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RESUMEN

La roya es una enfermedad causada por el hongo Thekopsora minima,
especificamente patdégeno de arandanos y de su familia ericaceae, la enfermedad
causa impacto econdmico en la cadena de produccién y exportacion del cultivo en
México. Pais que ha desarrollado gran potencial productivo con grados de
tecnificacion y mano de obra, que se destaca por su exportador cercano Estados
Unidos. Los primeros casos de roya en México ocurrio en 2007, una enfermedad
cuarentenaria que hasta la fecha sigue siendo objeto de estudio y desarrollo,
principalmente por las caracteristicas intrinsecas del hongo patégeno, que es un
parasito obligado, que necesita de su huésped para alimentarse y reproducirse, un
desafio para los seguimientos de la roya, que sin su hospedero y condiciones
climaticas favorables es inviable su reproduccion y conservacién, con esto el
proyecto tiene el objetivo de evaluar la viabilidad de hojas de arandano en cadmara
hameda, asi como incrementar el periodo de viabilidad para la conservacion de la
roya por medio de liofilizacion con ayuda de lioprotectores y crioprotectores como:
trehalosa, glicerol y leche descremada, agentes de comprobada eficacia como
protectores del proceso de liofilizacion, esto con la finalidad de obtener durante todo
el afio in6culo viable para generar estrategias efectivas para el control de la roya del

arandano.

Se establecieron diferentes métodos para buscar conservar lo mejor posible la
integridad de la hoja de arandano in vitro, por lo que evalué la viabilidad de la hoja
de ardndano sin ser infectada por roya (Thekopsora minima), debido a que la hoja

es la principal area contaminada por el agente causal. Se realizaron pruebas de
liofilizacién con diferentes crioprotectores los cuales fueron: leche descremada,
glicerol y trehalosa para evaluar sus aspectos fisicos y determinar cual es la mejor
opcion a utilizar para la liofilizacion de roya. Por otro lado, se desarrollaron
estrategias para determinar la viabilidad de la roya (con cloruro de tetrazolio), y la

inoculacién de roya en hojas y plantas de arandano.



En cuanto al proceso de liofilizacion la evaluacion de caracteristicas fisicas de las
soluciones con lioprotectores y crioprotectores liofilizadas, los mejores tratamientos
fueron la Leche al 10%, la Trehalosa al 10%, el Glicerol al 10%, la Leche al 10%
con Trehalosa al 1% y la Leche al 10% con Glicerol al 1%, ademas de presentar
una buena disolucion de la pastilla en presencia del disolvente (agua estéril). En
cuanto a la viabilidad de la roya el método por TTC puede ser una alternativa para
poder determinar la viabilidad de las uridenosporas en las diferentes etapas de la

liofilizacion.

En el experimento de la inoculacion de roya en hojas de ardndano en cadmara
hameda, se determinaron las condiciones para mantener el mayor tiempo posible la
integridad de la hoja, siendo el tratamiento con las hojas en cajas petri, almacenadas
en un recipiente hermético con humedad. En cuanto a la inoculacion de roya en
plantas de arandano in vitro se presentd contaminacion en todos los tratamientos,
lo que es indicativo que hay que mejorar el manejo en campana de flujo laminar

para evitar la contaminacion.

En el presente trabajo se logré establecer las soluciones para efectuar el proceso
de liofilizacién de la roya y se desarroll6 una estrategia para determinar la viabilidad
de las uridenosporas. Sin embargo, falta optimizar las condiciones para que las
hojas de arandano pueden durar mayor tiempo en la camara humeda, asi como

optimizar el proceso de la inoculacién de roya en plantas de arandano in vitro.
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1. INTRODUCCION

El arAndano (Vaccinium spp) es un arbusto de la familia de las ericaceas del género
Vaccinium. Sus frutos son bayas de color oscuro, azuladas o rojizas de mas o
menos 6 mm de didmetro, planta de caracter arbustivo. Presenta cualidades
nutricionales y antioxidantes que lo hace un fruto de alto valor medicinal y
nutricional. (Jiménez & Abdelnour 2013). Estas frutas son originarias de Europa,
Asia y América, se pueden ver en estado silvestre en margenes de caminos o
torrenteras. Crecen en terrenos humedos y se pueden encontrar a 1.500 metros de
altitud. El blueberry (Vaccinium corymbosum L.) es hoy uno de los frutales

comerciales mas domesticados (SCCH, 2021).

Los primeros intentos de seleccion desde el medio silvestre a través de accesiones
promisorias las realiz6 Frederick Coville a partir de 1911, las cuales mejoro
notablemente a través de cruzamiento de aquellas accesiones y posterior seleccion
de las progenies obtenidas. Coville comenzdé este trabajo pionero en el
Departamento de Agricultura de EE.UU.-USDA (Undurraga & Vargas 2013)

La principal propiedad de estos frutos son sus altos contenidos de antocianinas y
vitaminas, que intervienen en la formacién de colageno, huesos, dientes, glébulos
rojos y favorecen la absorcion del hierro de los alimentos y la resistencia a las
infecciones (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2017)

El arAndano es uno de los alimentos con mayor cantidad de antioxidantes como ya
se mencion0 anteriormente y ademas aporta vitamina C, potasio y fibra, asimismo,
el consumo de este fruto fortalece el sistema inmunitario. Lo cual ha sido un factor
para el rapido crecimiento de su produccion y comercializacién a nivel mundial
(Defilippi, B et al, 2013).

El principal mercado consumidor de la frutila es Estados Unidos de América
acompanados de Canada, Inglaterra, Holanda y Alemania, mismo que EEUU

presenta una gran produccion propia e importa desde México, Chile y Argentina, en



los meses de septiembre hasta abril, debido a la estacionalidad de la fruta en la

zona (Medina Gutiérrez & Sanchez Sanchez 2014).

La industria mexicana de berries espera un crecimiento de entre 8 y 10% en 2022,
segun un estudio de Agroberichten Buitenland. México ha logrado distinguirse por
ser el primero en 'tropicalizar' la fruta, marcandose a si mismo como un proveedor
de arandanos frescos de invierno y primavera. Si bien sus cosechas maximas
ocurren entre febrero y abril, en México la temporada generalmente se extiende de
septiembre a junio. El pais cuenta con un alto grado de conocimiento de los
productores en términos de genética y técnicas de cultivo. (IBO, 2022)

En México, Jalisco es la entidad especializada en produccion de arandanos azules,
pues ademas de que goza de las condiciones edafolégicas y climaticas, también
cuenta con toda la tecnologia y recursos humanos de calidad para producirlos en
México, generando 36,700 toneladas de ardndano azul al afio, en los estados de
Jalisco, Michoacan y Sinaloa, principalmente. (Secretaria de Agricultura'y Desarrollo
Rural, 2018)

En el otofio de 2007 la Roya se ha convertido en una de las enfermedades mas
importantes del arAndano en estos estados de Jalisco y Michoacan; los sintomas
en las superficies de las hojas aparecen como pequeiias manchas amarillas que
luego se vuelven necréticas a medida que crecen y se unen, eventualmente cubren
grandes areas de hojas individuales. En el envés de las hojas, pequefias motas
rodeadas de pequefias gotas empapadas de agua, aparecen halos, que se vuelven
amarillos y producen un polvo amarillento, que son uredinios con uredosporas.
(Rebollar-Alviter et al., 2011)

La roya del arandano es una enfermedad fungica importante que afecta a los
arandanos. La roya del arandano puede causar defoliacion y ocasionalmente la
muerte de la planta con severas infecciones La enfermedad se transmite facilmente
a través de esporas transportadas por el viento de plantas infectadas, o
directamente por las personas, a través de ropa 0 equipos contaminados. Un

parasito obligado que se alimenta de los nutrientes disponibles en las hojas de



arandano, causando dafios econdmicos en la cadena de comercializacion.
(Department of Primary Industries and Regional Development, 2022; Duplessis et al
2011)
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2. MARCO TEORICO

El arandano es un fruto arbusto nativo de Norteamérica, pertenece al grupo de las
berries y esta clasificado en la familia Ericaceae, género Corymbosum. La planta es
erecta. Las hojas son alternas, cortamente pediceladas, enteras o aserradas. Sus
flores pueden ser axilares o terminales, en racimo. El fruto es una falsa baya
esférica, por provenir de una flor epigina; de color azul metalico, con 8 - 18 semillas
blandas y pequefas (SUDZUKI, 2002).

