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RESUMEN

Uno de los principales problemas que enfrenta el cultivo de vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) en México y el
mundo es su susceptibilidad a plagas y enfermedades, dentro de las cuales destaca la pudricion de raiz y tallo causado por
Fusarium oxysporum f. sp. vanillae. A pesar de que México es centro de origen y domesticacion de la vainilla, actualmente
no se cuentan con materiales genéticos resistentes a este patogeno. Por ello el Instituto de Biotecnologia y Ecologia
Aplicada (INBIOTECA) de la Universidad Veracruzana emprendié desde hace afios, un programa de mejoramiento
genético biotecnologico con el fin de obtener genotipos de vainilla resistente a este patdgeno. Con este fin, plantas
regeneradas a partir de callos, con altos porcentajes de polimorfismo obtenidas en estudios previos, fueron sometidas
a concentraciones del 50 % (v/v) de filtrados fungicos de Fusarium oxysporum f. sp. vanillae. A la fecha se han obtenido

un 27.7 % de plantas resistentes a esa concentracion de filtrado fungico las que se evaluaran bajo condiciones de campo.

Palabras clave: Vainilla, Vanilla planifolia, Fusarium, genotipos resistentes, filtrados fungicos.

ABSTRACT

One of the main problems facing the cultivation of vanilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) in Mexico and the world is
its susceptibility to pests and diseases, among which stands out the root and stem rot caused by Fusarium oxysporum f.
sp. vanillae. Although Mexico is the center of origin and domestication of vanilla, there are currently no genetic materials

resistant to this pathogen. For this reason the Institute of Biotechnology and Applied Ecology (INBIOTECA) of the

University Veracruzana has undertaken for years a biotechnological genetic improvement program in order
to obtain vanilla genotypes resistant to this pathogen. To this end, plants (regenerated from callus) with
high percentages of polymorphism obtained in previous studies, were submitted to concentrations of

50% (v/v) of Fusarium oxysporum f. sp. vanillae. To date, 27.7% of plants resistant to this
concentration of fungal filtration have been obtained, which will be evaluated

under field conditions.

Keywords: Vanilla, Vanilla planifolia, Fusarium, resistant genotypes, fungal

filtration.
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INTRODUCCION
l cultivo de vainilla resulta
de gran importancia para las
industrias alimenticia, farma-
ceutica y cosmeética a nivel
mundial. Principalmente por que
de sus vainas beneficiadas se extrae
la vainillina, compuesto organico
muy apreciado por sus cualidades
aromaticas (Ramirez-Mosqueda e
Iglesias-Andreu, 2015). Sin embar-
go, uno de los problemas que en-
frenta los productores de vainilla
de Meéxico son las enfermedades
provocadas por hongos, bacterias
y virus. Entre ellas destacan las cau-
sadas por hongos por ser los mas
recurrentes. Algunos ejemplos de
enfermedades fungicas en vainilla
son: la pudricion de tallo y raiz por
ataque de Ffusarium oxysporum f.
sp. vanillae, marchitamientos por
Phytophthora sp., roya por Calos-
pora vanillae Massee, asi como ne-
Ccrosis o antracnosis causada por
Colletotrichum gloeosporioides
(Hernandez-Hernandez, 2011). To-
dos estos patdgenos han ocasiona-
do grandes pérdidas a nivel mundial;
Madagascar es un ejemplo de ello
ya que de ser el mayor productor de
vainilla a nivel mundial en el 2010,
ha ido abandonando el cultivo dado
los serios problemas fitosanitarios
confrontados, particularmente con
Fusarium oxysporum f. sp vanillae
(FAOSTAT, 2017).

Una situacion similar esta ocurrien-
do en México. Los vainillales se en-
frentan actualmente a serios ata-
ques de F. oxysporum f. sp vanillae
por lo que es posible que pierda el
cuarto lugar en produccion mundial
de este cultivo (FAOSTAT, 2017). En
gran parte el incremento observa-
do en la susceptibilidad al ataque
de patdgenos ha sido atribuido a
la pérdida de la diversidad genética
que esta especie ha tenido (Soto-

Arenas, 1999; Minoo et al., 2006) en
los ultimos afos. Estudios molecu-
lares recientes efectuados por Bor-
bolla-Peréz et al. (2016) y Ramos-
Castella et al. (2016) en Veracruz,
Mexico, han puesto de relieve la
limitada diversidad genética existen-
te en el germoplasma cultivado de
V. planifolia, pese a que México es
centro de origen y domesticacion
de este cultivo.

