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Induccidn de variacion somaclonal en vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews)
mediante irradiacién gamma
Maria Karen Serrano Fuentes, M.C.
Colegio de Postgrados, 2021

La mutagénesis in vitro es una alternativa para generar variacion genética en vainilla (Vanilla
planifolia Jacks. ex Andrews) debido a su baja diversidad genética. El objetivo de este estudio
fue inducir variacion somaclonal en V. planifolia mediante radiacion gamma y su deteccién
mediante marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). Brotes previamente
establecidos in vitro fueron multiplicados en medio de cultivo Murashige y Skoog
suplementado con 2 mg L BAP (6-Bencilaminopurina). Se irradiaron explantes con diferentes
dosis (0, 20, 40, 60, 80 y 100 Gy) de rayos gamma %°Co. A los 60 d de cultivo, se evalud la
sobrevivencia, nimero de brotes por explante, longitud de brote y nimero de hojas por brote.
Para el andlisis molecular, se utilizaron diez brotes para cada dosis y la planta donante como
testigo. Se utilizaron ocho cebadores y se obtuvieron un total de 43 bandas. Se calculd el
porcentaje de polimorfismo (%P) y se obtuvo un dendrograma basado en la distancia genética
de Jaccard y el método de agrupacion neighbor joining. Los resultados mostraron un efecto
hormético sobre los explantes, promoviendo el desarrollo a bajas dosis (20 y 40 Gy) e
inhibicion y muerte a dosis altas (60-100 Gy). Los cebadores UBC-808, UBC-836 y UBC-840
mostraron el mayor %P, con 42.6%, 34.7% y 28.7%, respectivamente. El analisis de distancia
genética mostrd que los tratamientos sin irradiacion y con irradiacion presentaron variacion
somaclonal. La utilizacion de gamma durante el cultivo in vitro son una alternativa para ampliar

la diversidad genética para el mejoramiento en vainilla.

Palabras claves: Efecto hormético, marcadores ISSR, polimorfismo, rayos gamma



Induccion de variacion somaclonal en vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews)
mediante irradiacion gamma
Maria Karen Serrano Fuentes, M.C.

Colegio de Postgrados, 2021

In vitro mutagenesis is an alternative to generate genetic variation in vanilla (Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews), which is characterized by low genetic diversity. The objective of this study
was to induce somaclonal variation in V. planifolia by gamma radiation and detect it using
ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) molecular markers. Shoots previously established in
vitro were multiplied in Murashige and Skoog culture medium supplemented with 2 mg L
BAP (6-benzylaminopurine). Explants were irradiated with different doses (0, 20, 40, 60, 80
and 100 Gy) of °Co gamma rays. At 60 d of culture, survival, number of shoots per explant,
shoot length and number of leaves per shoot were evaluated. For molecular analysis, ten shoots
were used for each dose, along with the donor plant as a control. Eight primers were used and
a total of 43 bands were obtained. The percentage of polymorphism (%P) was calculated and
a dendrogram based on Jaccard's genetic distance and the neighbor joining clustering method
was obtained. Results showed a hormetic effect on the explants, promoting development at low
doses (20 and 40 Gy) and inhibition and death at high doses (60-100 Gy). Primers UBC-808,
UBC-836 and UBC-840 showed the highest %P, with 42.6%, 34.7% and 28.7%, respectively.
Genetic distance analysis showed that treatments without irradiation and with irradiation
presented somaclonal variation. The use of gamma rays during in vitro culture is an alternative

to broaden genetic diversity for vanilla breeding.
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1. INTRODUCCION

La vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews), de la familia Orquidaceae, es cultivada por
sus frutos para la extraccion de vainillina, una de las especias mas valiosas en la industria
alimentaria, cosmetica y farmacéutica (Gantait y Kundu, 2017; Arya et al., 2021). A pesar de
su importancia economica, V. planifolia esta clasificada en la categoria B2ab (iii, v) “en peligro
de extincién” de acuerdo con la lista roja por la Unidn Internacional para la Conservacion de
la Naturaleza y los Recursos Naturales (UICN) (UICN, 2021). En México, esta especie
actualmente se encuentra sujeta a proteccion especial (Pr) debido a la severa fragmentacion de
su habitad natural (SEMARNAT, 2010).

La propagacion de vainilla es de forma asexual por esquejes y se poliniza manualmente para la
obtencion de vainas que contienen semillas con baja o nula germinacion (Gantait y Kundu,
2017; Wan et al., 2020). La propagacion comercial por esquejes limita la diversidad genética
de esta especie, ocasionado la susceptibilidad a plagas, enfermedades y la perdida de tolerancia
a factores abidticos (Li et al., 2020), provocando la caida prematura de sus frutos. Por lo tanto,
ampliar la diversidad genética de V. planifolia es importante en programas de mejoramiento
genético (Hu et al., 2019).

Una alternativa para inducir variabilidad genética es mediante técnica de mutagénesis in vitro
(Lietal., 2019b; Sharmaet al., 2020, OIEA, 2021). Las variaciones genéticas obtenidas a partir
de cultivo in vitro son también llamadas variaciones somaclonales (Larkin y Scowcroft, 1981).
Las variaciones somaclonales derivadas por mutagénesis in vitro con radiaciébn gamma son
libres de restricciones reglamentarias y permiten regenerar variaciones genéticas en un corto
periodo de tiempo, es de bajo costo, facil manipulacion de explantes en espacios reducidos y
controlados bajo condiciones asépticas (Waugh et al., 2006; Ghani y Sharma, 2019; Salava et
al., 2021). La mutagénesis con cobalto 60 (®°Co) tiene alto potencial de penetracion, no tienen
ningln riesgo para el medio ambiente y puede ser utilizado para irradiar células, tejidos,
organos y plantas completas (Oladosu et al., 2016; Spinoso-Castillo et al., 2021). La
mutagénesis in vitro mediante %°Co ha sido utilizada en el mejoramiento genético de lirio de
San Francisco (Laelia autumnalis) (Hernandez-Mufioz et al., 2017b), arroz (Oryza sativa L.)
(Abdelnour-Esquivel et al., 2020), jengibre (Zingiber officinale Rosc.) (Sharma et al., 2020),
papa (Solanum tuberosum L.) (Mohamed et al., 2021), tomate (Solanum lycopersicum L.)
(Ozge et al., 2021).

El anélisis de marcadores moleculares es una herramienta Gtil para estimar la variacion
somaclonal (Pardo et al., 2015, Mufioz-Miranda et al., 2019; Ranghoo-Sanmukhiya, 2021).
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Entre los marcadores moleculares, los Inter-Secuencias Simples Repetitivas (ISSR) se
caracterizan por ser dominantes, reproducibles, de bajo costo y no requieren conocimiento
previo del genoma (Zietkiewicz et al., 1994). Recientemente, los ISSR han sido estudiados
para analizar la variacion somaclonal en platano de hoja ancha (Plantago major) (Ghorbanpour
y Khadivi-Khub, 2015), cafia de azUcar (Saccharum spp.) (Martinez-Estrada et al., 2017),
tulipan (Tulipa suaveolens) (Kritskaya et al., 2019), arracacha (Arracacia xanthorrhiza)
(Vitamvas et al., 2019) y arbusto ornamental (Disanthus cercidifolius Maxim.) (Ulvrovaetal.,
2021). En Vanilla planifolia, los ISSR han sido previamente utilizados por Bello-Bello et al.,
(2018); Ramirez-Mosqueda et al., (2019) y Pastelin-Solano et al., (2019). El objetivo de este
estudio fue inducir variacion somaclonal en V. planifolia mediante irradiacion gamma con ©Co

y su deteccién por medio de marcadores moleculares ISSR.



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Inducir variacién somaclonal en vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) mediante

irradiacion gamma

2.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el desarrollo de brotes in vitro de vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews) bajo las diferentes dosis de radiacion gamma evaluadas.