6.1 Clasificacion taxondémica del Vaccinium corymbosum L
Phyllum: Plantae
Sub Phyllum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliophytina
Subclase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia:Ericaceae
Subfamilia: Vaccinioideae
Género: Vaccinium

Especie: Vaccinium corymbosum L

11



2.2 DESCRIPCION BOTANICA

Raices: Las raices de los arandanos tienen un aspecto fibroso y se distribuyen
superficialmente, lo que las vuelve dependientes de una provision constante de
humedad y de la necesidad de contar con una capa superficial de suelo suelto y
bien aireado que permita el desarrollo de una abundante cabellera. En condiciones
naturales las raices estan asociadas a micorrizas especificas, con las cuales

mantienen una relacion de mutuo beneficio (simbiosis). (Mlinzenmayer, 2015)

Tallo: Nacen de la base de la planta. Son de color marron anaranjado (segun a la
variedad) y llevan las yemas vegetativas y florales. Su grosor depende de la edad
de la planta y de su ubicacion dentro de ella. La ramificacion es abundante.

Hojas: Son alternas con peciolos cortos. Las especies domésticas poseen hojas
caedizas. Durante el otofio las variedades ojo de conejo y alto, desarrollan una

coloracion rojiza.

Flores: Poseen corola blanca o rosada. Se disponen en racimos generalmente
axilares, las flores se diferencian en las yemas terminales de las ramillas cuando se
detiene el crecimiento vegetativo al inicio del otofio y probablemente en respuesta
al fotoperiodo.

Fruto: El fruto es una baya casi esférica, que dependiendo de la especie y cultivar,
puede variar en tamafio de 0,7 a 1,5 centimetros de diametro, y en color desde azul
claro hasta negro. La epidermis del fruto esta cubierta por secreciones cerosas, que
le dan una terminacién muy atractiva, y que tiene importancia a la hora de su
comercializacion. Tiene un sabor particular, dificimente comparable: dulce y

ligeramente acido a la vez. (Gordo, 2008)
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2.3 IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CULTIVO DE ARANDANO EN MEXICO

El desarrollo de los ardndanos cultivados comenzoé a principios del siglo XX gracias
a la colaboracion de Elizabeth White y el botanico del USDA, Frederick Coville en la
década de 1890. (SCCH, 2021)

El primer hibrido de ardndano fue obtenido en 1908 por Frederick Coville a través
de cruzamientos y posterior seleccion de las progenies obtenidas. Posterior al
trabajo de Coville se agregaron varias universidades de los EE. UU. y oficinas de la
USDA en diferentes estados formando una red que contribuy6 a extender el cultivo
comercial de arandanos y su adaptacién a diferentes ambientes (suelo y clima),
ayudando a mejorar la productividad y calidad del cultivo (USHBC, 2020).

Desde entonces, la produccion comercial de arandanos se ha expandido en los
Estados Unidos y en todos los continentes, excepto en la Antartida. Gracias a los
avances en la genética y las practicas de produccion, los arandanos se cultivaran
en al menos 30 paises en 2019 y en una variedad de climas. Las principales clases
de plantas de arAndanos que actualmente se cultivan comercialmente son highbush,
lowbush (a veces denominadas silvestres), half-high (un cruce entre las especies
de highbush and lowbush), Rabbiteye y Southern highbush. La produccién de
plantas puede ser de corta o larga duracion, con algunas plantas de cultivo

productivas desde 1-5 afios o hasta 40-60 afos (Torres, 2015).

Hoy dia el cultivo de ardndano se encuentra extendido en paises como China,
Japon, Chile, Nueva Zelanda, Argentina y México. A nivel mundial la superficie ha
aumentado en produccion con 1,514,231 toneladas, obtenidas en una superficie
cosechada de 168,890 hectéareas, por lo que el rendimiento promedio quedé en 9.0
toneladas por hectarea, segun la informacion presentada en FAOSTAT para el afio
2020. Este crecimiento se ha observado en México, impulsado principalmente por
las bondades de estar cerca del mercado de Estados Unidos y por la diversidad

climatica, pues tan solo en el afio 2015 se reportd una produccion de 15,489
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toneladas con un valor de exportacion de 121 millones de dolares, las condiciones
climaticas y la cercania con el mercado demandante hacen del arAndano un cultivo
altamente rentable en México. (INTAGRI. 2017)

En México, Jalisco es la entidad especializada en produccion de arandanos azules,
pues ademas de que goza de las condiciones edafolégicas y climaticas, también
cuenta con toda la tecnologia y recursos humanos de calidad para producirlos, pues
las berries, en general, requieren de un tratamiento profesional y especializado para
su comercializacién. México produce 36,700 toneladas de ardndanos azules al afio,
en los estados de Jalisco, Michoacan y Sinaloa, principalmente. (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2018)

Econdmica y comercialmente, el arandano ha tomado cierta importancia en México
en los dltimos afios, ademas de que su cultivo requiere de inversiones considerables
de capital. Aunque el cultivo no deja de tener una importancia marginal en la
agricultura nacional, en la Ultima década han empezado a sobresalir, de tal manera
gue la superficie dedicada a la especie se ha incrementado de manera considerable.
(Gonzélez, 2019)

Tabla 1. Principales regiones productoras en América.

Process Total Process Process

NORTEAMERICA | 275.4 176.4 451.8 298.7 211.7 510.4 429.9 204.4 634.2
E.E.U.U/Canadd | 174.2 145.5 319.6 157.6 173.5 3311 171.4 150.1 321.5
México y | 10.5 0.1 10.6 16.7 0.6 17.3 48.2 0.7 48.9

Centroamérica

Sudamérica 90.7 30.9 121.6 124.5 37.6 162.1 210.2 53.6 263.8

(Orozco, 2021)
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La defensa de las tecnologias de proteccion por parte del gobierno mexicano son
los principales factores que impulsan el desarrollo de la industria mexicana del
arandano. Las tecnologias de tuneles altos y casas de sombra son las tecnologias
de proteccion mas destacadas que se utilizan en México, con esto los productores
pueden prolongar la temporada de cultivo y producir ardndanos de alta calidad. El
segundo factor son los altos rendimientos monetarios de este cultivo, o que es
atractivo para el cambio de cultivos, asi también México tiende a enviar arandanos
durante los periodos en que sus exportaciones incurren en precios altos, adjunto la
mano de obra son bajos, de modo que la ventaja competitiva en costos de
produccién y mano de obra ofrece un futuro prometedor para la industria. (IBO,
2022)

Los manejos que garantizan la produccion de arandanos masiva por medio de las
tecnologias de produccion del ardandano, encontramos la propagacion sexual y
asexual, siendo la forma asexual la mas utilizada para el establecimiento de cultivos,
como es la propagacion por esquejes o clonal, también por micropropagacion in
vitro, que ademas de garantizar plantas en cantidad para el establecimiento en larga
escala, esta es libres de patbgenos como virus y bacterias. (Cazar, 2021)

La propagacion sexual, por semillas, son recolectadas cuando presentan la
maduracion fisioldgica de la fruta, principalmente en campo, el método es empleado
para el mejoramiento genético de las variedades, dando seguimiento a los estudios

y generacion de nuevas variedades (Undurraga et al ,2013).

