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COMPATIBILIDAD Y DESEMPENO AGRONOMICO DEL CHILE MANZANO (Capsicum
pubescens R. y P.) INJERTADO SOBRE CM-334 (Capsicum annuum L.)

COMPATIBILITY AND AGRONOMIC BEHAVIOR OF MANZANO HOT PEPPER (Capsicum
pubescens R.y P.) GRAFTED ON CM-334 (Capsicum annuum L..)

Estela Martinez Soriano® y Mario Pérez Grajales?

RESUMEN GENERAL

Uno de los principales patdgenos que afectan al cultivo
del chile manzano es el hongo Phytophthora capsici
que puede causar pérdidas del 100 % cuando las
condiciones ambientales son favorables. El portainjerto
chile serrano “Criollo de Morelos CM-334” (Capsicum
annuum) es considerado como el resistente universal a
P. capsici. El objetivo de este trabajo fue estudiar la
compatibilidad y desempefio agronémico del chile
manzano injertado sobre CM-334. Se realizd el injerto
tipo empalme con grapa de plastico en camara de
curado e in vitro, se tuvo un prendimiento del 90.9 % y
55.3 9%, respectivamente. Se realizaron cortes
anatémicos del punto de union y se observaron células
de callo depositando nuevo xilema y floema a los 13
dias después de injertar. Las plantas injertadas en
camara de curado fueron cultivadas en condiciones de
invernadero con tezontle y composta (2:1) como
sustrato y uso de solucién nutritiva de Steiner al 50 %.
Al estudiar el efecto individual del portainjerto los
valores promedio de las variables morfoldgicas y de
rendimiento fueron mayores en plantas injertadas, con
un aumento en rendimiento del 32 %, ademas el injerto
permitio tres semanas de precocidad a produccion. En
la evaluacion del efecto de niveles de poda en plantas
de chile manzano injertadas, el manejo a dos tallos
permitié aumentar el rendimiento 8.89 % con respecto
a las de cuatro tallos y 42.58 % mas que las plantas sin
poda. Los frutos de plantas injertadas tuvieron las
caracteristicas de frutos comercializables en las
variables: peso de fruto (70.37 g), volumen (95.85 ml),
longitud (5.35 cm) y diametro (5.5 cm). El uso de
micorrizas promovié el 60.17 % de colonizacion en
raices del CM-334 en el sistema de produccién
manejado. Las plantas de chile manzano injertadas
sobre CM-334 presentaron compatibilidad, manejadas
a dos tallos y con inoculaciéon de micorrizas, son una
alternativa viable para el control de P. capsici sin
disminuir el rendimiento y calidad de fruto.

PALABRAS CLAVE: Phytophthora capsici, injerto,
resistencia a enfermedades, poda, micorrizas.

L Autora de la tesis/ Graduated student
2 Director de tesis/ Thesis advisor

GENERAL ABSTRACT
One of the main pathogens that affect the manzano hot

pepper crops is the fungus Phytophthora capsici that
can cause 100 % losses when environmental conditions
are favorable. The rootstock chili serrano “Landrace
from Morelos CM-334" (Capsicum annuum) is
considered the universal resistant to P. capsici. The aim
of this research was study the compatibility and
agronomic behavior of manzano hot pepper onto CM-
334. The graft type splicing was performed in curing
chamber and under in vitro conditions. The success of
this process was 90.9 % and 55.3 % respectively.
Anatomic sections of the junction were performed and
callus cells were observed depositing new xylem and
phloem at 13 days after grafting. Grafted plants in
curing chamber were grown in greenhouse conditions
with tezontle and compost (2:1) as substrate and the use
of Stenier nutrient solution 50 %. By studying the
individual effect of the rootstock average values of
morphological variables and behavior were higher in
grafted plants, with an increase in yield of 32 %, also
the graft allowed three weeks of earliness to production.
In the evaluation of pruning levels in plants of manzano
hot pepper onto CM-334, handling two stems allowed
to increase the yield 8.89 % higher than the plants
handled with four stems and 42.58 % higher than the
plants without pruning. The fruits of grafted plants had
the characteristics of marketable fruits in the variables:
weight (70.37 g), volume (95.85 ml), length (5.35 cm)
and diameter (5.5 cm). The use of mycorrhizae
presented 60.17 % of colonization in roots of the CM-
334 in the production system handled. Plants from the
manzano hot pepper onto CM-334 showed
compatibility, managed two stems and with inoculation
of mycorrhizae, they are a viable alternative for the
control of P.capsici without reducing yield and fruit
quality.

KEY WORDS: Phytophthora capsici, graft, disease
resistance, pruning, mycorrhizae.
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INTRODUCCION GENERAL

El chile manzano es una especie originaria de las partes altas de Per( y Bolivia, de
donde se introdujo a México a principios del siglo XX. Actualmente en nuestro pais
existen cerca de 2,000 ha establecidas con el cultivo en zonas altas (1700 a 2500
msnm) de los estados de Puebla, Michoacan, Veracruz, México, Chiapas, entre otros.
La creciente demanda de chile manzano para el mercado de exportacion y el mercado
nacional requiere de mayor calidad, rendimiento, y oportunidad en su produccién. Para
ello, se han empleado técnicas mas sofisticadas en la nutricion, riego, podas, tutoreo
y, en el control de plagas y enfermedades en su proceso de cultivo (Pérez y Castro,

2008).

Dentro de las principales enfermedades que afectan al chile manzano se encuentra la
marchitez o secadera del chile (Pérez y Castro, 2008), ocasionada por Phytophthora
capsici; Agrios (2011) menciona que tal patdgeno genera también la pudricion de la
raiz del pimiento, zanahoria y calabaza, y la pudricion del fruto de pimiento, tomate,
berenjena y las demds cucurbitaceas, entre otras plantas. La marchitez del chile
generalmente se produce durante los periodos en que el ambiente calido y himedo es
prolongado. P. capsici es diseminado hacia los 6rganos aéreos de las planta por agua
superficial y salpique por lluvia (Blancard, 2000). El exceso de humedad en el suelo y
temperaturas de 10 a 30 °C, con Optimas de 24 a 26 °C son determinantes para el
desarrollo de ataques severos y pérdidas extensas; la saturacion del suelo con agua por
un minimo de 5 horas es suficiente para favorecer la infeccion de las plantas por el
patdgeno (Stevenson, 2001). P. capsici penetra por estomas, lenticelas e hidatodos, o

directamente rompiendo las barreras de proteccion de la cuticula de la planta, mediante



la secrecion de enzimas pectoliticas que reblandecen o maceran los componentes de
dichas barreras (Redondo-Juérez, 1986). En la mayoria de los casos el patégeno inicia
su ataque a nivel del cuello de la planta produciendo cancros de color café oscuro, al
principio humedos y después se vuelven blandos y secos, acompafados de una ligera
constriccion que avanza rapidamente; esto ocasiona una marchitez progresiva del
hospedante conforme avanza la enfermedad hasta que la planta cae al suelo y muere

(Cruz-Alcala, 1996).

Las tendencias de la actividad agricola en el &mbito mundial, de reducir la dependencia
de quimicos sintéticos y el tamafio de las areas dedicadas a la agricultura, sin que esto
afecte el volumen y la calidad de la produccion de alimentos, han impulsado a los
investigadores a generar alternativas que permitan hacer més eficiente la produccion

con menor uso de agroquimicos (Solis et al., 2005).