2. Evaluar el porcentaje de polimorfismo en los brotes cultivados in vitro de vainilla bajo
las diferentes dosis de radiacion gamma.

3. Evaluar la distancia genética de los brotes irradiados de vainilla mediante el coeficiente

de similitud de Jaccard y el modelo de aglomeracion neighbor joining.
2.3 Hipotesis

La radiacion gamma con ®°Co es un método eficiente para inducir variacion somaclonal; sin
embrago, podria ocasionar efectos sobre desarrollo in vitro en etapa de multiplicacion en

vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews).



3. MARCO TEORICO

3.1 Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews

3.1.1 Origen y distribucion

El origen del género Vanilla data de zonas tropicales del sureste de México, centro y sur de
América en paises como Guatemala, Belice y Costa Rica (Soto y Cribb, 2010; Villanueva-
Viramontes et al., 2017; Herndndez-Ruiz et al., 2020). Las vainas de vainilla se han
aprovechado desde la época precolonial, por su valioso aroma y para perfeccionar el sabor del
chocolate elaborado por los aztecas y los mayas (Hu et al., 2019). Histéricamente, durante el
siglo XIX, México fue el principal productor de vainilla. Posteriormente, la vainilla fue
cultivada en todo el mundo superando las limitaciones de suministro. Ademas, al implementar
la polinizacion manual se expandio la produccion en otras areas geograficas. Actualmente, la
vainilla se cultiva en zonas de Madagascar, Tahiti, Indonesia, México e India (Menon vy
Nayeem, 2013; Gantait y Kundu, 2017; Hu et al., 2019).

En Meéxico, el municipio de Papantla es uno de los principales centros de beneficio y
comercializacion de la vainilla. En un estudio de Diaz-Bautista (2018) detect6 que la vainilla
que se produce en el municipio es una mezcla de frutos que provienen de al menos 19
municipios de la Sierra Norte de Puebla y de 20 municipios del norte de Veracruz. Sin embargo,
de acuerdo a la IMPI (2010) este lugar tiene la denominacion de origen de la “Vainilla de
Papantla”. Debido a que la vainilla que se produce ahi es considerada de la mejor calidad,
debido a que contiene mayor cantidad de compuestos aromaticos en comparacion con la de
otros paises productores, las caracteristicas son atribuidas a las condiciones geograficas y a las

practicas del manejo de cultivo (Santillan-Fernandez et al., 2019).

3.1.2 Descripcion taxonémica

La vainilla forma parte de la familia Orchidaceae, estd conformada por diversas plantas
ornamentales, comprende 850 géneros con casi 30,000 a 35,000 especies (Hoffman y Zapf
2012; Gantait y Kundu, 2017). Hasta la fecha, el género Vanilla estd conformado por
aproximadamente 120 especies (Flanagan et al., 2018). Sin embargo, solo tres de las especies
se consideran econdmicamente importantes Vanilla pompona, Vanilla tahitensis y Vanilla

planifolia, esta Gltima es considerada valiosa a nivel comercial por la calidad de su aroma



(Tabla 1) (Halim et al., 2019).

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews (Bory et al., 2008).

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Asparagales
Familia Orchidaceae
Subfamilia Vanilloideae
Tribu Vanilleaese
Subtribu Vanillinae
Género Vanilla
Especie Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews

3.1.3 Importancia del cultivo

Vanilla planifolia es una especie de las més importantes a nivel internacional, después del
azafran (Crocus sativus L.) y el cardamomo (Elettaria cardamomum); se estima que el 95% de
la vainillina natural producida a nivel mundial se obtiene de los frutos procesados de la especie
(Ramirez-Mosqueda e Iglesias-Andreu, 2016). El cultivo de vainilla ha sido importante para el
desarrollo socioeconémico de muchos productores de las regiones de México (Herrera-Cabrera
et al., 2012). Sin embargo, Barrera- Rodriguez et al. (2011) mencionan que el aumento de los
costos de produccion ha sido generado por los elevados precios de insumos y por el
estancamiento de algunos insumos que afectan a la rentabilidad del sistema de produccion.

A pesar de su importancia, a nivel mundial se producen cerca de 100 toneladas. Mientras que,
la produccion nacional aporta 494.69 t. Segun la FAO (2017), la produccién de fruto verde del
pais fue de 514.94 t, ubicando al pais en el quinto lugar de produccion mundial, después de
Madagascar, Indonesia y China, que durante el mismo afio produjeron 3227, 2402 y 662 t
respectivamente (Luis-Rojas et al., 2020). Dentro de las plantaciones comerciales en México,
los estados productores son Veracruz, Puebla, Hidalgo, Chiapas, Oaxaca, San Luis Potosi,
Tabasco y Quintana Roo. De estos estados, Veracruz aporta el 70% de la produccion nacional;
siendo “El Totonacapan” la zona vainillera mas importante del estado (Barrera-Rodriguez et
al., 2011; Hernandez-Martinez et al., 2020).



3.1.4 Problematica actual de la vainilla

Histdricamente, la produccion de vainilla en México fue econdmicamente importante. Sin
embargo, la produccion ha disminuido gracias a factores como: la caida prematura del fruto, el
cambio de uso de suelo en la region, la nutricion deficiente, variacion de clima, altos costos
generados por la polinizacion manual, asi como la proliferacion de plagas y enfermedades
(Rocha-Flores et al., 2018).

Ademas, la falta de variabilidad es uno de los factores mas importantes que contribuyen a la
falta de resistencia a estrés bidtico y tolerancia a estrés abidtico (Ramos-Castella et al., 2016).
Ante esto, la propagacion de vainilla tiene como limitante la baja tasa de germinacion y la baja
variabilidad que presenta la semilla (Torres-Gonzélez et al. 2011). Otros factores que
contribuyen son los métodos deficientes para propagar asexualmente los esquejes, que no
garantizan la sanidad de nuevas plantaciones que estan restringidas a una cantidad pequefia de
esquejes por planta (Spinoso-Castillo et al., 2017). En consecuencia, la mayor fuente de
germoplasma destinada a plantaciones comerciales esta expuesta a la suma de los problemas
antes mencionados que pueden causar la perdida de aproximadamente 80% del cultivo
(Borbolla et al., 2016; Ortega et al., 2016).

Por lo anterior, la especie se encuentra clasificada como amenazada por la sobreexplotacion en
su habitad natural y de acuerdo con la NOM-59-SEMARNAT-2010, esté sujeta a programas
de proteccion especial. En la actualidad, la vainilla de México no cuenta con variedades o
genotipos mejorados que permitan minimizar la problematica existente. Ante esto, los
programas de mejoramiento a través de técnicas biotecnologicas son de gran interés para

obtener mejores rendimientos del cultivo (Ramirez-Mosqueda et al., 2019).

3.2 Biotecnologia Vegetal

La biotecnologia ha sido definida como el conjunto de técnicas que involucran la manipulacion
de los sistemas biologicos y sus derivados, para obtener o modificar productos Utiles para la
humanidad. Por lo que, no consiste en una ciencia basica, se apoya en un conjunto de
actividades empleando ramas como la quimica, biologia, inmunologia, microbiologia,
ingenieria bioquimica, biologia molecular, genomica, bioinformatica, entre otras
(PROMEXICO, 2017). Actualmente, la Biotecnologia vegetal sufre desafios para alimentar y

vestir a una poblacion mundial con crecimiento acelerado mientras trata de mantener una



calidad ambiental, donde existe la necesidad de mejorar el rendimiento de cultivos para

adaptarse a cambios drasticos del ambiente (Collins et al., 2008; Liu et al., 2013).