La propagacion vegetativa de arandano se ha realizado preferentemente de dos

maneras, el enraizamiento de esquejes de tallo y la micropropagacion.

Para obtener el material para esquejes se utilizan los tallos o ramillas con madera
del afo, lo cual se realiza en dos épocas, durante julio a agosto que corresponde a
un esqueje semilefioso sin hojas y durante enero a febrero con esqueje de madera
suave con hojas. El tratamiento de los esquejes de arandanos consiste en

desinfeccion, corte y aplicacion de hormonas enraizantes. (Angulo et al., 2015)
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Para la micropropagacion la mayoria de los estudiosos recomiendan para el cultivo
in vitro el uso del medio WPM con diferentes variantes y gelificado con agar, la
eleccion apropiada de citoquinina determina la micropropagacion exitosa del

arandano (Georgieva & Kondakova, 2021)

Para Ruzi¢et y colaboradores (2012), los medios nutritivos tienen un impacto critico
en la multiplicacion y el crecimiento de los arandanos, el medio MS no se puede
utilizar para la micropropagacion de arandanos debido a la baja multiplicacion y alta
incidencia de necrosis de brotes ya con una baja concentracion de IBA (<1 mg/L)
afiadida en el medio HAN suplementado con zeatina aumenta la eficiencia de
multiplicacion de brotes de arandanos in vitro asi se puede recomendar para la

propagacion a gran escala de alta calidad de plantas.
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2.4 PRINCIPALES ENFERMEDADES DEL ARANDANO

El arandano es una especie vigorosa, de rapido crecimiento y altos rendimientos,
pero susceptible a varias enfermedades que pueden alterar su desarrollo, acortar
su vida productiva y afectar la calidad y cantidad de fruta. La alta densidad de
plantas que poseen los huertos y los altos niveles de nutrientes que se utilizan para
mantener maximos niveles productivos, facilita el establecimiento y diseminacién de

enfermedades. (Undurraga et al 2013)
2.5 Botrytis cinerea

Los sintomas de la enfermedad del tizon (Botrytis cinerea) aparecen en el campo
cuando la floracion de los primeros clones comienza a envejecer. Las flores
infectadas se vuelven marrones, pero permanecen unidas al tallo. Las hojas, la fruta

inmadura e incluso los tallos pueden morir. (New Nouveau Brunswick, 2010)

Una vez que el hongo se establece en los clones de floracién temprana, el tejido
infectado puede servir como fuente de esporas para infectar los clones de floraciéon
tardia. Los productores deben monitorear tanto las malezas, especialmente la
acedera de oveja, como los clones de arandanos que florecen temprano para

detectar infecciones por Botrytis. (University of Maine, 2007)

Las infecciones de fruta pueden ser tan temprano como en cuaja y manifestarse
cuando alcanza la madurez o en destino, sobre todo si existen condiciones propicias
para su desarrollo en la poscosecha, como son los quiebres de la cadena de frio.
(Undurraga et al 2013).

Figura 1. Sintomatologia de Botrytis cinerea en fruto de
arandano (France,2019.)
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2.6 Pudricion radicular: Phytophthora cinnamomi sp

Phytophthora cinnamomi es uno de los patdégenos de plantas mas devastadores del
mundo. Infecta a cerca de 5000 especies de plantas, incluidas muchas de
importancia en la agricultura, la silvicultura y la horticultura. (Hardham y Blackman,
2017). La enfermedad puede comenzar desde el vivero, donde se produce muerte
de brotes, necrosis de la base de la estaca y falta de desarrollo radical. En los
huertos los sintomas son clorosis y necrosis del borde de las hojas, follaje rojizo,
defoliacion, menor crecimiento y falta de vigor. El sistema radical muestra necrosis
parciales o extensivas de raices secundarias, y que pueden progresar hasta dejarlas
completamente negras, la corteza de la raiz se desprende con facilidad, exhibiendo

un centro de tonalidades café oscuro. (Undurraga et al 2013)

En campo se puede observar como el ataque de la Phytophthora en las raices y los
tallos de las plantas susceptibles hacen que se pudran. Las plantas ya no pueden
absorber suficiente agua y nutrientes y mueren. Los primeros sintomas visuales de

infeccion son la decoloracién (generalmente amarilla o roja) de las hojas, seguida

de la muerte regresiva de toda la planta. (Department for Environment and Heritage,
2009)
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Figura 3. Planta de arandanos con sintomas avanzados de
pudricién de raiz y cuello. (France,2019.)

2.7 Alternaria sp

El hongo Alternaria spp. es el agente causal de la mancha foliar por Alternaria y la
pudricion de la fruta en arandanos. La mancha foliar por Alternaria se ha reportado
como pudricion de la fruta en casi todas las regiones de cultivo de arandanos en
todo el mundo. (Miles, 2020)

La pudricion de frutos causada por Alternaria spp. es uno de los factores mas
importantes que afectan la calidad poscosecha y la vida util de la fruta de arandano.
(Zhuy Xiao 2015). Como resultado lesiones hundidas en las bayas. Mas tarde, se
puede ver una masa verde grisacea de micelio fungico y esporas de color verde
oscuro en la superficie de la baya; las lesiones también pueden desarrollarse en las
hojas como puntos necréticos pequefios (de un cuarto de pulgada de didmetro),
generalmente redondos, con un borde de color marrén rojizo. (Anco & Ellis, 2011)

Figura 4. Manchas foliares causadas por
Alternaria sp. (France,2019.)
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Figura 5. Esporulacién del hongo en frutos de arandanos
(France,2019.)

2.8 Verticilosis (Verticillium dahliae)

El marchitamiento por Verticillium es una enfermedad grave de muchos cultivos
agricolas y horticolas econédmicamente importantes. La enfermedad afecta a las
plantas herbaceas anuales y perennes, asi como a los arboles y arbustos lefiosos,
reduciendo el rendimiento de los cultivos agricolas, asi como la vida util de las
plantas, generando mayores insumos, mayores costos de produccion y pérdidas

econdémicas. (Dung, 2021)

La Verticilosis causa marchitez y clorosis moderada del follaje, seguido de un rapido
desecamiento del borde de las hojas, similar a la falta de agua. Esta marchitez o
necrosis de hojas puede ser parcial de las ramas o dentro del arbusto. La mayor
intensidad de sintomas se produce en verano y se caracteriza por obstruir el sistema
vascular (xilema) impidiendo el paso de agua. Al cortar los tallos afectados se

observan anillos necroticos que pueden ser parciales o completos. (INTAGRI, 2019)

Figura 6. Sintomatologia de verticilosis en hoja y tallos de arandanos.(France,2019.)
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3. LA ROYA (Thekopsora minima)

Los sintomas iniciales de la roya del arandano son manchas rojizas en la superficie
superior de las hojas jovenes, causada por el hongo Thekopsora minima. Las
lesiones se oscurecen con la edad, a menudo rodeados por un halo amarillo, y
pueden fusionarse a medida que avanza la enfermedad. En el envés de las hojas
se desarrollan pustulas amarillas que liberan esporas capaces de infectar otras
hojas y propagando la enfermedad, que pueden escalar a fruto y tallos. (PIRSA,
2019)

Figura7. Thekopsora minima en Vaccinium corymbosum. A.Sintomas foliares

abaxiales y adaxiales; B. Uredosporas. Escala A=1 cm; B=10 ym. (France,2019.)