La injertacion es una préactica que permite evitar los tratamientos quimicos de
desinfeccion de suelo mediante el empleo de portainjertos resistentes a uno o varios
patdgenos del suelo y también permite incorporar ciertas caracteristicas productivas al
cultivo (Privitera y Siviero, 1999). Los principales objetivos del uso de plantula
injertada son: 1) resistencia a enfermedades ocasionadas por patégenos con origen en
el suelo, 2) incremento de rendimiento y calidad y 3) mejorar la fisiologia de las plantas
a una adaptacién mayor a ambientes desfavorables (Kubota et al., 2008). Sin embargo,
el uso de portainjertos con resistencia a ciertos patdgenos y otro tipo de estrés bidtico
puede tener un impacto negativo, neutro o positivo en el rendimiento aun en ausencia

del patgeno o estrés bidtico (Louws et al., 2010)



Entre las especies horticolas, s6lo se injertan en el &mbito comercial solanaceas
(tomate, pimiento, berenjena) y cucurbiticeas (meldn, sandia y pepino) (Gonzélez,
1999), aunque existen estudios sobre injertos en cruciferas (Oda y Nakajima, 1992).
En la década de 1990, 59 % de la produccion en Japdn (meldn, sandia, pepino, tomate
y berenjena) y 81 % en Corea se realizaba con plantulas injertadas (Lee, 1994; Lee y
Oda, 2003). Lee (1994) reportd 337 millones de plantulas injertadas anualmente en
Corea, 651 millones en Japon (campo abierto e invernaderos). Méas del 95 % de las
sandias en ambos paises son injertadas. La mayoria de los pepinos en invernadero son
injertados y a campo abierto de 10 a 30 %. Para 2005 en Jap6n se injertaban 500
millones de plantulas anualmente (Kobayashi, 2005). En Espafia se iniciaron los
experimentos de injerto de sandia y tomate en el periodo 1975-1980 y fue a finales de
los 80°s cuando la técnica se extendio en el cultivo de sandia y a mediados de los 90°s
en tomate. En este pais en 2005 se injertaron 30 millones de plantas de sandia, que
representan mas de 90 % de las plantas que se utilizan en las zonas de Almeria, Murcia
y Valencia. En Francia se cultivaron 1000 ha de meldn injertado y 30 % del tomate
que se cultiva en invernadero que corresponde a 1 200 ha, aun cuando gran parte se
cultiva sobre sustrato. En Italia se injertaron entre 4 y 5 millones de plantulas de melon,
20 millones de plantulas de tomate y 20 millones de plantulas de sandia. Finalmente,
en Marruecos 50 % (20 millones de pléntulas) de la superficie de tomate para

exportacion se establecio con pléntulas injertadas (De Miguel y Cebolla, 2005).

En México existe poca informacion sobre el uso del injerto en hortalizas por ser una
técnica a nivel comercial de reciente introduccion, Kubota et al. (2008), reportan para
el afio 2002, 40 millones de plantula de jitomate injertada en Estados Unidos y 500 ha

en México, 13.5 millones de plantulas aproximadamente.



Actualmente no existen variedades comerciales de chile manzano con resistencia a P.
capsici, pero si técnicas para ayudar a los productores en su manejo y evitar el uso
indiscriminado de fungicidas. Como alternativa de manejo, hoy en dia se tiene al
portainjerto serrano “Criollo de Morelos 334” (CM-334), considerado como el
resistente universal a P. capsici (Oelke et al., 2003). Como centro de origen del chile,
Meéxico posee germoplasma con potencial genético para este proposito. El “Criollo de
Morelos 334” (CM-334) es resistente a P. capsici (Guerrero-Moreno y Laborde, 1980),
asi como las accesiones BG 102 y BG 107, con la misma procedencia del estado de
Morelos, demostraron resistencia a P. capsici y a la inoculacién en mezcla de
Fusarium spp., Rhizoctonia spp y P. capsici (Anaya-Lopez et al., 2011). Las
accesiones mexicanas Pl 201237 y Pl 640532, fueron descritas por Candole et al.
(2010) como resistentes a seis aislados de P. capsici. Las accesiones de Capsicum
annuum CM-334 tienen una alta resistencia a P. capsici y ha sido utilizado en diversos
estudios de resistencia genética (Guerrero-Moreno y Laborde, 1980; Bosland y
Lindsey, 1991; Walker y Bosland, 1999; Morra y Bilotto, 2006; Ousmane y Bosland,
2005; Tahboub et al., 2008). CM-334 ha sido utilizado como portainjerto en la
produccion de planta injertada de pimiento morron (Morra y Bilotto, 2006; Martinez,

2013) y chile ancho (Garcia-Rodriguez et al., 2010).

El chile tipo serrano “Criollo de Morelos 334” (CM-334) es una de las mas eficaces
fuentes de resistencia genética a P. capsici. Sin embargo, aunque la resistencia a P.
capsici es de caracter dominante (Egea et al., 2008), su herencia es compleja debido a
su naturaleza poligénica y a la probable existencia de efectos epistaticos

(Minamiyama et al., 2007). Por ello no se han generado cultivares de chile comerciales



con una adecuada resistencia a este patdgeno. En este sentido, el injerto es una
alternativa que permite usar variedades resistentes a P. capsici para la produccion de
chile, eludiendo la dificultad de incorporar genéticamente esta caracteristica a las

variedades productivas.

En México el uso de planta injertada de chile manzano sobre el chile serrano “Criollo
de Morelos CM-334” podria ser una alternativa viable en la produccién de este cultivo.
Ya que el principal problema en las zonas de produccion a campo abierto o en
invernadero con planta cultivada en suelo es precisamente la secadera del chile, para
la cual aiin no se cuenta con variedades mejoradas con resistencia genética, por lo que
la presente investigacion se dividié en dos etapas, en la primera se establecié una
metodologia de injerto en cAmara de curado Yy otra in vitro para el chile manzano sobre
el portainjerto CM-334, con la finalidad de comparar ambas metodologias; estudiar
su compatibilidad al evaluar porcentajes de prendimiento y el desarrollo estructural de
la zona de union del injerto. La segunda etapa fue para evaluar los efectos del injerto
en las variables de rendimiento y calidad de fruto, también se evalud el efecto de
niveles de poda de ramas en plantas injertadas, y se obtuvo el porcentaje de
colonizacion de hongos arbusculares en raices de plantas de chile manzano injertadas

y, manejadas con tezontle y composta como sustrato.



CAPITULO I. SINCRONIZACION, COMPATIBILIDAD Y ANATOMIA DEL CHILE
MANZANO INJERTADO SOBRE CHILE SERRANO “CRIOLLO DE MORELOS 334"

CHAPTER I. SYNCHRONIZATION, COMPATIBILITY AND ANATOMY OF
MANZANO HOT PEPPER GRAFTED ONTO SERRAN “LANDRACE FROM
MORELOS CM-334" PEPPER

Estela Martinez Soriano® y Mario Pérez Grajales®

RESUMEN

Este trabajo se enfoco en el establecimiento
de metodologias de injerto de chile manzano
(Capsicum Pubescens R. y P.) sobre el
portainjerto serrano “Criollo de Morelos CM-
334”  (Capsicum annuum) resistente a
Phytophthora capsici, bajo condiciones de
camara de curado e in vitro y estudiar su
compatibilidad. EI proceso de injertacion de
chile manzano sobre CM-334, desde la
siembra hasta aclimatacion de plantas
injertadas tuvo una duracion de 89 dias y 90.9
% de prendimiento en camara de curado,
mientras que in vitro este proceso durd 64
dias con un 55.3 % de prendimiento. A partir
de injertos obtenidos en camara de curado se
realizaron cortes anatomicos y se observo la
proliferacidn de células de calloy el dep6sito
de nuevo xilema y floema a los 13 dias
después de injertar. A los nueve meses
después del trasplante de los injertos a
invernadero se encontraron diferencias
estadisticamente  significativas entre el
didmetro del sitio de unién de plantas
injertadas y el tallo de plantas sin injertar con
un promedio de 26.1250 y 18.6375 mm,
respectivamente. La combinacién de chile
manzano y el portainjerto CM-334 presentd
compatibilidad.

PALABRAS CLAVE: Phytophthora
capsici, Capsicum pubescens, CM-334,
injerto, resistencia a enfermedades.

1 Autora de la tesis/ Graduated student
2 Director de tesis/ Thesis advisor

ABSTRACT

This research was focused on establishing
methodologies for grafting manzano hot
pepper (Capsicum pubescens R. y P.) onto
serrano “Landrace from Morelos CM-334”
(Capsicum annuum) rootstock resistant to
Phytophthora capsici, under curing chamber
and in vitro conditions to study their
compatibility. The process of grafting
manzano hot pepper onto CM-334, from
sowing to acclimation of grafted plants took
89 days and a 90.9 % of survival was
obtained in curing chamber, while in vitro it
took 64 days with a 55.3 % of survival.
Anatomic cuts were made from grafts taken
from the curing chamber and 13 days after the
grafting a callus cell proliferation and
deposition of new xylem and phloem were
observed. Nine months after the grafts had
been transplanted to the greenhouse
statistically significant difference was found
between the diameter from the union point on
grafted plants and the stem of non-grafted
plants with an average of 26.1250 and
18.6375 mm, respectively. The combination
of manzano hot pepper and the CM-334
rootstock showed compatibility.