Por ello las afectaciones ocasiona-
das por este patogeno en las areas
vainilleras del pais constituye uno
de los obstaculos mas importante
para su produccion comercial ya
que no se cuenta en Mexico con
genotipos mejorados de vainilla.
Solo se han descrito algunos mor-
fotipos como "Mansa” y "Rayada’
en las areas vainilleras del pais. De
ellas el morfotipo "Mansa” es el mas
cultivado por su mayor productivi-
dad (Soto-Arenas, 2003), pero es
susceptible a este patdgeno fungi-
co (Hernandez- Hernandez, 2011).
Tampoco se cuenta con métodos
efectivos de control de esta enfer-
medad. Por ello, se propuso de-
sarrollar el presente trabajo para
obtener genotipos productivos y
resistente a Fusarium oxysporum f.
sp. vanillae mediante el uso de he-
rramientas biotecnolodgicas que ha
demostrado ser una alternativa de
gran interés para la obtencion de
genotipos de vainilla promisorios
en rendimiento, calidad, y resisten-
Cia a este patogeno fungico.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Para el desarrollo del presente tra-
bajo se seleccionaron plantas rege-
neradas de callos friables, obtenidos
a partir de semillas inmaduras de
V. planifolia, morfotipo Mansa, que
presentaron porcentajes altos de
polimorfismo genético (Figura 1)

(Ramirez-Mosqueda e Iglesias-An-
dreu, 2015).

Exposicion in vitro de brotes de V.
planifolia a filtrados fungicos de F.
oxysporum f. sp. vanillae

Brotes (2-3 cm de longitud), fueron
cultivados en medio de cultivo Mu-
rashige y Skoog (1962), suplementa-
do con 2.15 mg L~! de 6-bencilami-
nopurinay 30 g L™t sacarosa. Al me-
dio de cultivo se le adiciono la dosis
letal media de 50 % (v/v) de filtrados
fungicos de Fusarium oxysporum f.
sp. vanillae, provenientes de la cepa
mas patogénica seleccionada en es-
tudios previos realizados (Ramirez-
Mosqueda et al,, 2015). Al cabo de
seis semanas de exposicion de los
cultivos al filtrado del hongo, se eva-
luo el porcentaje de supervivencia
de los brotes (Figura 1).

Enraizamiento y aclimatacion

Los brotes que sobrevivieron a la
dosis letal media del filtrado del
hongo, fueron seleccionados, en-
juagados con NaClO al 25 % y nue-
vamente enjuagados tres veces con
agua destilada esteril. Posteriormen-
te se procedid a su enraizamiento
in vitro, para lo cual fueron trans-
feridos a medio MS al 50 % de su
concentracion, sin reguladores de
crecimiento vegetal. Para su acli-
matacion se tomaron vitroplantulas
(6-8 cm de longitud) previamante
enraizadas, y se transfirieron a con-
tenedores de 50x30x5 cm conte-
niendo una mezcla 1:1 (v/v) de Peat
moss  (Premier, Riviere-du-Loup,
Canada) y Agrolita® (Tlalnepantla
de Baz, Mexico). Las plantulas se
mantuvieron ocho semanas bajo
condiciones de invernadero (som-
bra del 50 %, humedad relativa entre
80-95 % y temperatura de 28-32 °C).
Se aplico Nitrofoska® (N, 25: P, 10: K,
17) (PS, COMPQO, Zapopan, México)
como fertilizante foliar, una vez por
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semana y se realizaron riegos tres veces por semana.
Cuando las vitroplantulas alcanzaron una altura de 30
cm, se transfirieron a recipientes separados utilizando
el mismo sustrato.

Exposicion in vivo de plantas de V. planifolia a
supenciones de conidias de F. oxysporum f.

sp. vanillae

Cuarenta vitroplantas, previamente aclimatadas, fue-
ron seleccionadas por su resistencia al 50 % del fil-
trado fungico, para ser expuestas nuevamente a una
suspencion de conidias (40 conidias mL™Y de F
oxyxporum f. sp. vanillae. Después de cuatro semanas
de cultivo se evaluo el porcentaje de plantas que no
mostrasen sintomatologia de la enfermedad para ser
seleccionadas como resistentes (Figura 1).

RESULTADOS Y DISCUSION

Respuesta de los brotes de V. planifolia expuestos a
filtradosfungicos de F. oxysporum f. sp. vanillae

Los resultados obtenidos revelaron una variabilidad en
la respuesta de los brotes al filtrado fungico. A las seis
semanas de cultivo, se observo 37.5 % de superviven-
cia de los mismos al ser expuestos a dosis del 50% de
filtrado fungico (Figura 2).