La roya del arandano puede causar defoliacion y ocasionalmente la muerte de la
planta con severas infecciones. Se desarrollan pequefias manchas amarillas en la
parte superior de las hojas. A medida que avanza la infeccion las manchas crecen
y se oscurecen a un color marron, a menudo rodeado por un halo amarillo. La
enfermedad se transmite facilmente a través de esporas transportadas por el viento
de plantas infectadas, o directamente por las personas a través de ropa o0 equipos
contaminados. (Department of Primary Industries and Regional Development,
2022).

En la parte inferior de las hojas, aparecen pequefias motas rodeadas de pequefos
halos empapados de agua, se vuelven amarillas y producen soros pulverulentos que
son uredinios con uredosporas. Los uredinios son hipofilos, dispersos agregarios y
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a veces superficialmente parecen confluentes, de hasta aproximadamente 300 pm
de diametro, en forma de cupula y peridio hemisférico en la seccion transversal,
anaranjados, volviéndose pulverulentos, sin células ostiolares claramente
agrandadas y bien diferenciadas. Las uredosporas son subglobosas, obovadas,
oblongas o elipsoides, de 17,6 a 27,2 x 12,8 a 17,6 um, con paredes equinuladas
hialinas de 1,2 a 1,8 um de espesor y con contenidos de amarillo a hialino, siendo

identificada como Thekopsora minima. (Rebollar-Alviter et al., 2011)

El hongo que crece en la hoja depende de las condiciones ambientales, las pustulas
pueden desarrollarse a partir de los 10 dias después de la infeccién; las esporas
luego son movidos por el aire o la humedad para infectar nuevos tejidos EI nimero
de esporas puede acumularse rapidamente y puede haber muchos ciclos de
infeccion a lo largo una temporada. Las esporas sobreviven al menos de 4 a 8
semanas en hojas en el suelo del huerto, aunque la viabilidad disminuye con el
tiempo; ademas de las hojas las lesiones y pustulas también se puede formar en la

fruta, reduciendo la baya su calidad y comerciabilidad. (Craig, 2021)

Figura 8. Esporas Thekopsora minima en la fruta

de arandano. (France, 2019.)

22



4. CARACTERISTICAS DEL HONGO DE LA ROYA Y SUS DESAFIOS
4.1 Clasificacion taxondmica del Thekopsora minima
Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Clase: Pucciniomycetes
Orden: Pucciniales
Familia:Pucciniastraceae
Género: Thekopsora Magnus

Especie: Thekopsora minima (Arthur) P.Syd. & Syd.

Basénimo: Pucciniastrum minimum Arthur.

El hongo de la roya es del orden taxonomico Pucciniales estos organismos
necesitan de un huésped para vivir y reproducirse. Las plantas huésped pueden ser
varios tipos de plantas, desde helechos, coniferas, plantas con flores, arbustos,
pastos y arboles caducifolios. Algunas especies requieren una especie especifica
como planta huésped, el caso de la Thekopsora minima, parasito obligado del
arandano y su familia Ericaceae. En condiciones de ausencia de las plantas
hospedantes requeridas, los hongos en este orden pueden permanecer latentes en
su forma de esporas hasta que se encuentre la planta hospedante adecuada. (Ford,
2022)

Keith et al. (2008) ha descrito que los sintomas en hojas comienzan con manchas
cloréticas de aproximadamente 1 mm que se expanden y desarrollan dentro anillos
necroticos de color marrén rojizo con un halo clorético. Las nuevas lesiones y
uredosporas se mantienen apareciendo por un tiempo de 4 meses. La defoliacion

se produce sobre plantas donde la infeccidn es severa.
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Los hongos de la roya son biotrofos obligados, que extraen nutrientes solo de tejidos
vegetales vivos y no pueden crecer separados de sus anfitriones. (Duplessis et al
2011)

Como biotrofos obligados, los hongos de la roya solo pueden alimentarse, crecery
reproducirse en sus huéspedes vivos y desarrollan estructuras de infeccion
especificas llamadas haustorios que son necesarias para establecer interacciones

cercanas dentro de los tejidos del huésped infectado. (Lorrain,2019)

Los hongos de la roya dependen completamente de los nutrientes proporcionados
por las plantas hospedantes vivas para reproducirse y completar sus ciclos de vida
(Staples, 2000), lo que es un gran desafio para su estudio, que invisibiliza el empleo
de medios de cultivos, que podrian ser usados para su conservacion y reproduccion

sistematica en laboratorio.

Mismo con las dificultades presentes los estudios son direccionados para una
posible conservacion y reproduccion de la roya en ambiente controlado
(Lorrain,2019). Dentro de los posibles medios de conservacion disponibles tenemos
la liofilizacidn. La liofilizacién se define como un proceso estabilizante en el que
primero se congela una sustancia y luego la cantidad de solvente (por ejemplo,
agua) se reduce primero por sublimacién (secado primario) y luego por desorcion
(secado secundario) a valores que ya no admitirAn crecimiento biolégico o

reacciones quimicas.

Las ventajas de los microorganismos liofilizados son la viabilidad celular estabilizada
y también la facilidad de manipulacion para el envio y almacenamiento, para la
industria de la microbiologia, la liofilizacién permite que las células microbianas
conservarse durante décadas sin pérdida de viabilidad y riesgo de mutacion
asociado con el almacenamiento congelado o activamente células en crecimiento.
(Morgan & Vesey,2009).

La liofilizacion esta considerada como el método mas adecuado para la

preservacion de microorganismos. La técnica involucra el congelamiento de un
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cultivo seguido por un secado a bajo vacio, lo cual resulta en la sublimacion de agua
de la suspension celular. El agente protector empleado en la liofilizacién es un factor
importante en el proceso. (Frias et al., 2014)

Los agentes protectores se denominan como crioprotectores permeables, que son
sustancias de bajo peso molecular que pueden pasar a través de la membrana
celular, reemplazando el volumen de agua intracelular evitando los dafios
producidos por la formacién de cristales de hielo y, a su vez, manteniendo el
volumen celular impidiendo el colapso celular por excesiva deshidratacion
(Medeiros et al.,2002).

Las sustancias crioprotectoras, como la trehalosa, glicerol y sacarosa, por ejemplo,
protegen a las células tanto procariontes como eucariontes y aumentan el
porcentaje de viabilidad después el tratamiento térmico por lo que se utilizan

principalmente en la industria farmacéutica y de alimentos. (Doria & Chavailli, 2010)

Entre los agentes recomendados estan la leche descremada en concentraciones
del 10% al 20%, ya que evita la lesion celular mediante la estabilizacion de los
constituyentes de la membrana celular y crea una estructura porosa en el producto
liofilizado que hace mas facil la rehidratacién, ademas de contener proteinas que

proporcionan una capa protectora para las células. (Frias et al., 2014
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5. PROBLEMAS A RESOLVER

El hongo de la roya (Thekopsora minima) es un patégeno ya presente en el campo
mexicano de produccion de arandanos, una enfermedad con poco tiempo de
diseminaciébn en este pais, que viene causando impactos economicos en la

produccién y comercializacion de la blueberry.

El arandano es una produccion agricola comercial que gandé espacio en su
explotacion, debido a su mercado de exportacién principal estar cercano al territorio
nacional y también por ser una fruta rica en vitaminas, antioxidantes y accién
anticancerigena ya comprobada, pero el cultivo viene sufriendo con la amenaza de

la roya.