En este sentido, un fendmeno aplicado en la biotecnologia vegetal con capacidad de regenerar
nuevos tejidos, 6rganos o embriones es el cultivo de tejidos vegetales, el cual es un modelo de
impacto para emprender el mejoramiento de cultivos de interés que generen genotipos con

capacidad de prevalecer a diferentes factores bidticos y abioticos (Jha'y Kumar, 2018).

3.3 Cultivo de tejidos vegetales (CVT)

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) utiliza una serie de técnicas que permiten el
establecimiento, mantenimiento y desarrollo de células, tejidos y organos vegetales en un
medio nutritivo bajo un ambiente controlado, estéril y simulado (Kim et al., 2017; Espinosa-
Leal et al., 2018). Estas técnicas se fundamentan a partir de la teoria celular mediante el
concepto de totipotencia el cual fue anunciado por Haberlandt (1992) como potencial de una

célula vegetal para generar un organismo completo (Bednarek y Orlowska, 2020).

Ademas, el CTV es parte de la biotecnologia moderna y es utilizado ampliamente en trabajos
sobre procesos de desarrollo de plantas, funcionamiento de genes, micropropagacion y
generacion de plantas genéticamente modificadas con caracteristicas especificas (Loyola-
Vargas y Ochoa-Alejo 2018; Bednarek y Orlowska, 2020).

3.3.1 Micropropagacion

La micropropagacion o propagacion clonal es una de las aplicaciones actuales del Cultivo de
Tejidos Vegetales. En esta técnica se mantiene genéticamente y bioquimicamente el material
de siembra uniforme a escala comercial en un corto periodo de tiempo y en condiciones
controladas (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2018; Arumugam et al., 2020).

Micropropagar plantas representa ventajas en comparacion con métodos convencionales ya que
se producen plantas de calidad (geneticamente y fisiolégicamente) libres de plagas y
enfermedades, que en su mayoria tienen un alto desarrollo vegetativo y de rendimiento
(Cardoso et al., 2018). Otra ventaja importante es utilizar como herramienta la
micropropagacion dentro del mejoramiento genético, en lugar de técnicas convencionales,
dado que se utilizan pequefios explantes de cualquier parte de la planta que permiten ser

manipulados en condiciones controladas (Ghani y Sharma, 2019).
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3.4 Mejoramiento genético de las plantas

El mejoramiento de plantas es una ciencia multidisciplinaria en la que intervienen diferentes
areas del conocimiento para la creacion, fijacion de fenotipos y seleccién para mejoras que se
ajusten a las necesidades agrondmicas de los productores (Moose y Muhm, 2008; Marin-
Montes et al., 2019). Dentro de los programas de mejoramiento de cultivos de interés agricola,
es necesario contar con una extensa base genética que garantice variabilidad para tener mayor
probabilidad de seleccionar genotipos (Divakaran et al., 2006).

En este sentido, la variabilidad genética que se puede detectar durante las técnicas de Cultivo
de Tejidos Vegetales puede deberse a cambios genéticos o epigenéticos y representan una
posibilidad importante para obtener variantes somaclonales o mutantes con caracteres
agrondémicos o industriales especificos que se pueden expresarse a nivel celular o vegetal. De
tal forma, es posible crear plantas tolerantes a la sequia, la salinidad y el frio o resistentes al
estrés bidtico que interviene en el rendimiento del cultivo (Larkin y Scowcroft, 1981; Loyola-
Vargas y Ochoa-Alejo, 2018).

3.5 Variacion Somaclonal

En el Cultivo de Tejidos Vegetales la conservacion de la integridad genética de la planta
donante es crucial, sin embargo, se ha demostrado que se producen plantas con anomalias y
variaciones fenotipicas inesperadas que pueden ser favorables o no deseadas (Ranghoo-
Sanmukhiya, 2021). Este fenébmeno es conocido como variacion somaclonal, que produce
cambios que pueden ser de origen genético o epigenético en plantas regeneradas a partir del
Cultivo de Tejidos Vegetales (Larkin y Scowcroft, 1981).

Aunque, en sistemas de produccidon comercial es indeseable mantener y reproducir clones, por
lo que es de gran potencial si se utiliza como herramienta en la mejora de cultivos por la
aparicion de caracteres novedosos que pueden ser aprovechados durante el fitomejoramiento
(Jain, 2001; Bairu et al., 2011). La variacion somaclonal ofrece algunas ventajas para la mejora
genética, que incluyen la alta frecuencia de mutacién y potencial para obtener mutantes in vitro
con caracteristicas novedosas (Cao et al., 2016).

En comparacion de las mutaciones espontaneas in vivo, las variaciones in vitro suelen ocurrir
con mayor frecuencia, por lo que, las causas de la variacion somclonal no han sido explicadas
por completo, la literatura hasta la fecha indica que las variaciones pueden variar desde un
rasgo especifico hasta generar un nuevo genoma de la planta (Yang et al., 2010; Bairu et al.,
2011).



3.5.1 Causas de la variacion somaclonal

Entre los factores que determinan la frecuencia de variacion somaclonal incluyen el método de
propagacion in vitro, la concentracion de reguladores de crecimiento y el nimero de ciclos de
subcultivos, asi como el genotipo de la especie que puede ser mas susceptible a variaciones
(Bairu et al. 2011; Krishna et al., 2016; Martinez-Estrada et al., 2017).

Fuente de explante y forma de regeneracion: La regeneracion de diferentes partes de tejido
altamente diferenciados como hojas, raices y tallos, generalmente tienden a producir mayor
variacion en comparacion al utilizar meristemos, como yemas axilares y puntas de brotes. Por
lo general, cuanto mas viejo sea el explante mayor posibilidad de variacion existe en las plantas
regeneradas. También, la variacién somaclonal se puede presentar a partir de mutaciones
somaticas (quimeras) ya existentes en los explantes de la planta donante (Duncan 1997;
Sahijram et al., 2003; Krishna et al., 2016; Liberatore et al., 2020).

Saravanan et al. (2011) indican que existe una mayor variacion cromosomica cuando los
explantes son sometidos a fase de callo, ya que genera genomas alterados. Debido a que
primero pasa por una fase de desdiferenciacion celular seguida por descontroladas divisiones
celulares (Véazquez, 2001; Liberatore et al., 2020). Probablemente, la regeneracion por via
embriogénesis es la mas valorada para obtener plantas genéticamente uniformes en
comparacion de la via de organogénesis. Esta preferencia es debido que el ADN en etapas
iniciales de la embriogénesis somatica tiene niveles mas bajos de metilacién que en etapas
posteriores (Sahijram et al., 2003; Ranghoo-Sanmukhiya, 2021).

Tipo y concentracién de reguladores de crecimiento:

Existen estudios que informan que la presencia de ciertos reguladores de crecimiento y
antibioticos generan variacion somaclonal durante el cultivo in vitro (Sun et al., 2013).
También, D’ Amato y Bayliss (1985) menciono que las auxinas y citoquininas aumentan la tasa
de variacion somaclonal cuando son agregadas al medio de cultivo (Sales y Butardo, 2014;
Liberatore et al., 2020). En este sentido, se ha reportado que para inducir organogénesis
indirecta se utiliza citoquininas las cuales aumentan la tasa de células poliploides, por el
contrario, al utilizar altas concentraciones de auxinas pueden causar metilacion de ADN e
inestabilidad cromosdmica en las que se incluyen deleciones, duplicaciones, inversiones y
translocaciones (Mancano et al., 2019; Liberatore et al., 2020).

Duraciéon y namero de subcultivos: Se sabe que el tiempo y el aumento de nimero de
subcultivos a traves del cultivo in vitro tiende a mostrar variaciones somaclonales entre las

plantas (Krishna et al., 2016). Pastelin-Solano et al. (2019) demostré en Vanilla planifolia que



medida que aumentan los ciclos de subcultivo se disminuye la tasa de multiplicacion y longitud
de brotes. Por lo que, reporta que posterior al quinto subcultivo es mayor la variacion
somaclonal.