KEY WORDS: Phytophthora capsici,
Capsicum pubesces, CM-334, graft, disease
resistance.



1. INTRODUCCION

En México la produccion de chile es de gran importancia econdmica y social, la
rentabilidad del cultivo depende de factores bidticos y abidticos, siendo los tltimos los
que mas impactan en el rendimiento, entre los que destaca la marchitez o secadera del
chile (Phytophthora capsici); este es uno de los patdgenos méas devastadores para el
cultivo del chile y puede causar pérdidas de hasta el 100 % cuando las condiciones
ambientales son favorables (Stevenson, 2001) y se tiene exceso de humedad en el
suelo, temperaturas de 10 a 30 °C, con éptimas de 24 a 26 °C y si no se realiza ningln
método de control oportuno (Gonzélez et al., 2004). Entre los métodos alternativos
para controlar P. capsici destaca el injerto sobre portainjertos resistentes (Santos y
Goto, 2004), cuyo uso ha aumentado debido a su eficacia e inocuidad para el ambiente.
En Corea se injertaron cerca de 6 millones de plantas de chile para controlar este

patdgeno (Lee y Oda, 2003).

Sy y colaboradores (2005) sugieren que en el portainjerto serrano “Criollo de Morelos
334” existen tres genes de resistencia a P. capsici que de manera independiente
comandan la resistencia a este patdgeno, encontrdndose estos en la raiz, tallo y follaje.
CM-334 también es altamente resistente a potyvirus y a las tres principales especies
del neméatodo agallador de la raiz: Meloidogyne arenaria, M. incognita y M. javanica
(Pegard et al., 2005); sin embargo, es susceptible al nematodo Nacobbus aberrans
(Godinez et al., 2008; Lopez et al., 2010) y cuando las plantas son infectadas por el
nematodo previo a la inoculacion con P. capsici, estas son susceptibles al oomiceto,
un fendbmeno conocido como “rompimiento de resistencia” (Vargas et al., 1996;

Trujillo-Viramontes et al., 2005).



Las accesiones de Capsicum annuum CM-334 tienen una alta resistencia a P. capsici
y ha sido utilizado en diversos estudios de resistencia genética (Guerrero-Moreno y
Laborde, 1980; Bosland y Lindsey, 1991; Walker y Bosland, 1999; Ousmane y
Bosland, 2005; Morra y Bilotto, 2006; Tahboub etal., 2008). CM-334 ha sido utilizado
como portainjerto en la produccion de planta injertada de pimiento morron (Morra y

Bilotto, 2006 y Martinez, 2013) y chile ancho (Garcia-Rodriguez et al., 2010).

La técnica de injerto consiste en unir dos porciones de tejido vegetal, de manera que
crezcan y se desarrollen como una sola planta, generdndose en la combinacion
estionica pie — injerto una interaccion que puede afectar tanto el crecimiento como la
productividad (Hartmann y Kester, 1988). Antes que se inicie una operacion de injerto,
se debe determinar si las plantas que se van a combinar tienen capacidad para unirse y
producir una union que tenga éxito. No existe ninguna regla definida para predecir el
resultado final de una combinacion en injerto especifica, excepto que “entre mas
relacion o afinidad botanica haya entre las plantas, las probabilidades de que el injerto
tenga éxito son mayores” (Hartmann y Kester, 1988). De acuerdo con Garner (1983),
el éxito en la formacién de la union permanente entre plantas o partes de plantas
depende de dos cosas: de la proxima relacion boténica o afinidad, a menudo
denominada compatibilidad entre los sujetos unidos, y del contacto entre cambiums u
otros tejidos meristeméticos. De acuerdo con Boutherin y Bron (1994), la capacidad
de dos plantas diferentes de unirse y desarrollarse satisfactoriamente como una planta
compuesta es lo que se llama compatibilidad. Para que un injerto resulte compatible,
necesita que ocurran tres eventos en su desarrollo: cohesion del portainjerto y el
injerto, proliferacion de las células del callo y rediferenciacion vascular (Flores-

Vindas, 1999).



Durante el proceso de injertacion, un corte exacto realizado en ambas porciones del
injerto acelera la formacion de la conexion cambial; en cambio cortes mal realizados,
con herramienta inexacta o con mala técnica no impiden necesariamente la union, pero

normalmente la retardan (Esau, 1985).

En el ambiente climatico y pedoldgico en el cual se practica el injerto y se cultivan las
pantas injertadas, influyen principalmente, la temperatura, el estado higrométrico y la
aireacion del ambiente (Climet, 1985; Hartmann y Kester, 1988). La temperatura tiene
un marcado efecto sobre la formacion de tejido de callo, entre 4 °C y 32 °C la
produccion de callo aumenta linealmente con la temperatura. Con mas de 29 °C se
obtiene una produccion abundante de tejido de callo de tipo suave que se dafia
facilmente con las operaciones de plantacion. A menos de 20 °C la produccion de callo
es lenta y por debajo de 15 °C no existe (Hartmann et al., 1990). En lo que respecta a
la humedad, las células de parénquima que forman el tejido del callo son de paredes
delgadas y muy sensibles a la deshidratacion, si se exponen al aire. Los contenidos de
humedad del aire menores al punto de saturacion, inhiben la formacion de callo y
aumentan la tasa de desecacion de las células cuando disminuye la humedad. La
presencia de una pelicula de agua sobre la superficie de encallecimiento es méas
estimulante para la cicatrizacién que mantener al 100 % la humedad relativa. Las
células muy turgentes son mas capaces de dar un callo abundante que aquellas que
estdn en condiciones de marchitez (Hartmann y Kester, 1988). Por otra parte, debido
aque la union del injerto es un proceso en el cual se produce una division y crecimiento

celular importante, acompafiado de una respiracion celular elevada, el oxigeno es



altamente necesario para su optimizacion, por esto es importante que la ligadura del

injerto permita el acceso de aire en la zona de union (Hartmann et al., 1990).

Este estudio plante6 establecer una metodologia de injertacion en cdmara de
prendimiento e in vitro para estudiar la compatibilidad de planta de chile manzano
injertado sobre CM-334, al determinar su prendimiento y observar el desarrollo de la

zona de union del injerto a nivel histologico y en la morfologia de tallo.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Injerto realizado en cAmara de curado

2.1.1 Localizacion del sitio experimental

La produccidn de plantula y el proceso de injertacion se realizaron en un invernadero
ubicado en el Campo Experimental del Departamento de Fitotecnia de la Universidad
Auténoma Chapingo, situado en las coordenadas 19° 29 LN y 98° 53" LO, a una

altitud de 2 250 msnm.

2.1.2  Produccion de plantula

Los materiales utilizados fueron la variedad Grajales St. de chile manzano como
injerto y el genotipo CM-334 como portainjerto. Las semillas del material utilizado
como injerto se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades y las semillas
del material que sirvi6 como injerto se sembraron en charolas de poliestireno de 60
cavidades, el sustrato utilizado en ambos casos fue peat-moss. Se utilizaron charolas
de 60 cavidades para tener mas espacio y de esta manera facilitar la manipulacion del
material vegetal al momento de realizar el injerto. Con la finalidad de conservar la
humedad y una buena temperatura para acelerar el proceso de germinacion, las
charolas fueron envueltas con pléstico lechoso durante los 7 dias posteriores a la

siembra.

2.1.3 Pruebas de germinacién y sincronizacion de la plantula para la
injertacion
Para determinar el porcentaje de germinacion y los dias hasta la germinacion de la
semilla, se realizaron pruebas con 100 semillas de cada material.

No. de semillas sembradas * 100
No. de semillas germinadas

Porcentaje de germinacion =

11



También se determind en ambos materiales los dias que tardaron en alcanzar un
didmetro de 1.5 a 1.8 mm en el tallo, a una distancia de 1.5 cm por arriba de los
cotiledones. El nimero de dias transcurridos en que habian germinado al menos el 80
% de las plantulas se registré como el tiempo que tardan las semillas en germinar. Asi
mismo, el nimero de dias transcurridos en los que al menos el 80 % de las plantulas
habian alcanzado un didmetro de tallo de 1.5 a 1.8 mm se registré como el tiempo que

tardan las plantulas en alcanzar el didmetro recomendado para ser injertadas.