La roya del ardndano es un hongo pardsito obligado, es decir que no se reproduce
y tampoco se alimenta sin su huésped, con esto la problematica que envuelve el
hongo es principalmente para mantener la viabilidad de la roya para desarrollar
estrategias para su control. En el periodo del afio con temperaturas de 18 a 30°C
(marzo-septiembre) no se observa visualmente los sintomas del patdogeno en
campo, la sintomatologia y afectacion del cultivo es principalmente en el periodo de
otofio invierno (octubre-febrero). Debido a estos factores se ha hecho dificil el
estudio de su biologia y fisiologia. Ademas, después de ser colectada la roya para
su estudio en el laboratorio pierde viabilidad con rapidez si se conserva a
temperatura ambiente (a los 30 dias se tiene un 50% de uridenosporas viables) por
lo que actualmente se busca desarrollar estrategias de conservacion y reproduccion
manteniendo el mayor porcentaje de viabilidad para estudios y control en periodos

de mediano y largo plazo.

De acuerdo con la dindmica del hongo en campo, el mejor método de control actual
son los manejos culturales, principalmente con las hojas contaminadas en campo
que deben ser retiradas para evitar la contaminacion en el ambiente, ya que el
hongo se disemina y mantiene su ciclo con ayuda del viento, siendo la mejor
estrategia la prevencion, ya que la propagacion de la enfermedad es rapida, debido

qgue el indculo siempre estad presente mismo sin presentar sintomas en planta, y
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cuando hay condiciones climaticas favorables se visualiza sus principales dafios
iniciales, que se vuelven severos causando defoliacion del cultivo sin un control

quimico eficaz.
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6. JUSTIFICACION

La roya (Thekopsora minima) es un hongo que se reproduce a través de

uredosporas, las uredosporas son dicarioticas y contienen un par de nucleos. Se
dispersan por el viento y germinan en la superficie de las hojas en condiciones
hamedas cuando es probable que los estomas estan abiertos, favoreciendo su
desarrollo germinativo. Cuando el tubo germinativo localiza un estoma, se infla
sobre la abertura, formando un apresorio, y penetra en la hoja. El micelio infeccioso
se desarrolla entre las células de las hojas y produce ramas llamadas haustorios,
que penetran las paredes de la célula huésped. Los haustorios forman una estrecha
conexion con la célula huésped sin destruir su membrana plasmética, lo que
favorece la absorcion sostenida de nutrientes de la planta viva, en un segundo
estadio del desarrollo de la enfermedad la misma causa el fenomeno conocido como
defoliacién de la planta, menor crecimiento y falta de vigor causando un gran

desequilibrio nutricional y energético del vegetal.

La roya puede completar mdaltiples rondas de producciéon y liberacion de
uredosporas e infeccion, lo que permite que la enfermedad se propague como una
epidemia entre huéspedes susceptibles en una amplia regién. Sin embargo, por ser
un parasito obligado, dificulta el estudio de su biologia, asi que se tiene poco
entendimiento de la enfermedad y por lo tanto se ha dificultado generar estrategias
eficaces de control. Ademés de lo anterior, se pierde viabilidad de las uredosporas
muy rapido (a los 30 dias se tiene 50% de viabilidad) y no se han generado protocolo
de infeccion de roya en plantas sanas para su estudio en etapas tempranas. Por lo
anterior es necesario implementar estrategias de conservacién de roya para
mantener viables las uredosporas por periodos mas largos y asi encontrar la mejor
opcion para su control, debido a que la investigacion del género (Thekopsora
minima) es poco estudiada y los dafios causados en produccion incrementan el
valor de mantenimiento del cultivo incrementando los costos de produccion lo cual

afectando directamente la cadena de exportacion.
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7.0BJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar métodos de conservacién e inoculaciéon de roya (Thekopsora

minima) en plantas de arandano in vitro y ex vitro.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer procesos de desinfeccion y purificacién de roya

e Realizar métodos de infeccion de roya en arandano in vitro

e Establecer métodos de conservacion para la roya por medio de la liofilizacién
y crioconservacion.

e Establecer métodos de viabilidad de las uredosporas y aplicarlo durante las

diferentes etapas de conservacion (liofilizacion y crioconservacion)
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9. DESARROLLO
9.1 DESARROLLO DE LAS ACTIVIDADES

9.1.1 Establecimiento de tratamientos para evaluar la viabilidad de la hoja de

arandano sin ser infectada de roya (Thekopsora minima).

Se realizaron evaluaciones de viabilidad de hojas de arandano, las cuales constan
de cuatro tratamientos que se colocaron a temperatura ambiente en dos camaras
hamedas en cada una habia dos tratamientos, en la primera camara humeda se
coloco un tratamiento en caja Petri con tres hojas enteras y otro tratamiento en caja
Petri con sanitas y tres hojas enteras, en la segunda camara humeda se coloc6 un
tratamiento en caja Petri con foamy y tres hojas enteras y otro tratamiento en caja

Petri con sanitas, foamy y tres hojas enteras.

Se colocaron los tratamientos de acuerdo con las condiciones que se indican en la
tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de cada uno de los tratamientos de integridad de hoja

CajaPetri de | Base en | Caja Petri | Humedad Hojas Numero de
vidrio caja humedad exterior Repeticion
Petri interior (recipiente con es

aguay sanitas)

Tratamiento 1 | No No Si Enteras 3 hojas

Tratamiento 2 | Sanitas No Si Enteras 3 hojas

Tratamiento 3 | Foamy No Si Enteras | 3 hojas

Tratamiento 4 | Sanita y | No Si Enteras 3 hojas
foamy

1. Temperatura inicial de 20°C
2. Todo el material se esterilizé previamente

3. Desinfeccion de hojas en alcohol al 70% en un minuto.

30



8.

9.

1

1

Se pasan las hojas en agua estéril para eliminar residuos de alcohol.

Se secan las hojas.

Se colocan 25 mililitros de agua en el recipiente 1 para tratamiento 1y 2.
Se colocan 25 mililitros de agua en el recipiente 2 para tratamiento 3y 4.
Se colocan las hojas en la caja Petri con su debido tratamiento.

Se sellan las cajas Petri.

0.Se sellan los recipientes para evitar fuga de humedad

1. Se evaluaron cada 7 dias.

Figura 9. Establecimiento del experimento de integridad de hoja en condiciones
asépticas. A. desinfeccion de hojas de ardndano en etanol, B. secado de hojas de
ardndano, C. colocacion de agua para Camara humeda, D. resultado de camara
humeda, E. experimento antes de agregar humedad, F. sellado de camara humeda.
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9.1.2 Pruebas de liofilizacion de crioprotectores.

Se realizaron pruebas de liofilizacién con lioprotectores y crioprotectores los cuales
fueron leche descremada, glicerol y trehalosa para evaluar sus aspectos fisicos y
determinar cual es la mejor opcién solucién a utilizar para la liofilizacion de roya. En
la tabla 2 se muestran las soluciones que se efectuaron, es importante mencionar

que se emplearon estas soluciones estériles y no estériles.

Tabla 3 Tratamientos para el proceso de liofilizacion

Tratamiento Lioprotector Crioprotector
Leche Trehalosa [%] Glicerol [%]
descremada [%0]
L10 10
L20 20
T1 1
T10 10
Gl 1
G10 10
L10T1 10 1
L10T10 10 10
L10G1 10 1
L10G10 10 10
L20T1 20 1
L20T10 20 10
L20G1 20 1
L20G10 20 10
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Para realizar la prueba de liofilizacion:

1. Se prepararon 10mL de las soluciones que se muestran en la tabla 2,

basadas en sus célculos correspondientes.
2. Cinco mL se esterilizaron por autoclave y los otros 5mL NO se esterilizaron.
3. Se evalud las caracteristicas fisicas de las soluciones

4. Se colocaron 300 microlitros de la soluciébn en tubos eppendorf con

capacidad de 2mL
5. Se congelaron a - 80° por 24 horas
6. Se conectan a la liofilizadora por 24 horas
7. Se realiza evaluacion visual de caracteristicas fisicas y de solubilidad

8. Se agregaron 3 microlitros de agua destilada a cada tubo eppendorf para
evaluar la disolucion de las pastillas que se crearon después de la

liofilizacion.