En este contexto, se ha referenciado que en cultivos envejecidos o con varios subcultivos
aumenta la variacion somaclonal en especies como cafia de azucar (Saccharum spp.) (Martinez-
Estrada et al. 2017), babano (Musa spp.) (Bairu et al., 2006), stevia (Stevia rebaudiana)
(Soliman et al. 2014) y vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) (Pastelin-Solano et al.,
2019).

Genotipo y nivel de ploidia: La evidencia existente de muestra que la variacion somaclonal
depende del genotipo, que incluyen cambios como roturas y reordenamiento cromosoémico. Asi
mismo, pueden generarse fragmentos con disposicion anormal de cromosomas y formacion de
micronucleos, mutaciones genéticas, cambios en el nimero de copias de genes, activacion y
transposicion de elementos transponibles (Alvarez et al. 2010; Bairu et al. 2011; Ranghoo-
Sanmukhiya, 2021).

También, Sun et al. (2013) informd que dentro de las variaciones genéticas que se producen
son las mutaciones puntuales, reordenamiento del ADN nuclear u organelar, ploidia y

activacion de genes maviles.

3.6 Mutagénesis in vitro

En términos generales, la mutacion es definida como un cambio espontaneo que se produce
durante la replicacion del ADN o en la division celular. Al inducir mutaciones se mejora el
proceso de evolucion y se explotan los caracteres superiores de un cultivar (Jain et al., 2013).
Una disciplina dedicada al desarrollo de nuevas variedades vegetales es el fitomejoramiento,
el cual utiliza las variaciones genéticas de los individuos con el fin de combinarlas para obtener
nuevos caracteres deseados. Esto se ha podido lograr mediante la aplicacion de tratamientos
fisicos o quimicos que implican cambios en el genoma del material vegetal (Mba et al., 2012;
Holme et al., 2019).

Los tratamientos convencionales utilizan agentes fisicos que incluyen radiaciones ionizantes,
como rayos X, rayos gamma (causan deselecciones y sustituciones) y neutrones rapidos
(perdidas cromosdmicas, deleciones y traslocaciones). Los tratamientos quimicos incluyen
agentes como metanosulfonato de etilo (EMS), sulfato de dimetilo (DMS), etilenimina (EI),
sulfato de dietilo (dES), metilnitrosourea (MNU), etilnitrosouretano (ENU) y etilnitrosourea

(ENU), azida de sodio (NaNs), colchicina y N-etil-N-nitrosourea (NEU), los cuales generan
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mutaciones puntuales. Especificamente el EMS, tiene una reaccion con guanina o timina, que
afiade un grupo etilo y en consecuencia durante la replicacion se reconocen estas bases
modificadas como adenina o citocina respectivamente (Pathirana, 2011; Shelake et al., 2019;
Ahumada-Flores et al., 2020).

Las técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales han facilitado el uso de la mutagénesis in vitro,
el hecho de combinar estas dos técnicas ha demostrado la eficacia para inducir variabilidad en
un corto periodo de tiempo. Existen trabajos en cultivos donde la mutagénesis ya ha sido
utilizada para inducir caracteres Utiles como mejora de la calidad y resistencia a enfermedades,
también se ha utilizado para la mejora de semillas (Bhat et al., 2017).

Todos los posibles éxitos en la obtencion de mutantes a travées del cultivo in vitro, es por la
facilidad de manipular grandes poblaciones en espacios controlados. Una ventaja de
implementar estas técnicas es que son simples y econémicas (Kashtwari et al., 2018).
Ademas, la mutagénesis inducida produce cambios macromoleculares, que conducen a la
alteracion fisiologica y morfoldgica de los genotipos de las plantas (Laskar et al., 2018; Ghori
et al., 2020). Es por esto, que la parte mas critica de la mutagénesis inducida es la seleccién de
un mutageno, dosis y tiempo de exposicion, el tipo de planta, asi como la determinacion de la
DLso que tiene gran relevancia ya que concentraciones elevadas y largos periodos de
exposicion pueden provocar efectos de consideracién en mortalidad del material vegetal
(Gottschalk y Wolff 2012; Ghori et al., 2020; BermUdez-Caraballoso et al., 2020).

3.6.1 Radiacion gamma

La energia emitida por un cuerpo en forma de onda o particula es conocida como radiacion,
esta se propaga mediante un nivel alto de energia que pasa a uno mas bajo. Por lo que, un
material radioactivo es considerado como aquel que emita radiacion ionizante de cualquier tipo
de radiacion alfa, beta 0 gamma. Ademas, el agente debe de tener suficiente energia para
desplazar electrones y causar ionizaciones en la materia (Kumar et al., 2017).

Actualmente, el nimero de mutantes oficialmente registrados hasta el 2020 es de 3362 en
(http://mvgs.iaea.org), de los cuales hasta el 2019, 1.600 se obtuvieron mediante irradiacion
con rayos gamma (L.i et al., 2019a). Los rayos gamma son usados recientemente para esterilizar
alimentos, productos médicos y el mejoramiento vegetal. Este mutdgeno fisico, esta
conformado por particulas pequefias, con longitud de onda de 10 nm que tienen un efecto de
interaccion con moléculas en particular de agua (Kitano et al., 2015).

Desde los primeros trabajos de Muller (1927) en Drosphila con rayos X han surgido muchos

trabajos. Sin embargo, desde 1960 los rayos gamma son la herramienta mutagénica mas
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utilizada por los fitomejoradores, debido a su accesibilidad, alto grado de precision y poder de
penetracion en la materia biolodgica (Suprasanna et al. 2015).

La exposicion de material vegetal con rayos gamma se realiza generalmente en minutos o en
pocas horas con dosis relativamente altas, también se pueden utilizar dosis bajas cada cierto
periodo de tiempo (semanas 0 meses) (Li et al., 2019a). Morita et al. (2009) mencionan que la
irradiacion gamma causa pequefias deleciones de 1-10 pb en comparacion con los neutrones
rapidos que causan deleciones de hasta 300 pb. Asi mismo, los rayos gamma son capaces de
capturar o liberar electrones que cuando atraviesan la materia rompen los enlaces quimicos. En
cambio, las interacciones con el agua tienen un efecto importante es la produccion de radicales
libres que tienden a cambiar de posicion las bases y generar rupturas en el enlace de hidrogeno
con la cadena de ADN. A nivel bioquimico los cambios presentes son en la estructura celular
y metabolismo, como la dilatacion de las membranas tilacoides, la fotosintesis, variaciones en
el sistema antioxidante y el almacenamiento de compuestos fendlicos. Aunque, el principal
organelo afectado por la radiacion es el nucleo celular (Hernandez-Mufioz et al., 2017a).

Por otro lado, la radiacibn gamma en bajas dosis puede estimular el crecimiento y
diferenciacion celular. Este fendmeno es conocido como efecto hormético u hormesis
(Hernandez-Mufioz et al., 2017b). De acuerdo a Calabrese (2018) el efecto hormético se
caracteriza por estimular el desarrollo a dosis bajas e inhibicion o muerte por dosis altas. La
exposicion del tejido a dosis altas de un agente fisico o quimico puede ocasionar efectos toxicos
a través de la aparicion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS). Las ROS pueden dafar la
estructura de carbohidratos, lipidos, proteinas, enzimas y &cidos nucleicos, afectando el
metabolismo de las células (Hase et al., 2020. Los ROS estan asociadas a la hormesis y son
moléculas de sefializacion que desencadenan diferentes procesos fisiologicos, bioquimicos y
moleculares sobre el desarrollo vegetal; sin embargo, la produccion y acumulacion en exceso
de ROS resulta tdxico para los tejidos vegetales (Jalal et al., 2021).