2.1.4 Proceso de injertacion

Una vez sincronizadas las plantulas de la variedad Grajales St. y el serrano “Criollo
de Morelos 334", el 16 de abril de 2013 se realiz6 el injerto de ambos materiales. Los
dos dias previos a la realizacion del proceso de injertacion se suspendio el riego y se
realizo la aplicacion dirigida al follaje de 100 mg-L ™ de &cido ascorbico. EI método de
injerto utilizado fue el de “empalme” con pinza de pléastico, basada en la descripcion

hecha por Palada y Wu (2008), con algunas modificaciones:

1. Seleccionar el injerto y el portainjerto con un didmetro de tallo igual (1.5-1.8
mm) (Figuras 1Ay 1B).

2. Cortar el tallo del portainjerto con un angulo de 45°; 1.5 cm arriba de los
cotiledones, procurando que el didmetro del tallo del injerto coincida con el del
portainjerto (Figura 1C).

3. Colocar la pinza de plastico de 1.6 mm de didmetro en el tallo del portainjerto
hasta la mitad de su longitud dejando espacio para que el injerto sea colocado
justo arriba del tallo del portainjerto (Figura 1D).

4. Deslizar el tallo del injerto en la pinza de pléstico hasta empalmarlo con el tallo

del portainjerto, procurando que los cortes se mantengan paralelos, entonces se

12
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puede estar seguro de que los dos tallos estan en contacto. La pinza de plastico
permanece en la planta hasta que esta forme callo natural (Figura 1F).
Aplicar 100 mg-L™? de &cido ascorbico via foliar para promover el
prendimiento del conjunto portainjerto-injerto (Johkan et al., 2008).

Mover inmediatamente las plantas injertadas a la cdmara de curado para
asegurar las condiciones de temperatura (255 °C) y humedad relativa (>95 %)
ideales. Los primeros dos dias, mantener obscuridad total dentro de la camara
de curado con la ayuda de capas adicionales de polietileno negro colocado
sobre las paredes y techo de la misma (Figura 1E).

Al tercer dia después de injertar (ddi), incrementar la intensidad luminosa al
retirar gradualmente las capas de polietileno negro de las paredes y techo
(Figura 1G).

Al décimo dia ddi, comenzar a disminuir gradualmente la humedad relativa
hasta alcanzar un valor de humedad relativa igual al que prevalece fuera de la
camara de curado; es decir al interior del invernadero.

Al veinteavo dia ddi, mover las plantulas al invernadero protegiéndolas con
una malla de sombreo para disminuir la intensidad luminosa (Figura 1H).

A los siete dias posteriores retirar la malla de sombreo y mantener esta

condicion tres dias més antes de realizar el trasplante (Figura 11).
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Figura 1. Proceso de injertacion de chile manzano (Capsicum pubescens R. y P.) sobre
chile serrano CM-334 (Capsicum annuum) en camara de curado, injerto tipo empalme
con grapa de plastico. A y B) Plantas de chile manzano y CM-334 con el mismo
diametro de tallo. C) Corte de 45° en tallos del injerto y portainjerto. D) Colocacion
de pinza de plastico y empalme del injerto y portainjerto. E y G) Cémara de
prendimiento con baja y alta luminosidad. F) Planta injertada en cdmara de
prendimiento. H) Acondicionamiento de planta injertada. I) Planta lista para trasplante.
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Ademés del invernadero utilizado para la germinacion de la semilla, se utilizé una
cdmara de curado (cAmara de prendimiento) para asegurar las condiciones necesarias
de temperatura (alrededor de 25 °C) y humedad relativa (arriba de 90 %) para tener
éxito en el prendimiento. Las paredes y piso de la cdmara de curado fueron
desinfectadas con una aplicacion de sanitizante a base de cuaternario de amonio y
sulfato de cobre Anibac Plus ® (Ultraquimia Agricola, México) con una dosis de 20
ml-L! de agua. La camara de curado, ubicada dentro de un invernadero de polietileno
con ventilacion cenital, cont6 con un sistema de microaspersores, accionados durante
2 minutos cada 5 minutos, mediante una bomba de 0.5 HP y un cortador eléctrico que
se mantuvo encendido durante dos minutos cada cinco minutos en el periodo en que
las temperaturas eran méas elevadas durante el dia (11:00-17:00). Durante el tiempo
que la planta injertada estuvo en la camara de curado, permanecié cubierta con una

capa de Ground Cover blanco para evitar que el agua cayera directamente sobre ella.

Para determinar los dias necesarios para la sincronizacion de plantula y la obtencion
de planta injertada, el dia 1 (18 de febrero de 2013) se sembrd la variedad Grajales St.
de chile manzano (injerto), la semilla de este material fue remojada durante la noche
anterior a la siembra en una solucion de acido giberélico Gibiotin® (Biochem Systems
S.A de C.V.) con una concentracion de 200 ppm. El dia 15 (5 de marzo de 2013)
después de la siembra (dds) se sembré el CM-334 (portainjerto). Al octavo dia después
de la siembra germind el CM-334 y al doceavo dia el chile manzano. El chile manzano
y el CM-334 alcanzaron un didmetro de tallo de 1.5-1.8 mm a 1.5 cm por arriba de los
cotiledones a los 55 y 40 dds, respectivamente (14 de abril de 2013). Se aplicé acido
ascorbico via foliar durante los dos dias siguientes y el dia 16 de abril a partir de las
16:00 horas se realiz6 el proceso de injertacion, las plantas injertadas se colocaron en

la cAmara de curado con las condiciones ambientales ya mencionadas.
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Durante los tres dias después de la injertacion se mantuvo obscuridad total dentro de
la cdmara de curado. Las plantas injertadas se mantuvieron turgentes al momento de
la injertacion; sin embargo, al dia siguiente el 9 % de las plantas mostraron marchitez
desde la base de la union del injerto hasta el apice, el 91 % de las plantas restantes se
mantuvieron turgentes durante su estancia en la cAmara de curado, ya que a pesar de
que la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) se incrementd gradualmente al retirar

la sombra artificial de la cAmara, se mantuvo una alta humedad relativa.

El dia diez después de realizar el injerto, se comenzé a disminuir la humedad relativa,
los nebulizadores se prendieron por menor tiempo hasta llegar a predominar una
humedad relativa del 50 %, al llegar al dia veinte la planta injertada fue sacada de la
cédmara de curado y colocada en condiciones de invernadero, bajo sombra ligera, el 91
% de las plantas injertadas permanecieron turgentes. El dia veintitrés después de
realizar el injerto, la sombra ligera fue retirada de la planta injertada, exponiéndola
finalmente a las condiciones predominantes dentro del invernadero; es decir 239-358
umol m2st de radiacion fotosintéticamente activa, 65 % de humedad relativa y 10-40
°C. El dia treinta y uno después de la injertacion, la planta injertada fue llevada al
invernadero de chile manzano, en el que se tenia de 23-80 % de humedad relativa y
temperaturas de 7-35 °C, ahi permanecieron hasta su trasplante y durante este periodo

fue regada con solucion nutritiva de Steiner al 50 % (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del proceso de injertacion de chile manzano sobre CM-334
(procedimiento en cadmara de curado). Sincronizacién de plantula, injerto y
acondicionamiento.

Porcentaje de prendimiento

Se contabilizé el nimero de plantas turgentes a los 20 dias después de haber realizado
el injerto. Se injertaron 77 plantas de la variedad Grajales St. de chile manzano sobre
el portainjerto serrano CM-334. Se registro6 el porcentaje de prendimiento.