Estos resultados evidencian la utilidad del método de seleccion in vitro em-
pleado en este estudio para seleccionar lineas con resistencia a . oxyspo-
rum. En diversos estudios se ha puesto en evidencia la utilidad de la seleccion
in vitro para la obtencion de genotipos con tolerancia a diferentes tipos de
factores bidticos y abidticos (Bhatia et al., 2004; Mahlanza et al., 2013; Hu et
al., 2013).

Enraizamiento y aclimatacion

Al cabo de cuatro semanas de cultivo se observd 100 % de enraizamiento en
los brotes que sobrevivieron a la dosis de filtrado fungico aplicado. Después
de ocho semanas de cultivados los brotes enraizados bajo condiciones de
invernadero, se pudo constatar 91 % de supervivencia (Figura 3), los cuales
no mostraron signos de la enfermedad. Cabe mencionar que los resultados
obtenidos en este trabajo (91 % de supervivencia), concuerdan con los va-
lores de supervivencia referidos por diversos autores, durante el proceso de
aclimatacion de esta especie, que varian entre un 70-95 % (Tan et al., 2013;
Zuraida et al., 2013).

Respuesta de las vitroplantulas de V. planifolia a supenciones de conidias
de F. oxysporum f. sp. vanillae bajo condiciones de invernadero

Los resultados obtenidos bajo condiciones de invernadero mostraron que
27.7% de las vitroplantulas expuestas a suspensiones de conidias de este pa-
togeno resultaron resistentes (Figura 4). Resultd de interés constatar similitud
en los porcentajes de vitroplantulas resistentes a patdgenos fungicos obteni-

72 | NG AGRR

Cepas patogénicas de F
oxysporum f. sp. vanillae

Filtrados flingicos

Seleccion in vitro

Organogénesis indirecta

Vi

Andlisis de la variacidén
somaclonal

Genotipo tolerante

Figura 1. Diagrama para la obtencion de plantas de Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews resistentes a F. oxysporum f. sp. vanillae.

dos en otros trabajos de seleccion in
vitro efectuados (Flores et al,, 2012;
Kuanar et al., 2013; Mahlanza et al.,
2013; Hu et al., 2013).

Analisis integral

Los genotipos de Vanilla planifo-
lia resistentes al patdgeno fungoso
Fusarium oxysporum f. sp. vanillae
obtenidos en este estudio, fueron
posible gracias a la variacion soma-
clonal generada, en el material en
estudio, por el proceso de organo-
génesis indirecta inducido, siguien-
do el protocolo propuesto por Ra-
mirez-Mosqueda e Iglesias-Andreu
(2015). Al igual que lo obtenido en
este trabajo diversos estudios rea-
lizados han demostrado la utilidad
del empleo de las variantes soma-
clonales en los trabajos de mejo-
ramiento genético biotecnologico,
para la obtencion de genotipos
promisorios, a factores particular-
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Figura 2. Respuesta de brotes y vitroplantulas de Vanilla a
la dosis de 50% de filtrados de Fusarium oxysporum f. sp.
vanillae. BM=Brote Muerto y BR=Brote Resistente.

mente bioticos (Sharma et i 3
al., 2010; Flores et al., 2012; T
Mahlanza et al., 2013).

El empleo de agentes se-
lectivos capaces de ejercer
la presion de seleccion ne-
cesaria a factores bioticos,
constituye actualmente
una via de gran utilidad
para oObtener materiales
genéticos con resistencia
a diversos agentes patoge-
nicos en diversas especies
cultivadas (Mahlanza et al.,
2013). Por ello, desde el
punto de vista metodolo-
gico, los resultados obte-
nidos en este trabajo, abren nuevas perspectivas para
la obtencion de genotipos de una forma mas rapida y
efectiva, que mediante un programa de mejora con-
vencional.

Resistente

La obtencion de genotipos de vainilla con resistencia
a este importante agente patogeénico tienen a su vez
un gran valor practico para los productores que a la
fecha no cuentan con materiales resistentes ni con un
control efectivo de la enfermedad en sus areas vainille-
ras. Por ello se estan multiplicando masivamente estos
materiales genéticos promisorios a nivel de biorreacto-
res a fin de transferirlos a los productores para su final
valoracion bajo condiciones de campo. El INBIOTECA

Figura 4. Respuesta de las vitroplantulas proveniente del pro-
grama de selecion in vitro a supenciones de conidias de F.
oxysporum f. sp. vanillae bajo condiciones de invernadero.
lzquierda=Planta resistente y Derecha=Planta susceptible.

Figura 3. Plantas de Vanilla planifolia resistentes a F. oxysporum
f. sp. vanillae después de ocho semanas en proceso de aclima-
tacion.

tiene el compromiso de se-
guir contribuyendo a solu-
cionar la gran problematica
que acongoja a este sector
productivo de nuestro pals
y de otros paises vainilleros
interesados.
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