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Resumen

La investigacion sobre la tolerancia natural de los frutos a las podredumbres de
almacenamiento requiere el uso de un protocolo de cribado éptimo. El Penicillium
expansum es un agente etioldgico causante de la ‘podredumbre hiimeda de corazon’ en
manzanas. En este trabajo y con el objetivo de optimizar un protocolo de bioensayo para
la evaluaciéon de la susceptibilidad/tolerancia frente a P. expansum, se inocularon 29
accesiones de manzana de la Estacion Experimental de Aula Dei. Se incubaron durante 14
dias y se midi6 el didmetro de la lesion y el didmetro de cada fruto y se calcularon 4
nuevos parametros de fenotipado. Se compararon los parametros entre si y con el
diametro de la lesion en cuanto a la estabilidad segtn el cultivar, la deteccion de efectos
significativos de parametros bioquimicos y la correlacion con el didmetro del fruto. Los
resultados indicaron que la profundidad calculada de la lesién era el mejor parametro
ensayado, ya que no estaba influida por el tamafio del fruto, era estable dentro de una
misma accesion y resultaba en mas correlaciones significativas con otros parametros
bioquimicos medidos.

Palabras clave: Malus x domestica, germoplasma, Moho azul, protocolo, podredumbre.

INTRODUCCION

El estudio de la susceptibilidad de distintas accesiones de manzano (Malus x
domestica Borkh) a la infeccion por Penicillium expansum Link es de gran interés, no
solo por las pérdidas economicas en la fase de poscosecha, sino también por el peligro
para la salud humana, dadas las toxinas secretadas por el hongo. La busqueda y
explotacion de fuentes naturales de tolerancia a P. expansum constituye un método natural
y sostenible de proteccion contra el hongo. Para un bioensayo preciso, se debe tener en
cuenta tres aspectos claves de este: el control de los distintos efectos que pueden influir
sobre el fenotipado, la planificacion del experimento y el fenotipado en si.

En primer lugar, es imperativo disponer y cosechar todos los genotipos a evaluar
en el mismo nivel de madurez, dado que el estado de madurez de los frutos influye
directamente sobre la susceptibilidad a P expansum (Vilanova et al., 2014). En este
sentido, y para una planificacién Optima del experimento, se aconseja almacenar los
frutos en frio antes de inocularlos, en vez de hacerlo justo después de la cosecha. Asi, nos
aseguramos la obtencién de mas diferencias significativas entre accesiones. Este es el
caso en las infecciones por Colletotrichum fioriniae (Marcelino & Gouli) Pennycook, que
resultan mas diferenciadas en los frutos almacenados durante 3 meses a 2°C que en los
frutos recién cosechados (Grammen et al., 2019). También Vilanova et al. (2012)
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encontraron mas diferencias en cuanto a la susceptibilidad frente a P. expansum en
manzanas almacenadas a 0°C que a 20°C. Finalmente, para un fenotipado preciso, el uso
de un parametro no influido por la forma y el tamafio del fruto es imprescindible. El
parametro mas comunmente usado es el didmetro de la lesion. No obstante, este
parametro se ve muy influido por el tamafio del fruto. Ademas, esta medida esta siempre
limitada a las lesiones que son mas pequefias que el didmetro del fruto inoculado. Este
trabajo trata de poner a punto un protocolo de cribado fenotipico de resistencia al hongo,
poniendo el énfasis sobre la busqueda de pardmetros de fenotipado precisos y no influidos
por el tamafio del fruto.

MATERIAL Y METODOS

En 2021, se cosecharon 29 accesiones de manzano del Banco de Germoplasma de
la Estacion Experimental de Aula Dei-CSIC (Aragén, Zaragoza) para su posterior
analisis. Fueron almacenadas en una camara fria a 1.5-2°C durante 4 meses antes de su
inoculacién. Las variedades fueron inoculadas mediante puncién en un punto alrededor
del eje central y una posterior infiltracién con 5 pl de una soluciéon conidial. La solucién
proviene del aclarado de un cultivo de P. expansum en placas y contiene 6.1 x 107
con/mL. Tras la inoculacidn, los frutos artificialmente infectados fueron incubados en la
oscuridad durante 14 dias a 25°C y con una humedad relativa (HR) de 40-60%.