Al respecto Liu et al. (2021) menciona que la radiacion gamma, a altas dosis, puede inducir
estres oxidativo, por lo tanto, la produccion de ROS generada por la exposicion a altas dosis
ocasiona una disminucion de la proliferacion celular, lo que eventualmente conduce a la muerte
celular. El efecto hormético se ha observado en otros trabajos de mutagénesis in vitro con ©Co
en arvejilla (Beyaz et al., 2016), lirio de San Francisco (Hernandez-Mufioz et al., 2017b),
verdolaga (Kapare et al., 2017) y mas recientemente en arroz (Abdelnour-Esquivel et al.,
2020).
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3.6.2 Niveles de deteccion de la mutagénesis

Implementar técnicas de biologia molecular después de la mutagénesis sirve para demostrar la
fidelidad genética de plantas cultivadas in vitro, asi como para generar nuevos cultivares
(Gantait y Kundun, 2017). Las estrategias con marcadores moleculares para determinar la
fidelidad genética de las progenies cultivadas in vitro van desde el uso de marcadores
bioquimicos, fisiologicos, citoldgicos y basados en el ADN (Krishna et al., 2016). Sin embargo,
los marcadores morfoldgicos y bioquimicos no les es posible detectar mutaciones puntuales o
elementos genéticos moviles (de Vicente y Fulton, 2004; Pastelin-Solano et al., 2019).

De igual manera, los marcadores basados en proteinas e isoenzimas son menos polimorficos
en comparacion con los basados en los acidos nucleicos. Los cuales, estan regidos por enzimas
de restriccion en la PCR que son utilizados para el aislamiento de fragmentos diana (Karihaloo,
2015).

De modo que, los marcadores moleculares son una herramienta eficaz para la deteccion y
analisis de variaciones genéticas. Debido a que es importante demostrar la diferencia entre el

mutante y la planta donante (Li et al., 2019).

3.7 Marcadores moleculares

En la actualidad, la agricultura aprovecha la diversidad de los recursos genéticos
implementando métodos para su caracterizacion, utilizacion y conservacion (Dar et al., 2019).
Los métodos convencionales utilizados para caracterizar variaciones dentro y entre varias
poblaciones de plantas son obtenidos en diferentes etapas de crecimiento, por lo tanto,
requieren de un largo periodo de tiempo para la toma de datos. Ademas, es complicado
controlar el genotipo a causa del efecto ambiental (Karihaloo, 2015).

Los marcadores moleculares son fragmentos de ADN con ubicacion especifica en un
cromosoma. Estos son utilizados en varias areas como la taxonomia, la ingenieria genética y el
fitomejoramiento para detectar alteraciones a nivel del ADN o bien para detectar variaciones
en material vegetal sometido a un tratamiento mutagénico (Pardo et al., 2015; Li et al., 2019b;
Kaminska et al., 2020).

Existe una variedad de marcadores moleculares y se pueden clasificar en grupos de acuerdo al
tipo de técnica, como los marcadores de Polimorfismo de la Longitud de Fragmentos de
Restriccion (RFLP) que su técnica es basada en hibridacion, a diferencia de los basados en la
técnica de PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa). En este grupo se encuentran los

marcadores de Polimorfismo de ADN Amplificados al Azar (RAPDs), también los marcadores
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de Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLPs), los Secuencias
Simples Repetitivas (SSR) y los Inter Secuencias Simples Repetitivas (ISSR) (Jiang, 2013;
Gantait y Kundun, 2017; Nadeem et al., 2018).

Los resultados de estas tecnologias ofrecen nuevos enfoques que permiten conocer datos de
secuenciacion hasta el genoma completo de diversas especies de interés agronGmico en poco
tiempo y a bajo costo. Por lo que, se espera que al obtener una mejora genética se perfeccionen

los métodos y asi se beneficie la obtencién de los cultivos (Garrido-Cérdenas et al., 2017).

3.7.1 Marcadores ISSR

Los marcadores Inter Secuencias Simples Repetitivas (ISSR) estan basados en la amplificacién
de segmentos de ADN entre dos regiones repetidas idénticas orientadas de forma opuesta, pero
ubicadas a una distancia que permite la amplificacién. Las repeticiones pueden ser de
secuencias de di, tri, tetra o pentanucleotidos. La longitud de los cebadores generalmente
utilizados es de 10 a 30 pb y pueden estar anclados o desanclados al extremo 5'0 3, con 1 a 4
bases degeneradas en el extremo. Generalmente, resisten a temperaturas de 45-60 °C con
longitud de 200-2000 pb que se visualizan en gel de agarosa o poliacrilamida (Karihaloo, 2015;
Nadeem et al., 2018).

Recientemente, estos marcadores moleculares han sido ampliamente utilizados para detectar
variacion somaclonal de Vanilla planifolia (Bello-Bello et al., 2018; Ramirez-Mosqueda et al.,
2019; Pastelin-Solano et al., 2019) es una técnica simple y efectiva que no requiere de
informacién previa del genoma, el método es rapido en comparacion con otros marcadores
como los RAPD y AFLP (Viehmannova et al., 2014; Peng et al., 2015; Martinez-Estrada et
al., 2017). ComUnmente, en estas investigaciones se utilizan partes de hojas de las plantas para
extraer el ADN debido a su facilidad y especificidad para detectar un fragmento especifico de
la secuencia de ADN asociado al genoma. Los resultados son basados en la comparacion de
bandas ausentes o presentes (Bairu et al., 2011). La presencia de la banda se refiere al genotipo
dominante (homocigoto o heterocigoto), mientras que la ausencia representa el genotipo
homocigoto recesivo, ya que se asume que existen dos alelos por locus (Gonzélez y Aguirre,
2007).

Los estudios han demostrado que son factibles herramientas para estimar la diversidad
genetica, la conservacion, la identificacion y seleccion con enfoques de mejoramiento (Dar et
al., 2019).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del &rea de trabajo

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Colegio de
Posgraduados-Campus Cdrdoba, Km. 348 Carretera Federal Cordoba-Veracruz, C.P. 94946.
Amatlan de los Reyes, Veracruz, México. Localizado geograficamente a 19° 27’ latitud Norte

y 98° 53’ longitud Oeste, a 720 msnm (Figura 1).

Figura 1. Localizacion del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Colegio de
Postgraduados (COLPOS) Campus Cérdoba.
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4.2 Método experimental

INDUCCION DE VARIACION SOMACLONAL EN VAINILLA (Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews) MEDIANTE IRRADIACION GAMMA

Establecimiento in vitro de
explantes

Multiplicacién in vitro en medio
semisolido

Irradiacion gamma con ®°Co

— 0 Gy 20 Gy 40 Gy 60 Gy 80 Gy 100 Gy

Extraccion de ADN

Anélisis PCR- ISSR

Anadlisis de datos y medida de
distancia genética

Figura 2. Estrategia experimental
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4.3 Establecimiento y multiplicacion in vitro de vainilla