9.1.3 Inoculacién de roya en hojas de arandano
Se establece experimento de inoculacién de roya en hojas y plantas de arandano.

Las soluciones para la infeccion de roya en hojas fueron con concentraciones de
1X102, 1X10%y 1X10* uredosporas/mL.

Se realizo la desinfeccion de hojas en etanol y agua destilada, para después
proseguir con el establecimiento de los experimentos. Los experimentos fueron
puestos en cajas petri, con cuatro sanitas previamente cortadas a la medida, a cada
caja petri se le agrego cinco mililitros de agua y el in6culo con sus debidas
concentraciones. Estas fueron puestas en cajas para su posterior evaluacion. El

material utilizado fue previamente esterilizado en autoclave.

33



9.1.4 Inoculacion de roya en plantas in vitro de ardndano

El medio que se utlizdé en las plantas de arandano in vitro fue,
macronutrientes+micronutrientes+agar en concentraciones X2, X3 y X4, medio MS

sin sacarosa.

Las soluciones para infeccion de roya en plantas fueron con concentraciones de
1X102, 1X10%y 1X10* uredosporas/mL.

9.1.5 Liofilizacion de roya en crioprotectores

Para realizar una correcta liofilizacion, es necesario evaluar antes la viabilidad de
las uredosporas. La evaluacion se realiza mediante dos métodos, uno es en cajas

petri y otro en cdmara de Neubauer.

Se utilizaron uredosporas de Roya de arandano Thekopsora minima_como indculo
con la finalidad de prolongar la viabilidad (6-12 meses) mediante diferentes métodos
de conservacion. Se colectaron las hojas con pustulas visibles (uredosporas),
posteriormente se realizo el raspado colectdndose en un tubo falcon, previo a esto,
se llevé a cabo la preparacion de lioprotectores (evaluados con anterioridad) a
diferentes concentraciones. Entre los lioprotectores y concentraciones utilizadas

durante los diferentes métodos de conservacién se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Agentes lioprotectores con sus respectivas concentraciones utilizados en los procesos

de conservacion.

LIOFILIZACION

Lioprotector / crioprotector

Concentracion [%)]

Temperatura de
conservacion

Leche descremada 10%
Trehalosa 10% 4°C
Glicerol 10% -20°C
Leche descremada + Trehalosa 10%+1% -80°C
Leche descremada + Glicerol 10%+1%
CRIOCONSERVACION
Crioprotector Concentracién [%)] Temperatura de

conservacion

Glicerol 10% -20°C
Trehalosa 10% -80°C
Glicerol + Trehalosa 10%+1%

Glicerol 35%

La concentracion de inéculo utilizada para la conservacion fue de 1X104, para lo

cual se llevé a cabo el conteo de células con ayuda de una camara de Neubauer en

un microscopio 6ptico con un aumento de 10X.

Los métodos de conservacién utilizados fueron por crioconservacion vy liofilizacién,
el proceso de liofilizacién se llevd a cabo en un liofilizador en el laboratorio de
Bioquimica Vegetal del Instituto Tecnolégico de Tlajomulco. Con una rampa de
congelacion de -3°C/min hasta alcanzar los -50°C, para luego iniciar la sublimacion

con una rampa de calentamiento de 0,5 °C/min sin exceder los -20 °C a una presién

de 1200 mTorr aproximadamente.
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9.1.6 DETERMINACION DE CELULAS VIABLES

Antes de llevarse a cabo los procesos de conservacion, se realizo la evaluacion de
viabilidad, pureza y estabilidad morfologica de las uredosporas, bajo las siguientes
metodologias:

Se realizaron 4 tratamientos en tubos eppendorf con capacidad de 2 mL con
diferentes metodologias, para determinar la viabilidad de las uredosporas, en el tubo
1y 2, se agregaron 150 pL de la solucion de esporas, se centrifugé a 10 000 rpm
por 3 min y se elimind el sobrenadante (agua) de cada tubo, se volvio agregar 150
puL agua destilada estéril y 0.8 pL de tetrazolio al 1% (TTC). De ambos tubos se
tomaron 50 pL agregandole en cajas Petri de 90mm y se disperso la solucion con
una espatula de drygalsky, se incubaron a temperatura ambiente por tres horas.
Mientras que el tubo 1 se guardd a 37°C por tres horas y el tubo 2 se centrifugé y
se le agregd 120 yuL de TTC y se incubd por tres horas a 37°C. Se etiquetaron tubos
3 y 4 agregandole 100 pL de solucion de esporas a cada uno, en el tubo 3 se
mantuvo a temperatura ambiente por 3 horas, 20 minutos antes de completarse las
tres horas se agregé 100 pL de TTC, mientras que el tubo 4 se eliminé el
sobrenadante por centrifugacion y se agregé 100 pL de TTC, se mantuvo a

temperatura ambiente por 3 horas.

Posteriormente se coloc6 20 uL de solucién de cada uno de los tratamientos en la
camara de neubauer y se realiz6 el conteo de uredosporas viables basado en la

siguiente ecuacion:

2 C1+C2+C3+C4+C5

Al término de la incubacion de cada uno de las pruebas se procedio a evaluar la

viabilidad por microscopio a 100 campos.
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Figura 10. Perfil de preparacién de muestras para evaluar la viabilidad. (A) Dispersion de in6culo
en distintos tubos, (B) separacién de fases de tubos con la solucién y (C) siembra de esporas en
agar agua.

37




10. RESULTADOS

10.1 Evaluaciones (Establecimiento de tratamientos para evaluar la viabilidad

de la hoja de arandano sin ser infectada de roya (Thekopsora minima)

Evaluacion 1. Correspondiente al dia siete después de montar el experimento.

Temperatura 20°C.

Tratamiento 1 (A). Sin dafio aparente.

Tratamiento 2 (B). Se observa marchitez.

Tratamiento 3 (C). Se observan manchas grisaceas irregulares

Tratamiento 4 (D). Se observa necrosis de los bordes hacia el centro.

Figura 11: Evaluacion de viabilidad
de hoja correspondiente al dia 7. A)
Tratamiento 1, B) Tratamiento 2, C)
Tratamiento 3, D) Tratamiento 4.
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Evaluacion 2. Correspondiente al dia catorce después de montar el experimento.

Temperatura 19.7.

Tratamiento 1 (A). Dos hojas integras y en una comienza a presentarse necrosis en

el envés de la hoja con sefial de senescencia natural.

Tratamiento 2 (B). Una hoja necroética, dos hojas arrugandose hacia arriba una
presenta color verde mas obscuro que la otra, aparentemente sin dafio necratico las

dos.

Tratamiento 3 (C). Una hoja 95% necrética, arrugada hacia arriba. Otra hoja
comienza con manchén necrético en el centro. La ultima hoja con amarillamiento en

la nervadura central. Las tres hojas presentan un tono verde claro.

Tratamiento 4 (D). Manchones necroticos de la evaluacion anterior, se tornan con

un color café mas intenso y aumentaron en tamafio.

Figura 12: Evaluacion de
viabilidad de hoja
correspondiente al dia 14.
A) Tratamiento 1, B)
Tratamiento 2, C)
Tratamiento 3, D)
Tratamiento 4.
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Evaluacion 3. Correspondiente al dia veintiuno después de montar el experimento.