El didametro de la lesion (DL) se midio, tras dos semanas de incubacion, en
sectores perpendiculares (sectores longitudinales y latitudinales de los frutos cuando las
lesiones no eran perfectamente circulares) con un calibre digital. También se estimo el
diametro del fruto para calcular cuatro pardmetros mas: la profundidad de la lesién (PL)
(Ecuacion (1)), el arco de la lesion (AR) (Ecuacion (2)), la proporcion del arco de la
lesion en relacion a la circunferencia del fruto (PAR) (Ecuacion (3)), y finalmente la
proporcion entre el volumen de la lesion y el volumen del fruto (PV), que se calculd
considerando Ia lesion como una media esfera, cuyo radio es la profundidad de lesion y
considerando que la manzana es una esfera, cuyo didmetro es el de la manzana en la zona
ecuatorial (Ecuacion (4)) (Figuras 1 y 2). Estos parametros se utilizaron en la
determinacion de la gravedad de las lesiones para la evaluacion de la
tolerancia/susceptibilidad de las accesiones.

PL = D*sin(180 - 2*(Acos(A/D))/4) 1)
AR = D*x * (180 — 2*(Acos(A/D)))/360)  (2)
PAR = C/(D*x) &)
PV = (n*(D/2)"3)-((n*B"3)/2) @)

Para evaluar la fiabilidad de cada parametro calculado, se establecieron los
siguientes criterios y se realizaron las pruebas correspondientes para evaluarlos. Asi, se
definié que un buen parametro para el fenotipado debe tener y/o cumplir:

1. Correlacion baja o nula con el tamaiio del fruto (bajo sesgo de tamario del fruto).
2. Baja desviacion estandar normalizada entre las réplicas de una misma accesion.
3. Correlaciones significativas con varios parametros quimicos.

Tras definir el tipo de parametros de fenotipado y la relacion entre todos ellos,
paralelamente se llevaron a cabo varios analisis bioquimicos de partida en los frutos no
inoculados. Se analizé el contenido en fenoles totales (TPC) con el método
Folin-Ciocalteau (Singleton y Rossi, 1965), el contenido en flavonoides totales (TFC) con
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el método colorimétrico especificado por Zhishen et al. (1999) y el contenido en acido
ascorbico (AsA) segun Zaharieva y Abadia (2003). Ademas, la actividad enzimatica de la
Fenilalanina amonio-liasa (PAL) fue determinada con el método descrito por Tovar et al.
(2002), y las actividades de la Peroxidasa (POX) y de la Polifenol oxidasa (PPO) fueron
determinadas respectivamente con los métodos de Dann y Deverall (2000) y de Galeazzi
et al. (1981). Finalmente, el contenido en proteinas fue determinado segin Bradford
(1976). Los valores del indice de madurez (IM) y del contenido en sélidos solubles (CSS)
provienen de los datos de Mignard et al. (2021) sobre las mismas variedades.

El efecto de los diferentes genotipos y de los parametros bioquimicos sobre el DL
y otros pardmetros fenotipicos, desarrollados en cada fruto tras la inoculacion, se analizd
estadisticamente mediante un andlisis de correlacion de Pearson. A continuacion, se
calcul6 la desviacion estdndar normalizada de cada parametro de fenotipado, y se calculd
la correlacion de Pearson de cada parametro con el didmetro del fruto inoculado. Todos
los analisis estadisticos se hicieron mediante el lenguaje R (v.4.2.0) (R Core Development
Team, 2019).

RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion de los distintos parametros fenotipicos observados segun los tres
criterios (numero de correlaciones significativas con parametros bioquimicos, estabilidad
e independencia del tamafio del fruto) queda recogida en la Tabla 1. El analisis mostro
que varios parametros bioquimicos mostraron un efecto significativo sobre los parametros
fenotipicos medidos. Las correlaciones de Pearson entre los parametros de fenotipado y
los parametros bioquimicos cuantificados se presentan en la Tabla 2. Los andlisis
mostraron que la profundidad de la lesion (PV) y la proporcion del arco de la lesion
(PAR) solo presentaron una correlacion significativa con solo uno de los pardmetros
bioquimicos analizados. Asi, la PAR se correlaciond con el 4acido ascorbico (r=0,45) y la
PV con el contenido en proteinas (r=0,39). El arco de lesion (AR) y el diametro de la
lesion (DL) mostraron dos correlaciones significativas, pero no con los mismos
parametros: el DL con la actividad de la PPO (r=-0,42) y con el contenido en soélidos
solubles (CSS) (r=-0.,4), y el AR con la actividad de la PPO (r=-0,4) y con el AsA
(r=0,37). Finalmente, la profundidad de la lesion (PL) se correlaciono significativamente
con tres pardmetros bioquimicos: la actividad de la PPO (r=-0,42), el CSS (r=-0,38) y el
IM (r=-0,36). La desviacion estdndar normalizada del DL, de la PL y del AR fueron
respectivamente de 4,1%, 5,59% y 6,61%, lo que es aceptable. Por otra parte, la PAR y la
PV mostraron una alta variaciéon segun el cultivar, con valores de 9,26% y 13,05%
respectivamente. En cuanto a la correlacion con el tamafio del fruto, el DL, la PAR y la
PV, mostraron una correlacion altamente significativa (DL 1=0,73; PAR r=-0.49; PV
r=-0,52). Sin embargo, el AR y la PL no se correlacionaban con el didmetro del fruto, lo
que les convierte en parametros independientes del tamafio del fruto, y por ello, en
mejores parametros.