Para el establecimiento in vitro se utilizaron tallos jovenes de plantulas madre de vainilla de
20-30 cm de longitud que contenian tres yemas bajo condiciones de invernadero. Las hojas
fueron retiradas de los tallos y se cortaron segmentos nodales de 2 cm de longitud que contenian
una yema. Los nudos fueron utilizados como explantes y fueron lavados con agua corriente y
dos gotas de Tween 20® (Sigma-Aldrich®, Chemical Company, St. Louis, MO, USA) durante
30 minutos. Posteriormente, los explantes se sumergieron en una solucion de fungicida 0.1 mg
Lt de 50WP Captan-ultra® (Arysta Life Science México S.A. de C.V. Coah., MX) durante 30
minutos. En campana de flujo laminar, los explantes se sumergieron en una solucion al 5%
(w/v) de NaCIO (Cloralex™, Industrias Alen, S.A. de C.V, NL, México) (6% i.a.). Finalmente,
se sumergieron en una solucion de cloruro de mercurio (HgCl,) al 1.3% (w/v) durante 15
minutos y se enjugaron cinco veces con agua destilada estéril. Los explantes fueron cultivados
individualmente en tubos de ensayo de 22 x 150 mm que contenian 10 mL de medio MS
(Murashige y skoog, 1962), suplementado con 2 mg L™ de 6-Bencilaminopurina (BAP)
(Sigma-Aldrich®), y 30 g L de sacarosa. EI medio MS fue ajustado a pH de + 5.8 con
hidroxido de sodio (NaOH) 1 Ny se agregd 0.25% (w/v) phytagel™ (Sigma-Aldrich®) como
agente gelificante. El material se esterilizd en una autoclave a 120 °C y 115 kPa por 15 min.
Los cultivos fueron incubados a 24+ 2 °C con un fotoperiodo de 16 h bajo luz LED (50 umol
m s1). Después de dos semanas de cultivo, los explantes fueron transferidos a frascos de 500
mL que contenian 30 mL de medio de multiplicacion MS suplementado con 30 g L de
sacarosa 'y 2 mg L de BAP bajo las condiciones de luz y temperatura antes mencionadas. Se
realizaron tres subcultivos en periodos de 60 dias previo los tratamientos de irradiacion con

BOCO

4.4 Irradiacion de brotes de vainilla con 8°Co

Brotes de aproximadamente 2 cm de longitud fueron irradiados en el Instituto Nacional de
Investigaciones Nucleares, ubicado en la ciudad de Toluca, México con el irradiador
Transelecktro (LG1-01, Budapest, HU) utilizando rayos gamma con ®Co. Los explantes fueron
tratados con dosis de 0, 20, 40, 60, 80 y 100 Gy, con tiempo de exposicion fue de 2.1, 4.2, 6.3,
8.3, 10.4 min, respectivamente. La irradiacion de los brotes se realizd en cajas de Petri de cristal
que contenian medio MS sin reguladores de crecimiento. Fueron utilizados 12 explantes,
distribuyendo cuatro explantes por caja Petri. Posteriormente, los brotes irradiados fueron

transferidos inmediatamente a medio fresco MS de multiplicacion para evitar los posibles
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efectos de desnaturalizacion de los componentes del medio. Los explantes fueron cultivados
durante 60 dias en medio de multiplicacion antes descrito, bajo las condiciones de luz y
temperatura antes mencionadas. Las variables a medir fueron porcentaje de sobrevivencia,

namero de brotes por explante, longitud de brote y nimero de hojas por brote.

4.5 Disefio experimental y andlisis estadistico

Para la irradiacion gamma y multiplicacion in vitro se utiliz6 un disefio experimental
completamente al azar. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado. Los datos fueron
sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA) de una viay comparacion de medias por Tukey
(P <0.05) utilizando el software estadistico IBM SPSS® (version 22 para Windows). Los datos

porcentuales se transformaron con la formula Y = arcsen (,/x/100), donde x es el valor del
porcentaje.

4.6 Extraccién de ADN y analisis ISSR

La planta donante y explantes sin irradiar fueron utilizados como testigo y control,
respectivamente. En todos los experimentos se utilizaron muestras de hojas (0.5 g) de la planta
donante y hojas de 10 brotes seleccionados al azar por cada dosis de irradiacion. La extraccion
de ADN se realiz6 de acuerdo con el método de CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio)
(Stewart y Via, 1993). La cantidad y pureza del ADN se determind por un espectrofotometro
(Nanodrop 2000, Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA). Las muestras de ADN utilizadas
fueron cuando la ratio A260/230 se obtuvo en 1.8-2.2. La integridad del ADN se verifico en
un gel de agarosa al 1.5% (w/v) tefiido con 3 pL de Bromuro de etidio (Sigma-Aldrich®) en
una concentracion de 0.1 uL mI~! usando TAE 1X como buffer, visualizado en un espectro con
luz UV utilizando un sistema de fotodocumentacion (ChemiDoc™XRS Gel Documentation
system, Bio-Rad, CA, USA). Para detectar el polimorfismo del ADN genémico de V.
planifolia, se evaluaron 14 cebadores ISSR (Sigma-Aldrich®). De acuerdo a la resolucion y

reproducibilidad de los patrones de bandas, se seleccionaron ocho (Tabla 2).
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Tabla 2. Marcadores Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) seleccionados para evaluar la
variacién somaclonal de vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) con diferentes dosis de

irradiacion gamma con ®Co

Cebadores Secuencia (5'-3") Tm No. De bandas Rango (bp) Polimorfismo
(%)
UBC-809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 45 7 250-1500 4
TO6 AGAGAGAGAGAGAGAGT 50 4 400-750 3
UBC-840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 52 6 500-1500 28.7
UBC-836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 50 6 400-1500 34.7
UBC-812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 50 4 500-1500 0
UBC-825 ACACACACACACACACT 50 6 500-2000 14.9
UBC-808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 53 9 400-1000 42.6
T05 CGTTGTGTGTGTGTGTGT 53 1 750 0

Tm: Temperatura de alineamiento; pb= pares de bases; Y = C o T residuos.

Las reacciones de PCR se llevaron a un volumen final de 25 pL, que contenia 30 ng de ADN
molde, 1.5 U de GoTaq® DNA Polimerasa (Promega, Madison, W1, USA), 1 X Buffer (10mM
Tris-HCL y 50mM KCl), 2.5 mM de MgClz, 0.2 mM dNTPs, 0.5 uM de primer. Los productos
fueron amplificados en un termociclador Engine System (PTC-200, BIO-RAD, Watertown,
MA). Se utiliz6 un programa a partir de un ciclo a 94 °C durante 4 min; seguido de 35 ciclos a
94 °C durante 50 s, a una temperatura diferente para cada cebador (45-53 °C) durante 50 s y
72 °C durante 90 s. Finalmente, se realiz6 una extension a 72 °C durante 10 min.

Los productos amplificados por PCR se corrieron en geles de agarosa al 2.5% (w/v) en una
solucion amortiguadora TAE 1X a 90 V por 90 min. Los geles se tifieron con 3 uL. Bromuro
de etidio. Se utilizd un marcador de peso molecular de 1kb DNA ladder (Promega, Madison,
WI, USA). Finalmente, los productos de PCR se obtuvieron utilizando el sistema de

fotodocumentacion antes mencionado.

4.7 Analisis de datos moleculares

Se realizd una matriz binaria con las bandas de los fragmentos de ISSR y se registraron como
presentes (1) o ausentes (0). Para cada cebador se calculd el porcentaje de polimorfismo.
Ademas, se realizo un analisis de conglomerados mediante el coeficiente de similitud de
Jaccard basado en la similitud entre conjuntos de muestras en relacion a las coincidencias,
donde 1 es similitud y O es divergencia, y el modelo de aglomeracion neighbor joining (NJ)
basado en la evolucion minima (Saitou y Nei, 1987). La planta donante se fijé como un grupo

externo. La agrupacion de NJ se realizd después de 1000 Bootstrap. Los resultados se
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obtuvieron utilizando el programa Past v 3.04 (Hammer et al., 2001) y fueron expresados en

un dendrograma.