No. de plantas turgentes * 100
77

Porcentaje de prendimiento =
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2.1.5 Anatomia del tallo en el proceso de prendimiento de la plantula
injertada

Se realizaron cinco muestreos para la evaluacion de la anatomia de los tejidos
vasculares, a los 5, 9, 13, 17 y 21 dias después de la injertacion (ddi). Se muestrearon
8 pléntulas por cada fecha, haciendo un total de 40 plantas muestreadas. De cada planta
se obtuvo un tramo de tallo del punto de union del injerto, de una longitud de alrededor
de 8 mm. El material muestreado fue inmediatamente fijado en una solucion
formaldehido-alcohol-4cido acético (50 % etanol 96° + 5 % &cido acético glacial + 10
% formaldehido de 40 % de pureza + 35 % agua destilada) durante una semana y
posteriormente se transfirieron a una solucion fijadora glicerol-alcohol-agua destilada
(25 % glicerol + 50 % etanol 100° + 25 % agua destilada + 0.0002 fast green), donde

permanecieron hasta el momento de procesar el tejido vegetal muestreado.

Dos semanas después del dltimo muestreo, el tejido vegetal fue colocado en un
procesador automatico de tejidos Histokinette Leica® modelo 2000 (Alemania) para
su deshidratacion, trasparencia e inclusion en parafina (Cuadro 1).

Cuadro 1. Cronograma para la deshidratacion, transparencia e inclusion en parafina

del tejido vegetal muestreado (zona de union del injerto de chile manzano sobre CM-
334), en un procesador de tejidos automético (Histokinette Leica® Mod. 2000).

Proceso Reactivo Tiempo
Deshidratacion 1.- Etanol 50 % 4 horas + 48 minutos
2.- Etanol 70 % 4 horas + 48 minutos
3.- Etanol 96 % 4 horas + 48 minutos
4.- Etanol 96 % 4 horas + 48 minutos
5.- Etanol 100 % 4 horas + 48 minutos
6.- Etanol 100 % 4 horas + 48 minutos
7.- Etanol 100 % + xileno 100 % 4 horas + 48 minutos

Transparentacion

Inclusién

8.- Xileno 100 %
9.- Xileno 100 %
10.- Xileno 100 %
11.- Parafina 56 °C
12.- Parafina 56 °C

4 horas + 48 minutos
4 horas + 48 minutos
4 horas + 48 minutos
4 horas + 48 minutos
4 horas + 48 minutos
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Posteriormente las muestras fueron colocadas en cubos de parafina de acuerdo con

Sass (1968) y montadas en cubos de madera, se realizaron cortes transversales y

longitudinales de 12 um de espesor en un micrétomo rotatorio Leica®, modelo 820.

Los cortes histoldgicos fueron montados en portaobjetos, utilizando como base el

adhesivo de Haupt y formol al 10 %. La tincion de tejidos se realiz6 siguiendo el

procedimiento para tincién con safranina y fast green (Cuadro 2), de acuerdo con la

metodologia de Sass (1968). Finalmente, las preparaciones fueron depositadas en el

horno de secado a una temperatura de 45 °C durante 72 horas.

Cuadro 2. Procedimiento para la tincion con safranina y fast green de los cortes

anatomicos de la zona de unidn del injerto de chile manzano sobre CM-334.

Solucion Tiempo (min)
1.- Xileno 3

2.- Xileno 3

3.- Xileno 3

4.- Etanol 100 % 3

5.- Etanol 96 % 3

6.- Etanol 70 % 3

7.- Etanol 50 % 3

8.- Safranina 20

9.- Aguade la llave Enjuagado
10.- Etanol 50 % 0.5

11.- Etanol 70 % 0.5

12.- Etanol 96 % 0.5

13.- Etanol 100 % 0.5

14.- Fast green 15

15.- Etanol 100 % 0.5

16.- Xileno 100 % 3

17.- Xileno 100 % 3

18.- Xileno 100 % 3

19.- Poner bélsamo de Canada y cubreobjetos
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Los cortes histoldgicos del sitio de la union portainjerto-injerto fueron observados y
fotografiados en el Centro de Fitopatologia del Colegio de Posgraduados, mediante

microscopios estereoscopico y compuesto Carl Zeiss (Alemania) modelo 68020.

2.1.6 Morfologia del tallo

Para conocer el efecto del injerto en el didmetro de tallo de plantas injertadas en
produccion, se establecieron plantas injertadas y sin injertar en invernadero, el
trasplante se realiz6 en bolsas de polietileno negro de 50 x 50 cm rellenas con tezontle
rojo nuevo hasta la mitad y en la parte superior una mezcla de tezontle rojo nuevo y
composta en proporcién 2:1. El sistema de riego fue localizado con el uso de cintillay
distribuidores de cuatro salidas, con goteros con estaca y microtubin, para los riegos

se utilizo la solucién nutritiva de Steiner al 50 %.

Para el establecimiento del experimento se utilizd un disefio completamente al azar
con 40 repeticiones y la unidad experimental fue una planta. Los tratamientos fueron

los siguientes:

T1: plantas de chile manzano injertadas sobre CM-334

T2: plantas de chile manzano sin injertar

Se midio el didmetro de tallo en la zona de union del injerto, en el caso de las plantas
no injertadas se midi6 a una distancia de 3 cm de la base del tallo. Las mediciones se

tomaron en dos fechas, a los 6 y 9 meses después del trasplante.

También se midio el didmetro de tallo en plantas injertadas a los dos centimetros

superiores e inferiores (injerto y portainjerto) de la zona de unidn del injerto, con la
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finalidad de conocer su variacion respecto al diametro promedio de la zona de unién

del injerto.

2.2 Injerto realizado in vitro

2.2.1 Localizacion del sitio experimental

El procedimiento de injertacion se realizo en el Laboratorio de Cultivo de Células y
Tejidos Vegetales del Departamento de Fitotecnia, en la Universidad Auténoma
Chapingo, Texcoco, Estado de México. Donde se realiz6 desde la siembra del
portainjerto CM-334 (Capsicum annuum L.) y el injerto (Capsicum pubescensR. yP.)

hasta el principio del proceso de aclimatacion de la planta injertada.

2.2.2  Produccion de plantula

2.2.2.1 Porcentaje de germinacion de acuerdo al método de siembra

Para elegir el método de siembra del portainjerto CM-334 vy el injerto chile manzano,
se utiliz6 un medio de cultivo base con las sales inorganicas de Murashige y Skoog
(1962), suplementadas con tiamina (0.4 mg-L™), myo-inositol (100 mg-L™?), 3 % de

sacarosa 'y 7 g-L de agar. El pH del medio fue ajustado a 5.7+ 0.1.

Los métodos de siembra probados para ambos materiales fueron: semilla cubierta por
el medio de cultivo (sc) y semicubierta por el medio de cultivo (ss). Antes de la siembra
en medio de cultivo, las semillas fueron sometidas a un proceso de desinfeccién. Los
materiales fueron sembrados en tubos de ensaye con 20 ml de medio Murashige y
Skoog (MS), en cada tubo se colocaron tres semillas, teniendo un total de 15 semillas
en 5 tubos por cada método de siembra para cada material. Después de realizar la
siembra los tubos con los explantes fueron colocados durante 5 dias en una incubadora

con oscuridad total y temperatura de 24.5 °C; posteriormente se transfirieron a

21



condiciones de 16 horas luz, luminosidad de 8000 luxes y temperatura de 26 °C. Se
obtuvo el porcentaje de germinacion para cada método de siembra y el que tuvo
mejores resultados fue utilizado para las siguientes siembras de material vegetal.

No. de semillas sembradas * 100
No. de semillas germinadas

Porcentaje de germinacion =

2.2.2.2 Evaluacion de reguladores de crecimiento

Con la finalidad de encontrar un medio de cultivo adecuado que proporcionara las
mejores condiciones para el crecimiento y desarrollo de las plantas de chile manzano
y CM-334 con fines de injertacion, se evalud el efecto de los reguladores de
crecimiento benciladenina (BA) y acido giberélico (AGs) adicionados a un medio de
cultivo base con las sales inorganicas de MS suplementadas con tiamina (0.4 mg-L™?),
myo-inositol (100 mg-L™?), 3 % de sacarosa y 7 g-L* de agar (Cuadro 3), con pH
ajustado a 5.7+ 0.1.

Cuadro 3. Tratamientos con reguladores de crecimiento utilizados para conocer su

efecto en el crecimiento de plantas de chile manzano y CM-334 con fines de
injertacion.