Temperatura 20.6

Tratamiento 1 (A). Dos hojas con senescencia alta y arrugadas hacia arriba, una

levemente arrugada.

Tratamiento 2 (B). Una hoja completamente necrética, dos hojas arrugadas

cerradas hacia arriba completamente.

Tratamiento 3 (C). Una hoja arrugada con un 910% de necrosis, otra hoja con la
base necrotica con los bordes y laterales en coloracion verde, ultima hoja con

manchon amarillo y la punta de la base necrotica.

Tratamiento 4 (D). Las tres hojas presentan manchones necréticos y arrugamiento.

Dos de las hojas tienen presencia de hongos.

Figura 13: Evaluacion de
viabilidad de hoja
correspondiente al dia 21.
A) Tratamiento 1, B)
Tratamiento 2, C)
Tratamiento 3, D)
Tratamiento 4.
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Evaluacion 4. Correspondiente al dia veintiocho después de montar el experimento

Se descartaron los tratamientos debido a que las hojas ya no se encontraron viables.

Figura 14: Evaluacion de

viabilidad de hoja
correspondiente al dia 28 A)
Tratamiento 1, B)
Tratamiento 2, C)
Tratamiento 3, D)

Tratamiento 4.

41



10.2 Evaluaciones (Pruebas de liofilizacién de crioprotectores)

Para el proceso de liofilizacion se prepararon diferentes soluciones con
lioprotectores y crioprotectores, los cuales se evalud la apariencia fisica de las
soluciones esterilizadas en autoclave y sin esterilizar antes de efectuar el proceso

de liofilizacién, como se muestra a continuacion en la Tabla 5.

Tabla 5. Pruebas de liofilizacion de
crioprotectores
Soluciones Aspectos fisicos Autoclaveado
(no esteril)
Color Consistencia No Si

L10 Blanco Liquido *

L20 Blanco Liquido *

T1 Transparente Liquido *

T10 Transparente Liquido *

G1 Transparente Liquido *

G10 Transparente Liquido *

L10T1 Blanco Liquido *

L10T10 Blanco Liquido *

L10G1 Blanco Liquido *

L10G10 Blanco Liquido *

L20T1 Blanco Liquido *

L20T10 Blanco Liquido *

L20G1 Blanco Liquido *

L20G10 Blanco Liquido *
Figura 15:
Soluciones de
crioprotectores no
estériles.
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Como se observé en las soluciones que se esterilizaron, estas cambiaron su
coloracibn a un color beige en aquellas soluciones que contenian leche
descremada, lo cual puede ser un indicador de que en el proceso de esterilizacion
tuvo un efecto adverso en la solucién. Lo que tuvo como consecuencia la
caramelizaciéon de la lactosa y en combinacion con los crioprotectores a
concentraciones mas elevadas la consistencia fue gelatinosa, como se describe a

continuacion en la tabla 6.

Tabla 6. Pruebas de liofilizacion de

crioprotectores
Soluciones Aspectos fisicos Autoclaveado
(estéril)

Color Consistencia No Si
L10 Beige Liquido *
L20 Caqui Gelatinoso *
T1 Transparente Liquido *
T10 Transparente Liquido *
Gl Transparente Liguido *
G10 Transparente Liguido *
L10T1 Beige Liquido *
L10T10 Beige Liquido *
L10G1 Beige Liquido *
L10G10 Beige Liguido-granulado *
L20T1 Caqui Gelatinoso *
L20T10 Caqui Gelatinoso *
L20G1 Caqui Gelatinoso *
L20G10 Caqui Gelatinoso *

Figura 16:
Soluciones de
crioprotectores
estériles.
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10.3 Evaluacion de soluciones liofilizadas

Después de efectuar el proceso de liofilizacion a las soluciones se evalud las
caracteristicas fisicas de las pastillas, cabe mencionar que faltaron algunos
tratamientos por liofilizar, por lo que no se pudo efectuar la evaluacion de los
mismos. A continuacion, en la tabla 7, se muestran las observaciones de las

soluciones liofilizadas que no fueron esterilizadas.

Tabla 7. Soluciones liofilizadas
no estériles

Solucién Color Estructura Pastilla Caracteristicas Salpicaduras

(no

esteril)

L10 Blanco Solida Si Deforme Si

L20 Transparente Solida No No se formé Si

T1 Transparente Solida No No se forméd Si

T10 Transparente Solida No No se formé Si

G1 Sin solucién

G10 Transparente Solida No No se formd Si

L10T1 Blanco Sélida No Burbujeante Si

L10T10 Blanco Sdlida Si Porosa Si

L10G1

L10G10

L20T1

L20T10

L20G1

L20G10
Figura 17:
Estructura
de las
pastillas de
soluciones
no estériles.
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A continuacion en la tabla 8, se muestran las observaciones de las soluciones

liofilizadas que fueron esterilizadas

Tabla 8. Soluciones
liofilizadas estériles
Solucién Color Estructura | Pastilla Caracteristic | Salpicaduras
(esteril) as
L10 Beige Solida Si Completame | No
nte formada
L20 Caqui Solida Si Quebradiza | No
T1 Transparente Sélida No No se formé | No
T10 Transparente Sélida No No se formé | No
G1 Transparente Sélida No No se formé | No
G10 Transparente Gelatinoso | No No se form6 | Si
L10T1 Beige Solida Si Completame | Si
nte formada
L10T10 Caqui Burbujeant | No Deforme Si
e
L10G1 Beige Solida Si Porosa No
L10G10 Caqui Viscosa No No se formé | Si
L20T1 Café Solida Si Desproporci | Si
on
L20T10 Café Solida Si Desproporci | No
on
L20G1 Beige Solida Si Quebradiza | Si
L20G10 Café Viscosa No No se form6 | Si
Ge G10e L1077 LioGre L10&10e LaoT1e L30T 10e
Figura 18: Estructura de las
pastillas de soluciones
estériles.
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10.4 Evaluacién (Disolucidn de crioprotectores)

A continuacién, en la tabla 9, se muestran las observaciones, después de agregar

el disolvente a las pastillas liofilizadas.

Tabla 9 Disolucion de
crioprotectores

Solucién estéril Caracteristicas Solucién no Caracteristicas
estéril

L10 Disuelto L10 Disuelto

L20 Gelatinoso - Grumoso L20 Disuelto

T1 Disuelto T1 Disuelto

T10 Disuelto T10 Disuelto

Gl Disuelto Gl Disuelto

G10 Disuelto G10 Disuelto

L10T1 Disuelto L10T1 Disuelto

L10T10 Disuelto L10T10 Disuelto

L10G1 Disuelto L10G1

L10G10 Disuelto L10G10

L20T1 Gelatinoso - Grumoso L20T1

L20T10 Gelatinoso - Grumoso L20T10

L20G1 Gelatinoso - Grumoso L20G1

L20G10 Gelatinoso - Grumoso L20G10

A continuacion, en la Figura 19, se muestran las fotos de las soluciones que se

sometieron a liofilizacion y su posterior hidratacion con el disolvente.
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Figura 19. Muestras liofilizadas e hidratadas con el disolvente. A)
Tratamientos estériles con Lactosa (10 y 20%) y trehalosa ( 1 y 10%); B)
Tratamientos estériles con glicerol (1 y 10%) y mezcla de 10% de lactosa con
trehalosa al 1y 10%; C) Tratamientos estériles con mezclas de 10% de lactosa
con glicerol (1 y 10%) y mezcla de 20% de lactosa con trehalosa al 1y 10% y
mezcla de 20% de lactosa con glicerol (1 y 10%); D) Tratamientos sin esterilizar
con Lactosa (10 y 20%) y trehalosa ( 1 y 10%); E) Tratamientos sin esterilizar

con glicerol (1 y 10%) y mezcla de 10% de lactosa con trehalosa al 1 y 10%.

