2h: Tipo de infeccién en la segunda hoja.
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2. Cuadrados medios y su significancia del andlisis de varianza de la taza de
contaminacién y supervivencia in vitro de los genotipos “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y
“Elinia 48” (R).

Fuente de variacion Contaminacion Supervivencia
Tratamiento 1.54 0.23
Repeticion 0.27 0.25
Error 0.15 0.15
C.v. 71.46 49.68
R? 0.48 0.18
Media 0.54 0.79

3. Respuesta de tres genotipos de trigo “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R) a la
induccién de callos embriogénicos cultivados in vitro. Promedio de 20 repeticiones,
con una semilla cada unidad experimental. Porcentaje de callos (PC), Peso de callos
(PDC).

Fuente de variacién PC PDC
Tratamiento 0.05 0.55
Repeticion 0.07 0.41
Error 0.01 0.2
C.v. 71.01 106.65
R2 0.44 0.31
Media 0.18 0.42

4. Respuesta organogénica de tres genotipos de trigo “Atred”(S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia
48” (R) sometidos a diferentes concentraciones de Benciladenina (BA) medida en
numero de brotes por explante (BE) , Logitud de brotes (LB), Niumero de hojas por
explante (NH) de los genotipos mediante la evaluacién en organogénesis directa.

Fuente de variacion BE LB NH
Tratamiento 6.41 13.06 19.91
Repeticién 17.71 29.54 28.11
Error 1.12 1.01 1.74
C.v. 32.11 32.11 24.27
R2 0.72 0.83 0.77
Media 3.3 6.45 5.44

——
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5. Respuesta organogénica de tres genotipos de trigo “Atred” (S), “Mirlo 26” (resisntete)
y “Elinia 48” (R) sometidos a diferentes concentraciones de Benciladenina (BA)
medida en nimero de brotes por explante (BE), Longitud de brotes (LB), NOmero de
hojas por explante (NH) de los genotipos mediante la evaluacién en organogénesis

indirecta.

Fuente de variacion B LB NH

Tratamiento 4.94 9.39 3.91
Repeticion 1.75 3.83 2.6

Error 1.56 244 1.57
C.v. 59.34 68.49 71.63
R2 0.34 0.4 0.34
Media 211 2.28 1.75

6. Enraizamiento de tres genotipos de trigo genotipos “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y
“Elinia 48” (R) sometidos a diferentes concentraciones de Benciladenina (BA) medida
en numero de raies (NR) , Logitud de raices (LR).

Fuente de variacién NR LR

Tratamiento 22.76 33.25
Repeticion 6.34 4.75
Error 2.98 3.76
C.v. 48.42 53.45
R2 0.54 0.55
Media 3.56 19
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7. Respuesta de las 48 lineas en estado de plantula con la raza BBB/BNJ.

Entrada (Num.) Genotipo Respuesta Respuesta invernadero Respuestain vitro
1 Atred 4 Susceptible Resistente
2 Atred 4 Susceptible Susceptible
3 Atred 4 Susceptible Resistente
4 Atred 4 Susceptible Susceptible
5 Atred 4 Susceptible Resistente
6 Atred 4 Susceptible Resistente
7 Atred 4 Susceptible Susceptible
8 Atred 4 Susceptible Resistente
9 Atred 4 Susceptible Susceptible

10 Atred 4 Susceptible Resistente
11 Atred 4 Susceptible Resistente
12 Atred 4 Susceptible Susceptible
13 Atred 4 Susceptible Susceptible
14 Atred 4 Susceptible Resistente
15 Atred 4 Susceptible Resistente
16 Atred 4 Susceptible Susceptible
17 Atred 4 Susceptible Resistente
18 Atred 4 Susceptible Susceptible
19 Atred 4 Susceptible Susceptible
20 Atred 4 Susceptible Resistente
21 Atred 4 Susceptible Susceptible
——
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8. Respuesta de las 48 lineas en estado de plantula con la raza BBB/BNJ

Entrada No. Genotipo Respuesta Respuesta invernadero Respuestain vitro
43 Elinia 48 4 Resistente Susceptible
44 Elinia 48 4 Resistente Resistente
45 Elinia 48 4 Resistente Resistente
46 Elinia 48 4 Resistente Susceptible
47 Elinia 48 4 Resistente Resistente
48 Elinia 48 X Resistente Resistente
49 Elinia 48 X Resistente Resistente
50 Elinia 48 4 Resistente Resistente
51 Elinia 48 X Resistente Resistente
52 Elinia 48 X Resistente Susceptible
53 Elinia 48 X Resistente Resistente
54 Elinia 48 3 Resistente Resistente
55 Elinia 48 X Resistente Resistente
56 Elinia 48 X Resistente Susceptible
57 Elinia 48 3 Resistente Resistente
58 Elinia 48 X Resistente Resistente
59 Elinia 48 X Resistente Resistente
60 Elinia 48 X Resistente Susceptible
61 Elinia 48 X Resistente Resistente
62 Elinia 48 X Resistente Resistente
63 Elinia 48 X Resistente Resistente

——
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9. Respuesta de las 48 lineas en estado de plantula con la raza BBB/BNJ

Entrada Genotipo Respuesta Respuesta invernadero Respuestain vitro
64 Mirlo 26 1 Resistente Susceptible
65 Mirlo 26 2 Resistente Resistente
66 Mirlo 26 1 Resistente Susceptible
67 Mirlo 26 2 Resistente Resistente
68 Mirlo 26 2 Resistente Susceptible
69 Mirlo 26 ; Resistente Resistente
70 Mirlo 26 X Resistente Resistente
71 Mirlo 26 X Resistente Susceptible
72 Mirlo 26 4 Resistente Resistente
73 Mirlo 26 X Resistente Resistente
74 Mirlo 26 X Resistente Resistente
75 Mirlo 26 D Resistente Resistente
76 Mirlo 26 ; Resistente Resistente
77 Mirlo 26 4 Resistente Susceptible
78 Mirlo 26 1 Resistente Resistente
79 Mirlo 26 D Resistente Resistente
80 Mirlo 26 X Resistente Resistente
81 Mirlo 26 X Resistente Resistente
82 Mirlo 26 X Resistente Susceptible
83 Mirlo 26 X Resistente Resistente
84 Mirlo 26 X Resistente Resistente

1h: Tipo de infeccion en la primera hoja; 2h: Tipo de infeccion en la segunda hoja; 3h: Tipo de infeccion

en la tercera hoja.
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10. Respuesta de tres genotipos de trigo “Atred” (S), “Mirlo 26” (R) y “Elinia 48” (R) ala
inoculacién de roya de la hoja Puccinia triticina E., con rocio metodologia in

vitro.

Fuente de variacion Presencia de pustula
Tratamiento 0.5
Repeticion 0.51

Error 0.1

C.V. 95.74

R2 0.69

Media 0.33

11.Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la taza de
contaminacion y supervivencia in vitrode los genotipos “Atred” (S), “Mirlo 26”
(R) y “Elinia 48” (R).

Fuente de variacion Contaminacion
Tratamiento 0.18
Repeticion 0.07
Error 0.24
C.V. 157.7
R2 0.22
Media 0.31
——
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