Tratamiento Benciladenina (BA) Acido giberélico (AGs)
(mg-L™) (mg-L™)
Testigo (T1) 0.0 0.0
T2 0.1 3.0
T3 0.3 1.0
T4 1.0 0.3
T5 3.0 0.1

Se evaluaron cinco tratamientos, incluyendo un testigo, cada tratamiento tuvo 15
repeticiones, la unidad experimental fue de una planta. La evaluacion del efecto de BA
y AGs en el crecimiento y desarrollo de plantulas de C. pubescens y C annuum con
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fines de injertacion se realiz6 en dos experimentos independientes. La variable
respuesta evaluada fue la altura de la planta, medida de la base del tallo al &pice

terminal.

2.2.3 Sincronizacion de plantula

El 21 de noviembre de 2013 se realiz6 la siembra de chile manzano en medio MS
suplementado con vitaminas, la siembra del CM-334 se realiz6 una semana después.
El chile manzano permanecio siete dias en incubadora y el CM-334 cinco dias, ambos
materiales en oscuridad total y a una temperatura de 24.5 °C, para posteriormente ser
transferidos a la sala de incubacién de material vegetal, en condiciones de 16 horas
luz, luminosidad de 8000 luxes y temperatura de 26 °C. El chile manzano y el CM-
334 alcanzaron un tamafio adecuado para ser injertadas (alrededor de 1.5 mm de
didmetro de tallo a 1.5 cm por arriba de los cotiledones) a los dias 44 y 37,
respectivamente después de la siembra, en este momento las plantulas de ambos

materiales contaban con una altura de 7-8 cm de la base del tallo al dpice de la planta.

2.2.4 Proceso de injertacion

Una vez que se sincronizaron las plantulas de CM-334 y chile manzano, se realizo el
injerto in vitro de chile manzano sobre el portainjerto CM-334. El método de injerto
utilizado fue el de “empalme” con pinza de pléstico, basada en la descripcion hecha

por Palada y Wu (2008), con algunas modificaciones:

1. Seleccionar el injerto y el portainjerto con un didmetro de tallo igual
(aproximadamente 1.5 mm) (Figuras 3A, 3B y 3C).
2. Cortar el tallo del portainjerto con un angulo de 45°; 1.5 cm arriba de los

cotiledones, procurando que el didmetro del tallo del injerto coincida con el del
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portainjerto. Seleccionar el lugar correcto en el tallo del injerto para obtener el
didmetro adecuado (Figuras 3D y 3E).

Colocar la pinza de plastico de 1.6 mm de didmetro en el tallo del portainjerto
hasta la mitad de su longitud dejando espacio para que el injerto sea colocado
justo arriba del tallo del portainjerto (Figura 3F). Las pinzas de plastico deben
ser previamente esterilizadas con radiacion ultravioleta durante una hora, a una
potencia de 15 watts.

Deslizar el tallo del injerto en la pinza de pléastico hasta empalmarlo con el tallo
del portainjerto, procurando que los cortes se mantengan paralelos, entonces se
puede estar seguro de que los dos tallos estan en contacto (Figura 3G). La pinza
de pléstico permanece en la planta hasta que esta forme callo natural o en el
momento en que el injerto sea extraido del tubo de ensaye.

Con ayuda de pinzas colocar la planta injertada en un tubo de ensaye con medio
de cultivo nuevo, tapar y sellar con parafilm (Figura 3H).

Colocar las plantas injertadas en incubadora, con oscuridad total y a una
temperatura de alrededor de 25 °C.

Al quinto dia después de injertar, transferir las plantas a la sala de incubacion,
con condiciones de 16 horas luz, luminosidad de 8000 luxes y 26 °C.

Al décimo dia ddi, extraer las plantas injertadas de los tubos de ensaye,
eliminar de la planta los restos de medio de cultivo con fungicida y bactericida
Fungimicin® a una dosis de 2 g-L™ de agua

Sembrar las plantas en recipientes con peat moss como Unico sustrato, colocar
un tutor, cubrir con una bolsa de polietileno y sellar con una liga. Llevar las

plantas a condiciones de invernadero (Figura 3l).
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10. A partir del quinto dia realizar tres perforaciones de 1 cm de diametro en la
bolsa de polietileno, hasta llegar a quince perforaciones por bolsa. Finalmente

retirar la bolsa y trasplantar el injerto al lugar donde continuara su desarrollo y

crecimiento (Figura 3J).
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Figura 3. Proceso de injertacion in vitro de chile manzano (Capsicum pubescens R. y
P.) sobre el portainjerto chile CM-334 (Capsicum annuum), injerto tipo empalme con
grapa de plastico. A, B y C) Sincronizacion del portainjerto e injerto. D y E) Corte
trasversal a 45° en portainjerto e injerto. F y G) Colocacién de grapa de plastico y
empalme del injerto y portainjerto. H) Planta injertada colocada en tubo de ensaye con
medio MS y adicionado con vitaminas. ) Aclimatacién de planta injertada. J) Planta
lista para el trasplante.
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Al finalizar el proceso de injertacion las plantas fueron colocadas en la incubadora
en oscuridad total y con una temperatura de 24.5 °C, durante los primeros 3 dias
no se observo algin cambio en la turgencia del injerto de chile manzano sobre CM-
334; sin embargo, entre los dias 4 y 7, cuando las plantas injertadas fueron
transferidas a la incubadora con una luminosidad de 8,000 luxes se contabilizaron
13 plantas marchitadas de la zona del injerto al apice de la planta y 9 tubos de
ensaye con el medio de cultivo contaminado por hongos. Se establecid un
cronograma para obtener plantula injertada en condiciones in vitro,

especificamente para el injerto de chile manzano sobre CM-334 (Figura 4).

Diametro 6ptimo del injerto (44 d)

>
Diametro optimo del patrén (37 d)

Siembra del patron
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Invernadero (10 d)

Planta en sala de incubacién (5 d)
Aclimatacion de planta en

Germinacion del patrén

0 10 20 30 40 50 60 70
DIAS (d)

Figura 4. Esquema del proceso de injertacion de chile manzano sobre CM-334
(procedimiento in vitro). Sincronizacion de plantula, injerto y acondicionamiento.
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El dia 20 después de la injertacion se calculd el porcentaje de prendimiento del injerto
realizado en condiciones in vitro, de un total de 64 injertos, en esta fecha se registraron
21 plantas con marchitez y 17 tubos contaminados.

No. de plantas turgentes * 100
64

Porcentaje de prendimiento =

2.2.5 Analisis estadisticos

El paquete estadistico SAS fue utilizado para el andlisis de los efectos de los
reguladores de crecimiento BA y AGs en las plantulas de chile manzano y CM-334;
de igual manera para conocer los efectos del injerto en la morfologia de tallo de plantas
de chile manzano. La comparacion de medias se realiz con la prueba Tukey a un

nivel de significancia de o= 0.05.

3. RESULTADOS

3.1 Injerto elaborado en camara de prendimiento

3.1.1 Porcentaje de germinacion y sincronizacién de plantulas bajo
condiciones de invernadero

El porcentaje de germinacion de chile manzano variedad Grajales St. y del serrano
“Criollo de Morelos 334" fue de 68 % y 98 %, respectivamente. El chile manzano
germina doce dias después de su siembra, mientras que el CM-334 germina a los 8
dias despues de la siembra. Cabe mencionar que las semillas de chile manzano fueron
remojadas durante la noche anterior a la siembra en una solucion de &cido giberélico
Gibiotin® (Biochem Systems S.A de C.V.) con una concentracion de 200 ppm,
mientras que las semillas de CM-334 fueron extraidas de los frutos en el momento de
la siembra. El chile CM-334 germino primero y present6 un crecimiento mayor que el

chile manzano, las plantulas de CM-334 alcanzaron un didmetro de tallo de 1.5-1.8
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mm a una distancia de 1cm por arriba de los cotiledones en el dia 40 a partir de la
siembra, mientras que el chile manzano alcanzé tal grosor de tallo en el dia 55 a partir
de la siembra; por lo que, para tener planta con diametros de tallos similares el

portainjerto (CM-334) debe ser sembrado 15 dias después que el chile manzano.

Sincronizacion de plantula en invernadero

60 55
50
40
40
)
@ 30
L
20 0
. 8 -
, N R

Criollo de Morelos 334 Chile manzano
Germinacién y sincronizacion de plantula

mddg mddt

Figura 5. Dias después de la germinacion (ddg) y dias después de que la plantula
alcanza un diametro de tallo (ddt) de 1.5 a 1.8 mm, en plantas de chile manzano
variedad Grajales St. y serrano “Criollo de Morelos 334”.