CONCLUSIONES

Tras el andlisis de los resultados obtenidos, se concluyé que la profundidad de
lesion (PL) y el arco (AR) de ésta fueron parametros no influidos por el didmetro del
fruto, al contrario que el didmetro de la lesion. Ademas, fueron bastante estables dentro de
las distintas accesiones inoculadas artificialmente. El arco de la lesion no mostré una
correlacion significativa con el contenido en solidos solubles (CSS), al contrario que el
diametro de la lesion y su profundidad. Sin embargo, el arco de la lesion (AR) fue el
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unico de los parametros no influidos por el tamafio del fruto y ademas se correlaciond con
el acido ascorbico (AsA). Finalmente, la profundidad de la lesion resulto
significativamente correlacionada con los mismos parametros que el didmetro de la lesion
(la actividad de Ia PPO y el CSS) y con un parametro mas (el indice de madurez). Por
todo ello se propone la profundidad de lesion calculada como pardmetro de fenotipado
alternativo al didmetro de la lesion, y el arco de la lesion como complemento para poder
permitir un mejor fenotipado en futuros trabajos de evaluacion de
susceptibilidad/tolerancia frente a P. expansum.
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TABLAS

Tabla 1. Resumen de la evaluacion de cada parametro de fenotipado.

Parametro DL AR PAR PV PL
N 2 2 1 1 3
Coeficiente de variacion 4,10% 6.61% 9,26% 13,05%  5,59%

Correlacién con el didmetro del

0,73%** ns -0,49**  .(Q,52** ns
fruto

Estadisticamente significativo a *: P <0,05; **: P <0,01; ***: P < 0,001 y ns, no significativo.
Abreviaciones: N, nimero de correlaciones significativas con parametros bioquimicos, DL,
diametro de la lesion, AR, arco de la lesion, PAR, proporcion del arco de la lesion sobre la
circunferencia del fruto, PV, proporcion del volumen de la lesion sobre el volumen del fruto, PL,
profundidad de la lesion

Tabla 2. Correlaciones de Pearson entre parametros fenotipicos y bioquimicos para las 29
accesiones de manzana evaluadas.

Parametros DL AR PAR PV PL
TPC (mg GAE.g-1 PS) - 0,068  -0,041 0,033 0,077 -0,038
TFC (ug CAT.g-1 PS) - 0,10 - 0,02 0,1 0,15 - 0,03
AsA (ng AsA.g-1 PS) 0,054 0,370* 0,454** 0,358 0,204
Proteinas (mg.g-1 PS) 0,109 0,242 0,324 0,392* 0,249
PAL (U.g-1 proteina) 0,045 - 0,084 -0,252  -0,351 -0.,082
POX (U.g-1 proteina) -0,013 -0,173 -0,232 -0,217 -0,114
PPO (U.g-1 proteina) -0,421* -0,401* -0,192 -0,148 -0.426*
IM (Mignard et al., 2021) - 0,28 - 0,29 -0,22 -0,29  -0,36*
CSS (°Brix)(Mignard et al., 2021) - 0,40* - 0,31 -0,11 -0,14  -0,38*

Estadisticamente significativo a *: P <0,05; **: P <0,01; ***: P < 0,001 y ns, no significativo.
Abreviaciones: DL, Diametro de la lesion, AR, Arco de la lesion, PAR, Proporcién del arco de la
lesion sobre la circunferencia del fruto, PV, Proporcion del volumen de la lesion sobre el volumen
del fruto, PL, Profundidad de la lesion, TFC, Contenido en Fenoles Totales; GAE, Equivalente de
acido galico; PS, Peso seco; TFC, Contenido en Flavonoides Totales; CAT, Cateqina; AsA, Acido
ascorbico; PAL, Fenilalanina amonio liasa; U, Unidades de actividad enzimatica; POX,
Peroxidasas; PPO, Polifenol Oxidasa; IM, indice de madurez; CSS, Contenido en Sélidos
Solubles.
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FIGURAS

Figura 1. Representacion de los pardmetros de fenotipado medidos en un corte latitudinal
de manzana: DL= didmetro de la lesion, PL= profundidad de la lesion, AR= arco de
la lesion, DF= diametro del fruto.

Figura 2. Corte longitudinal de una manzana inoculada artificialmente con P. expansum
tras 14 dias de incubacion.
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