10.5 Evaluaciones (Inoculacibn de roya en hojas de arandano)

Correspondiente al tercer dia después de lainoculacion.

Se realiz6 la inoculacion de roya en hojas in vitro y se realiz6 la evaluacion de la

sintomatologia.

En esta evaluacion se pudo observar como las hojas comenzaron a necrosar
después de la inoculacién de roya, adn sin presentar sintomas de infeccion ni

uredosporas de Thekopsora minima_en las tres diferentes concentraciones (Fig. 20).
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Figura 20. Inoculacion de hojas de arandano con roya (dia 3). A: Evaluacion de la
concentracion 1X102, B: Evaluacion de la concentracion 1X103, C: Evaluacion de la
concentracion 1X104.

10.6 Evaluaciones (Inoculacion de roya en plantas in vitro de arandano)

Correspondiente al dia siete después de la inoculacién.

Se realiz6 la inoculacién de roya en plantas in vitro y se realiz6 la evaluacién de la

sintomatologia.

En esta evaluacion se observé en el medio de las plantas no inoculadas (control) y
de las diferentes concentraciones, se contamin6 con microorganismos y las plantas
muestran sintomas de senescencia, no logra verse dafio de la inoculacién ni
uredosporas de Thekopsora minima en ninguna de las concentraciones, solo se

observan hojas necraéticas y cloroéticas (Fig. 21).
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REDMI NOTE 11 PRO | MS 3

REDMI NOTE 11 PRO | MS 3

Figura 21. Inoculacion de roya en plantas in vitro en medio de cultivo MS sin sacarosa, dia
7. A) Control, sin roya; B) Plantas inoculadas con roya (1X102 uredosporas/mL); C) Plantas
inoculadas con roya (1X10°% uredosporas/mL); D) Plantas inoculadas con roya (1X10*
uredosporas/mL)

En esta evaluacién se observdé como se comenzaron a necrosar algunas hojas de
las plantas de todas las concentraciones y el medio contaminado con

microorganismos, no logra verse dafio con la inoculacion de Thekopsora minima.
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En el caso de la planta que no esté inoculada (control) podemos ver que una planta
esta en senescencia.

REDMI NOTE 11 PRO 1A 3

Figura 22. Inoculacion de roya en plantas in vitro en sales de macronutrientes,
micronutrientes del medio de cultivo MS y agar, dia 7.

A) Control, sin roya; B) Plantas inoculadas con roya (1X10? uredosporas/mL); C) Plantas
inoculadas con roya (1X10° uredosporas/mL); D) Plantas inoculadas con roya (1X10*
uredosporas/mL)
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11.CONCLUSIONES
e Evaluacion viabilidad de las hojas de arandano

El mejor tratamiento de los cuatro establecidos en camara humeda, fue el
tratamiento namero 1 , dicho tratamiento no presentaba ningun tipo de base en la
caja Petri y no tenia humedad interior. En el transcurso de las evaluaciones no se
observé contaminacion por otros hongos que afectan la hoja, la cual se mantuvo
verde hasta el dia 7, ya en el dia 14 la hoja se encontraba fenolizada (senescencia

natural).

En los otros tres tratamientos, el deterioro fue constante, presentandose
amarillamiento y senescencia en las hojas, en el tratamiento cuatro fue evidente la

presencia de otros hongos, lo que influyé en la fenolizacién prematura de la hoja.

e Evaluacion de fisica de soluciones de lioprotectores y crioprotectores

Las mejores soluciones donde se efectlo el proceso de liofilizacion sin ningun
problema fueron la Leche al 10%, la Trehalosa al 10%, el Glicerol al 10%, la Leche
al 10% con Trehalosa al 1% y la Leche al 10% con Glicerol al 1%. Los tratamientos
con leche al 20%, glicerol al 20% y sus mezclas, no se formaron adecuadamente
las pastillas después de la liofilizacién ya que presentaban salpicaduras a lo largo

del tubo eppendorf.
e Disolucion de crioprotectores

De las soluciones estériles que se evaluaron, las que no tuvieron buena disolucién
fueron las que tenian leche al 20%, los factores que afectaron la disolucién fueron
gue se esterilizaron y tenian mayor concentracion de leche. En cambio, las que no

fueron esterilizadas, todas tuvieron buena disolucion.

Por lo tanto, se realizara la liofilizacion de roya con las primeras cinco soluciones.
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e DETERMINACION DE CELULAS VIABLES

Los procesos de conservacion de microorganismos nos permiten conservarlos
viables por tiempo prolongados, como el caso de liofilizacion que es un método
ampliamente utilizado para la conservacion debido a que permite que estos
mantengan su viabilidad a temperatura ambiente por largos periodos de tiempo con
una buena estabilidad genética. Dado que es un proceso fisico de deshidratacion,
donde el agua pasa por diferentes fases, las células pueden verse afectadas
estructuralmente disminuyendo su viabilidad. Es por esto por lo que es muy
importante el uso de agentes lioprotectores los cuales protegen a las células de los
dafios causados durante la liofilizacion, los cuales ayudan a evitar que las células
sufran dafios intra y extracelulares y mueran durante la deshidratacién. Algunos
productos utilizados en este proceso (trehalosa, lactosa, maltosa y sacarosa) (Leslie
et al., 1995), la leche descremada y diversos polialcoholes, han mostrado gran
eficacia como agentes lioprotectores (Berny y Hennebert, 1991; MacKenzie, 1977).
Asi como la conservacion de muestras bioldgicas almacenadas en refrigeracion (-
20 y -80°C). Por lo que en este estudio se emplearon como lioprotector la leche

descremada combinada con crioprotectores como es el glicerol y la trehalosa

En este proceso se llevo a cabo la reduccion de las células vivas que toman el
hidrégeno liberado por las enzimas deshidrogenasas y forma una sustancia roja,
estable y no difusible, el trifenil-formazan. Como indicador referenciado, las semillas
viables, se tornan completamente, y las que no se colorean se consideran semillas
muertas. La viabilidad expresa el potencial de una semilla para germinar (ISTA,
1999).

Para determinar cual método de criopreservacion es el mas adecuado para el
proceso de conservacion de la roya es importante establecer métodos que nos
ayuden a determinar la viabilidad de las uridenosporas, por lo que en este trabajo
se realizo el establecimiento de la viabilidad de la roya con el uso de Cloruro de
tetrazolio (TTC). Como resultados finales de la evaluacién obtenida en solucién de

TTC y agar agua fue la siguiente (Fig. 15).
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Del tubo 1 se pudo observar una tincion tenue (rojo bajo) en la mayoria de células,
no se observo células germinadas, mientras que en el tubo 2 se observaron células
germinadas con una tincion baja, por los campos cuantificados se pudo cuantificar

un 65% de células germinadas.

En el tubo 3 se pudo observar uredosporas germinadas con poca tincion. Respecto
al tubo 4 se observo poca colorimetria y en la caja Petri se pudo observar todas las
células tefiidas para las pruebas de viabilidad. La mayoria de las células se tifieron
y no se observo tubos germinativos, las uredosporas se aglomeraron durante la

incubacion A-D)

Figura 23. Prueba de viabilidad de uredosporas de roya con TTC en aumento 10X.
Viabilidad obtenida de la solucién. La mayoria de las células se tifieron y no se observo
tubos germinativos, las uredosporas se aglomeraron durante la incubacion A) Tubo 1; B)
Tubo 2; C) tubo 3; D) tubo 4.
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