3.1.2 Porcentaje de prendimiento de plantas injertadas bajo condiciones de
invernadero

Posteriormente al periodo de aclimatacion, el dia 20 después de haber realizado el
injerto de chile manzano sobre CM-334, se determiné que el porcentaje de
prendimiento de un total de 77 plantas, fue del 90.90 % (70 plantas), el 9.09 % restante
fueron plantas que mostraron marchitez desde el primer dia después del procedimiento

de injertacion.

La obtencion de planta injertada de chile manzano variedad Grajales St. sobre el

serrano “Criollo de Morelos 334", desde la siembra de semilla hasta el proceso de
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aclimatacion de los injertos en condiciones de invernadero para su trasplante, tuvo una

duracion de 89 dias.

3.1.3 Anatomia de los tejidos vasculares de la plantula injertada

En el primer muestreo, realizado el dia 5 después de injertar (ddi) (Figura 6), se
observo una linea de células muertas en la zona del corte (Fig. 6A y 6C); estas células
presentaban una coloracidn mas oscura y aunque se esperaba que detras de ellas en las
células vivas se incrementara la actividad citoplasmatica, no fue observable la
formacion de callo. En los cortes longitudinales se observo que el area de contacto

injerto-portainjerto fue minima (Fig. 6A y 6D).

Figura 6. Primer muestreo, cinco dias después de realizar el injerto. Corte longitudinal
(A y B) y transversal (C y D) del sitio de union del injerto de chile manzano sobre
CM-334. X: xilema, SU: sitio de union del injerto.

30



En el segundo muestreo (9 ddi) (Figura 7) se continué observando la capa de células
muertas en la zona del corte (Fig. 7A, 7C y 7D). El érea de contacto entre ambos

materiales fue pequefio (Fig. 7A y 7D) y los haces vasculares no coincidieron en la

manera en que fueron empalmados (Fig. 7B).
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Figura 7. Segundo muestreo, nueve dias después de realizar el injerto. Corte
longitudinal (A y B) y transversal (C y D) del sitio de union del injerto de chile
manzano sobre CM-334. X: xilema, SU: sitio de unién del injerto.
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El tercer muestreo (13 ddi) (Figura 8) permitio observar la formacion de células de
parénquima en un puente de callo en corte longitudinal y transversal (Fig. 8B y 8D).
El puente de callo comenzé a tener actividad cambial depositando nuevo xilema y
floema. Aun fue visible la cicatriz del injerto (células muertas del corte) (Fig. 8A 'y

8C).

Figura 8. Tercer muestreo, trece dias después de realizar el injerto. Corte longitudinal
(A y B) y transversal (C y D) del sitio de union del injerto de chile manzano sobre
CM-334. X: xilema, SU: sitio de union del injerto.
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En el cuarto muestro (17 ddi) (Figura 9) los haces vasculares del injerto y portainjerto
presentaron cierta curvatura para encontrarse en el sitio de union del injerto (Fig. 9A
y 9B), para entonces el area de contacto entre ambos materiales fue mayor; sin
embargo, la zona mas externa de los tallos aiin no fue unida por la formacion de callo

(Fig. 9A y 9C).

Figura 9. Cuarto muestreo, diecisiete dias después de realizar el injerto. Corte
longitudinal (A y B) y transversal (C y D) del sitio de unién del injerto de chile
manzano sobre CM-334. X: xilema, SU: sitio de unién del injerto.
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En el Gltimo muestreo (21 ddi) (Figura 10) la cicatriz del injerto sélo se observé en
ciertas partes del sitio de unién de ambos materiales, la zona mas externa del tallo
presentd unién por la formacion de callo (Fig. 10A y 10D); mientras que en el interior
aun se pudieron observar huecos de aire (Fig. 10A). En esta fecha fue més notoria la
soldadura del injerto y la curvatura de los haces vasculares de ambos materiales para

lograr su encuentro (Fig. 10A y 10D).

Figura 10. Quinto muestreo, veintiun dias después de realizar el injerto. Corte
longitudinal (A y B) y transversal (C y D) del sitio de unién del injerto de chile
manzano sobre CM-334. X: xilema, SU: sitio de unién del injerto.

3.1.4 Morfologia del tallo

Los diametros de tallo medidos a los 3 y 9 meses después del establecimiento del

material vegetal en invernadero mostraron que existié una diferencia estadisticamente
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significativa entre el didmetro del sitio de union de plantas injertadas y el tallo de
plantas sin injertar; en ambas fechas las plantas injertadas tuvieron en comparacion
con las plantas sin injertar un didmetro mayor de alrededor de 2 y 8 mm en promedio

para la primera y segunda fecha, respectivamente (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto del portainjerto serrano “Criollo de Morelos 334" en el didmetro de
tallo de plantas de chile manzano injertadas.

FV Didmetro de tallo (mm)
Fecha 1 (90 ddt) Fecha 2 (270 ddt)

T1: planta injertada 19.6000a" 26.1250a
T2: planta sin injertar 17.7250b 18.6375b
CVv 6.358190 5.918621
CME 1.4080128 1.754728
MEDIA 18.66250 22.38125
DMSH 0.5282 0.5897

Ddt: Dias después del trasplante, CV: coeficiente de variacion; CME: cuadrado medio
del error; DMSH: diferencia minima significativa honesta. Comparacion de medias
con la prueba de Tukey a un nivel de significancia de 0=0.05. '‘Medias con la misma
letra en cada columna son estadisticamente iguales.

El didmetro promedio del tallo de chile manzano (injerto) fue menor con respecto al
diametro promedio del sitio de union del injerto y el portainjerto, el cual present6 un
didmetro mayor al del sitio de unidn, a los 90 ddt las plantas injertadas tuvieron una
diferencia de diametro de tallo entre injerto, punto de unién y portainjerto de 3a 6 mm;
mientras que a los 270 ddt esta fue de 8 a 9 milimetros aproximadamente (Cuadro 5),
en la segunda medicion el sitio de union del injerto y el portainjerto tuvieron un
didmetro promedio similar en contraste con el didmetro de tallo del injerto (chile

manzano) que fue notablemente menor (Figura 11).
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Cuadro 5. Didmetro promedio de tallo en injerto, sitio de union y portainjerto de
plantas de chile manzano injertadas sobre CM-334.

Ddt Diametro promedio de tallo (mm)
Injerto Sitio de unién Portainjerto
(chile manzano) del injerto (CM-334)
90 16.45 19.6000 22.15
270 18.3875 26.1250 27.45

Figura 11. Interaccion en la interfase del injerto de plantas de chile
manzano sobre CM-334 alos 90 (A, B) y 270 (C, D) dias después del
trasplante.
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3.2 Injerto in vitro

3.2.1 Porcentaje de germinacion
El porcentaje de germinacion de chile manzano variedad Grajales St. y del serrano
“Criollo de Morelos 334" fue de 100 % y 93 %, respectivamente, para el método de
siembra de semilla semicubierta (ss) por el medio de cultivo. Por otra parte, para el
método de siembra de semilla cubierta (sc) por el medio de cultivo el porcentaje de
germinacion fue del 27 % para chile manzano y del 47 % para el CM-334 (Figura 12).
El chile manzano germina siete dias después de su siembra, mientras que el CM-334
germina a los 5 dias después de la siembra. EI método de siembra de semilla
semicubierta (ss) por el medio de cultivo fue utilizado para la obtencién de plantula

con fines de injertacion en los posteriores experimentos.

Porcentaje de germinacion in vitro
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Chile manzano Criollo de Morelos 334
Método de siembra
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Figura 12. Porcentajes de germinacion de semilla cubierta (sc) y semilla semicubierta

(ss) por el medio de cultivo, chile manzano variedad Grajales St. y serrano “Criollo de
Morelos 334”.
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3.2.2 Evaluacion de reguladores de crecimiento en plantas cultivadas in
vitro

De acuerdo con el andlisis de varianza y comparacion de medias realizado para
conocer el efecto de cuatro concentraciones de benciladenina y &cido giberélico en la
altura de plantulas de CM-334 y chile manzano cultivadas in vitro con fines de
injertacion, existen diferencias significativas entre tratamientos, la variable altura de
planta en el testigo (T1) en ambos materiales (CM-334 y chile manzano) tiene una
media de valor 4.8333 y 4.033 cm, respectivamente, con lo que se ubican en el grupo
a en sus experimentos, la ausencia de BA y AGsen el medio de cultivo tiene la mejor

respuesta en la variable altura de planta (Cuadro 6).