5. RESULTADOS
5.1 Efecto de la radiacion gamma sobre la sobrevivencia y desarrollo in vitro

Las diferentes dosis de irradiacion gamma mostraron un efecto significativo sobre el porcentaje
de sobrevivencia, nimero de brotes por explante, longitud y nimero de hojas por brote (Figura
3). El mayor porcentaje de sobrevivencia se observd en las dosis 0 y 20 Gy, con el 100% de
sobrevivencia; mientras que, los menores porcentajes de sobrevivencia se obtuvieron en las
dosis de 80 y 100 Gy, con 31y 24% de sobrevivencia, respectivamente (Figura 3a). Respecto
al numero de brotes por explante, la mayor cantidad de nuevos brotes se obtuvo en las dosis de
20y 40 Gy, con 5.4y 4.7 brotes por explante, respectivamente; mientras que, la menor cantidad
de brotes se observé en las dosis de 60, 80 y 100 Gy, obteniendo tan sélo 3 brotes por explante
(Figura 3b). La mayor longitud de brote se observo en las dosis 0 y 20 Gy, con 3.1y 3 cm de
longitud, respectivamente. La menor longitud se observé en las dosis de 60, 80 y 100 Gy, con
1.6 a 1.8 cm de altura (Figura 3c). En relacion al nimero de hojas por brote, la mayor cantidad
de hojas se observo en las dosis 0y 20 Gy, con 3.3 y 3 hojas por brote; mientras que, el menor
numero de hojas por brote se observo en 60, 80 y 100 Gy, con 1.6 a 1.7 hojas por brote en

promedio (Figura 3d).
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Figura 3. Efecto de la radiacion gamma sobre la sobrevivencia y desarrollo in vitro de vainilla
(Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews). a) porcentaje de supervivencia, b) brotes por explante,
c) longitud de brote y d) hojas por brote a los 60 dias de cultivo. Los valores representan la
media = ES (error estandar). Medias con diferente letra, son significativamente diferentes
(Tukey, P <0.05).
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Figura 4. Efecto de diferentes dosis de irradiacion gamma en el desarrollo de brotes in vitro
de vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) a los 60 dias de cultivo; a—f) 0, 20, 40, 60,

80y 100 Gy, respectivamente. Barra=1cm.

5.2 Efecto de la radiacion gamma sobre la variacion somaclonal

El analisis ISSR revelo la presencia de bandas monomorficas y polimérficas entre el control y
las diferentes dosis de irradiacion con respecto a la planta donante (Figura 5). Los ocho
cebadores ISSR seleccionados amplificaron un total de 43 fragmentos de entre 250 y 2000 pb.
Los cebadores que mostraron mayor porcentaje de polimorfismo fueron UBC-808 con 42.6%,
seguido de UBC-836 con 34.7% y UBC-840 con 28.7%. Por otro lado, los cebadores que
mostraron menos del 15% de polimorfismo fueron UBC-825, T06 y UBC-809. Los cebadores

TO5y UBC-812 revelaron la presencia de fragmentos monomorficos.
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Figura 5. Patron de electroforesis con marcadores ISSR de diez individuos (1-10) expuestos a
radiacion gamma respecto a la planta donante (D). a) dosis 60 Gy, cebador UBC-812 b) dosis
20 Gy, cebador UBC-840). M= marcador de peso molecular y pb= pares de bases.

El dendrograma basado en el modelo neighbor joining no mostré similitud en las dosis de
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irradiacion evaluadas respecto a la planta donante. De acuerdo a las probabilidades de
Bootstrap, las distancias de similitud y la longitud de las ramas, se considera el primer grupo
formado por la planta donante; mientras que el segundo grupo comprende las dosis de 0, 20,
40, 60, 80 y 100 Gy. EIl segundo grupo se dividié en seis subgrupos, donde se observo al
subgrupo seis con la mayor distancia de similitud (0.76), formado por nueve individuos de
dosis de 100 Gy. La menor distancia se observd en el primer y segundo subgrupo con una
distancia de 0.88 y 0.86, con un individuo de 0 y 20 Gy, respectivamente. Para el resto de los
subgrupos, no se observo una tendencia de agrupacion respecto a las dosis de radiacion gamma

evaluadas (Figura 6).
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Figura 6. Dendrograma de similitud genética basado en el coeficiente de Jaccard
incorporandose al modelo de aglomeracién neighbor joining. El analisis fue calculado para

cada dosis de irradiacion gamma con respecto a la planta donante.
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6. DISCUSION

6.1 Efecto de la irradiacion gamma sobre la sobrevivencia y desarrollo in vitro

En este estudio se demostro que la irradiacion gamma tiene un efecto sobre la sobrevivencia y
desarrollo durante la multiplicacion in vitro de V. planifolia. La mortalidad de los explantes a
dosis superiores a 60 Gy pudiera explicarse debido a que la radiosensibilidad de los explantes
emitida por los rayos gama. La sensibilidad de los explantes a la radiacion gamma depende del
tipo de tejido, tamafio, grado de desarrollo y contenido de agua (Hernandez-Mufioz et al.,
2019). La radiacion ionizante interactta con &tomos y moléculas para producir radicales libres
en las células. Estos radicales pueden dafiar la estructura de biomoléculas como carbohidratos,
lipidos, proteinas, enzimas y acidos nucleicos, afectando el metabolismo primario de las plantas
(Chahal y Gosal, 2002; Magdy et al., 2020). Ademas, la irradiacion puede afectar procesos
bioquimicos como la fotosintesis, la respiracion, ciclo de Kreps y el metabolismo de
biomoléculas. De acuerdo a Hasbullah et al., (2012) y Hernandez-Mufioz et al., (2019c), la
irradiacion puede afectar también la division celular, dafios en los cromosomas y ADN.

El incremento en el nimero de brotes por explantes en dosis de 20 y 40 Gy pudiera estar
asociado a un efecto hormético. De acuerdo a Calabrese (2018) el efecto hormético se
caracteriza por estimular el desarrollo a dosis bajas e inhibicion o muerte por dosis altas. De
acuerdo a Jalal et al. (2021), las especies reactivas de oxigeno (ROS) estan asociadas a la
hormesis debido a que son moléculas de sefializacion que desencadenan diferentes procesos
fisiolégicos, bioquimicos y moleculares sobre el desarrollo vegetal. En este estudio, dosis
superiores a 60 Gy ocasionaron la muerte de los explantes y una reduccién en namero de brotes
por explante, longitud de los brotes y numero de hojas por brote. La reduccion de desarrollo y
aumento en la tasa de mortalidad en dosis elevadas pudiera estar asociado a una mayor
produccién y acumulacion de ROS, que resulta toxico para los tejidos vegetales.

En este estudio, la generacién de radicales libres ocasionada por los rayos gamma pudo deberse
a dos eventos: 1) debido a la radiolisis de agua que se encuentra en los tejidos y/o debido a un
estrés oxidativo ocasionado por radiosensibilidad. Al respecto, Oliveira et al. (2021)
mencionan que la acumulacion en exceso de radicales libres que resultan de la radidlisis del
agua producen efectos negativos sobre biomoléculas estructurales y funcionales ocasionando
alteraciones del metabolismo celular. Mientras que, Liu et al. (2021) menciona que altas dosis
de radiacion gamma puede inducir estrés oxidativo; este estrés genera la formacién de ROS
que afecta la division celular y conduce a la apoptosis.

Los mecanismos del efecto hormético no estdn completamente elucidados; sin embrago,

24



lavicoli et al. (2018) mencionan que la hormesis es una respuesta adaptativa de preparacion o
acoplamiento a un estrés de mayor magnitud basado en un evento evolutivo. El efecto
hormético se ha observado en otros trabajos de mutagénesis in vitro con ® Co en arvejilla
(Beyaz et al., 2016), lirio de San Francisco (Herndndez-Mufoz et al., 2017b), verdolaga
(Kapare et al., 2017) y mas recientemente en arroz (Abdelnour-Esquivel et al., 2020). Estos
resultados sugieren que la irradiacion gamma con %°Co podria promover la morfogénesis in

vitro en explantes en un estado de dormancia en especies recalcitrantes.

6.2 Efecto de la radiacion gamma sobre la variacion somaclonal

Los marcadores ISSR lograron detectar variaciones somaclonales entre los individuos y las
diferentes dosis de irradiacion gamma evaluadas. Al respecto, Khan et al. (2021) mencionan
que los marcadores ISSR producen mdltiples bandas en un mismo locus, son altamente
reproducible y no necesita informacién previa del genoma la planta. En este estudio, los
cebadores UBC-808, UBC-836 y UBC-840 revelaron el mayor porcentaje de polimorficos y
pueden ser utilizados para futuros analisis de variacion somaclonal o diversidad genéticaen V.
planifolia.

De manera general, los individuos irradiados con dosis de 100 Gy mostraron la menor similitud
genética; sin embargo, para el resto de las dosis evaluadas no se observo una tendencia de
agrupacion. En vainilla, otros estudios sobre el andlisis de la variacion somaclonal utilizando
marcadores ISSR han observado que esta especie tiende a ser inestable genéticamente a la
regeneracion in vitro (Ramirez-Mosqueda et al., 2015; Bello-Bello et al., 2018; Pastelin-Solano
et al., 2019). Ramirez-Mosqueda et al. (2015) reportaron variacion somaclonal durante la
organogenesis indirecta, con 71.66% de polimorfismo. Bello-Bello et al. (2018), encontraron
un aumenté en el porcentaje de polimorfismo al incrementar las concentraciones de
nanoparticulas de planta (AgNP) en el medio de cultivo durante el crecimiento de V. planifolia,
con 25% de polimorfismo en la concentracion de 200 mg L™! de AgNP. Pastelin-Solano et al.
(2019) demostro que el numero de subcultivos durante la organogénesis directa es un factor
importante sobre el aumento en la variacion somaclonal, obteniendo porcentajes de
polimorfismo mayores a 15% a partir del subcultivo nimero seis. Por otro lado, otros estudios
demuestran la nula variacién somaclonal en V. planifolia (Sreedhar et al., 2007; Gantait et al.,
2009; Ramirez-Mosqueda et al., 2019 y Manokari et al., 2021). Sreedhar et al. (2007) no
observaron variacion somaclonal durante el crecimiento a largo plazo utilizando marcadores

moleculares RAPD e ISSR. Gantait et al. (2009) no observaron variacion somaclonal después
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de cinco subcultivos durante organogenesis directa utilizando marcadores ISSR. Ramirez-
Mosqueda et al. (2019) en plantas variegadas obtenidas durante organogénesis directa en
inmersién temporal obtuvieron 0% de polimorfismo mediante ISSR. Recientemente, Manokari
et al. (2021) mediante la organogénesis directa demostraron 0% de polimorfismo mediante
marcadores basados en polimorfismo dirigido al codén de inicio (SCoT).

La variacion somaclonal durante el cultivo in vitro puede originarse a través de varios aspectos
como son: tipo de explante, via de regeneracion, numero de subcultivo, duracion del cultivo,
tipo reguladores de crecimiento, el genotipo y nivel de ploidia (Bairu et al., 2011; Ranghoo-
Sanmukhiya et al., 2021). Sin embargo, la variacién somaclonal puede ser inducida médiate
agentes mutagénicos quimicos y fisicos. La radiacion gamma mediante ®°Co puede generar
mutaciones del tipo deleciones e inserciones, traslocaciones y sustituciones de bases (Yang et
al., 2019; Holme et al., 2019). De acuerdo Jain (2001), las mutaciones que se producen por la
variabilidad somaclonal son muy similares a las producidas espontaneamente o por métodos
de mutagénesis.

La variacion somaclonal obtenida en explantes no irradiados pudiera explicarse debido a la
naturaleza genética de la V. planifolia. Al respecto, Nair y Ravindra (1994) y Bory et al. (2008)
observaron en vainilla asociaciones somaticas y anomalias en el nimero de cromosomas,
siendo menor al reportado 2n = 32. Esto podria explicar que durante la regeneracién in vitro de
vainilla se espere mayor variacién somaclonal en comparacidon con otras especies que no
muestran asociacion somatica ni anomalias en el nivel de ploidia. La variacion somaclonal
encontrada en los tratamientos irradiados, ademas de la naturaleza genética de la especie,
pudiera estar ocasionada gracias a la alta capacidad de penetracion de los rayos gamma y
principalmente a las roturas de los enlaces quimicos de la doble cadena del ADN, eliminando
nucledtidos o sustituyéndolos por nuevos (Oladosu et al., 2016). En este estudio, las
mutaciones en el ADN probablemente pueden afectar a genes homeo6ticos con efectos en la
capacidad de regenerar nuevos brotes.

Predieri (2001) y Bairu et al. (2011) mencionan que el cultivo in vitro incrementa la eficiencia
conde los tratamientos mutagenicos debido a la manipulacion de explantes en constante
division celular bajo condiciones controladas sin factores biéticos o abioticos que interfiera en
el tratamiento mutagénico. El efecto de la mutagénesis in vitro mediante °Co para ampliar la
variacion genética con fines de mejoramiento ha sido estudiada en lirio de San Francisco
(Hernandez-Mufoz et al., 2017b), arroz (Abdelnour-Esquivel et al., 2020), jengibre (Sharma
et al., 2020), papa (Mohamed et al., 2021), tomate (Ozge et al., 2021).

26



6.3 Discusion general

La especie V. planifolia tiene una baja variabilidad genética debido al sistema de propagacion
asexual por esquejes (Villanueva-Viramontes et al., 2017). Este método de propagacion
comercial limita la diversidad de la especie. En vainilla, la variacion somaclonal es una
alternativa para ampliar la base genética de esta especie y generar de nuevos alelos (Pastelin-
Solano et al., 2019) que puedan enfrentar la depresién endogamica que presenta esta especie.
El aumento en la diversidad genética de vainilla es un factor importante que contribuye a la
resistencia a factores bidticos y tolerancia a factores abidticos ocasionados por diferentes
escenarios de cambio climatico para evitar su extincion. La radiacion gamma es un método de
mutagenesis de gran utilidad para generar variaciones genéticas para el mejoramiento de esta
especie.

En este estudio se observd que la radiacion gamma tiene un efecto hormético sobre los
explantes, promoviendo la formacion de nuevos brotes a bajas dosis (20 y 40 Gy) e inhibicion
de la brotacion y muerte a dosis altas (60-100 Gy). Ademas, se demostr6 que la regeneracion
in vitro via organogénesis directa y las diferentes dosis de irradiacibn gamma evaluadas con
%0Co tiene efecto sobre la variacion somaclonal. El analisis de agrupamiento NJ y distancia
genética de Jaccard mostrd que el tratamiento sin irradiacion y los tratamientos con irradiacion
presentan divergencia genética respecto a la planta donante. Los marcadores ISSR mostraron
ser eficientes para detectar variacién somaclonal. Estos resultados fundamentan la posibilidad
de utilizar rayos gamma durante el cultivo in vitro para ampliar la diversidad genética y

emprender un programa de mejoramiento en vainilla.
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7. CONCLUSIONES

Se observo un efecto hormético sobre los explantes in vitro de vainilla, caracterizado por
promover el desarrollo a bajas dosis (20 y 40 Gy) e inhibicién y muerte altas dosis (60-100
Gy).

El polimorfismo obtenido mediante los marcadores ISSR demostro la existencia de variacion
somaclonal en el tratamiento sin irradiar y los tratamientos irradiados.

El analisis de conglomerados neighbor joining y el coeficiente de similitud de Jaccard mostrd
que el tratamiento sin irradiacion y los tratamientos con irradiacién presentan variacion
somaclonal respecto a la planta donante.

En este estudio se demostré que la regeneracién in vitro via organogénesis directa y las
diferentes dosis de irradiacion gamma evaluadas con 8°Co tuvieron efecto sobre la variacion
somaclonal. Los marcadores ISSR mostraron ser eficientes para detectar variacion somaclonal.
Estos resultados abren la posibilidad de utilizar rayos gamma para ampliar la diversidad

genética y emprender un programa de mejoramiento en vainilla.
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