Cuadro 6. Altura de planta del portainjerto CM-334 y chile manzano variedad
Grajales St. en respuesta a cuatro combinaciones de benciladenina (BA) y acido
giberélico (AGs).

FV BA (mg-L1) AGs(mg-L?) CM-344 Chile manzano
Altura de planta (cm)
Testigo (T1) 0.0 0.0 4.8333a" 4.0333a
T2 0.1 3.0 2.8000b 1.5667c
T3 0.3 1.0 1.7333c 1.8000c
T4 1.0 0.3 2.6000b 3.1333b
T5 3.0 0.1 2.7333b 2.9000b
Ccv - - 19.15491 18.01603
CME - - 0.3171429 0.23428571
MEDIA - - 2.940000 2.686667
DMSH - - 0.5758 0.4949

CV: coeficiente de variacion; CME: cuadrado medio del error; DMSH: diferencia
minima significativa honesta. Comparacion de medias con la prueba de Tukey a un
nivel de significancia de 0=0.05. 'Medias con la misma letra en cada columna son
estadisticamente iguales.
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3.2.3 Porcentaje de prendimiento de plantas injertadas in vitro

El dia 20 después de haber realizado el injerto in vitro de chile manzano sobre CM-
334 se determind que el porcentaje de plantas con prendimiento, sin tomar en cuenta
las plantas de tubos contaminados, fue del 55.3 %, el 44.7 % restante fueron plantas
que se mostraron marchitas a partir del dia 4 después del procedimiento de injertacion,
dos terceras partes de las plantas marchitas se registraron entre los 4 y 7 dias despues

de injertar.

El porcentaje de tubos con injertos que presentaron contaminacién por bacteria,

hongos o0 ambos fue de 26.56 %.

Del total de los 64 injertos realizados 26 mostraron prendimiento (40.6 %), 21
presentaron marchitez y muerte de la pla (32.8 %) y 17 fueron eliminados por

presentar contaminacion del medio de cultivo (26.5 %).

La obtencion de planta injertada en condiciones in vitro, de chile manzano variedad
Grajales St. sobre el chile serrano “Criollo de Morelos 334", desde la siembra de
semilla hasta el proceso de aclimatacion de los injertos en condiciones de invernadero

para su trasplante tuvo una duracion de 64 dias.
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4. DISCUSION

Las semillas del chile serrano “Criollo de Morelos 334" presentaron un porcentaje de
germinacion por arriba del 90 % en condiciones de invernadero e in vitro, el material
utilizado fue una linea, por lo que presentd homogeneidad genotipica y fenotipica. El
chile manzano tuvo germinacion del 68 % en condiciones de invernadero y del 100 %
en condiciones in vitro, el menor porcentaje de germinacion de semillas de chile
manzano en condiciones de invernadero se debi6 a que no se utilizd semilla obtenida
directamente de frutos, de acuerdo con Pérez y Castro (2008) esto pudo haber
ocasionado endurecimiento de la testa y con ello problemas de germinacion y

emergencia.

En los tratamientos in vitro, donde se avalu6 el efecto de distintas concentraciones de
benciladenina y acido giberélico, el mejor efecto estadisticamente significativo, sobre
la variable altura de planta lo tuvo el testigo (sin reguladores de crecimiento), con el
que se obtuvieron plantas chile manzano y CM-334 con alturas de 4.03 cmy 4.83 cm,
respectivamente, a los 25 dias después de la siembra, en esta fecha dejo de observarse
aumento en la altura de planta tratada con concentraciones de BA y AGs, es
recomendable evaluar nuevos tratamientos de combinaciones de reguladores de
crecimiento y de manera individual, en la busqueda de un medio que brinde las
condiciones necesarias para el desarrollo y crecimiento en menor tiempo de plantula

de chile manzano y CM-334 con fines de injertacion in vitro.

El porcentaje de prendimiento de la union de dos materiales, es sefialado por Hartmann
et al. (2011) como uno de los indicadores de compatibilidad entre ambos materiales.

Los injertos de chile manzano sobre CM-334 tuvieron un porcentaje de prendimiento
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del 55 % en injertos realizados in vitro y 91 % en injertos realizados en cdmara de
prendimiento. Los injertos in vitro presentaron un grado de dificultad de realizacion
mayor en comparacion con el injerto realizado en camara de prendimiento, debido a
que el material vegetal utilizado en la metodologia in vitro fue de menor tamafio y los
cortes de las zonas de union de injertos fueron de menor precision. Hartmann et al.
(2011) sefialan a las malas técnicas de injertacion como una de las principales causas
de supuesta incompatibilidad al aparecer, de forma aislada, porcentajes de
inexactitudes en el injerto, por lo tanto el bajo porcentaje de prendimiento (54 %) de
injertos in vitro no fue considerado como un signo de incompatibilidad de los
materiales en estudio, al compéralos con el alto porcentaje de prendimiento de injertos

realizados en camara de curado.

El injerto de chile manzano (Capsicum pubesces R y P.) sobre el portainjerto serrano
“Criollo de Morelos 334” paso6 por los eventos principales sefialados para que un
injerto sea considerado compatible de acuerdo con lo sefialado por Moore (1984), hubo
cohesién del injerto y portainjerto, se observo la proliferacion de células de callo en
la interfase del injerto en el dia 13 después de realizar el proceso de injertacion y en la
misma fecha fue notable la rediferenciacion vascular que daria origen a los haces
vasculares y permitiria el flujo de agua entre el portainjerto y el injerto. En el caso de
plantas lefiosas Mosse (1962) sefiala que la fase de formacion de callo inicia 24 horas
después del proceso de injertacion. Hartmann et al. (2011) sefialan que en el dia cinco
es posible observar la formacion de puente de callo y que durante las 2 a 3 semanas
siguientes las bolsas de aire del sitio de unidn del injerto se llenan y desaparecen a
causa de las nuevas células; esto no ocurrié para el caso del injerto de chile manzano

sobre CM-334, ya que se esperaba que al ser tejido suculento tuviera una rapida
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formacion de callo; sin embargo, las células de callo fueron visibles hasta el dia 13
después de realizar el injerto y en el Ultimo muestreo, 21 dias después de injertar, aun
se tuvo la presencia de espacios de aire. La presencia de éstos ha sido reportada en
plantulas de jitomate injertadas, donde las células parenquimatosas de la medula
central se mueren formando una cavidad cubierta por una capa necrdtica visible ain
a los 15 dias después de realizar el injerto; sin embargo, el sistema vascular permanece
inalterado y permite que las plantas sobrevivan (Fernandez-Garcia et al., 2004). Por
otra parte, Esau (1985) sefiala que durante el proceso de injertacion, un corte exacto
realizado en ambas porciones del injerto acelera la formacion de la conexién cambial;
en cambio cortes mal realizados, con herramienta inexacta o con mala técnica no
impiden necesariamente la union, pero normalmente la retardan. En el dia 21 después
de realizado el injerto ain fueron visibles ciertas zonas con presencia de cicatriz por
el corte del injerto; de igual manera en esta fecha fue muy notorio lo mencionado por
Martinez (2013) quien indicé que cuando los sistemas vasculares de ambos tallos no
estan alineados como consecuencia de diametros desiguales, parece existir un sistema
de reconocimiento celular que hace que los haces vasculares no se unan con las células
de la médula o de la corteza, sino que se curvan a conveniencia para buscar su
contraparte en el otro tallo. Lo anterior probablemente influye en el tiempo de

prendimiento del injerto.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas del efecto del injerto en el
didmetro del sitio de union de los materiales en cuestion, mismo que fue en promedio
8 mm mayor en el sitio de union de plantas injertadas (26.1 mm) en comparacion con
plantas sin injertar (18.6 mm), esto indica que existe un efecto negativo en el

portainjerto al incrementarse su diametro de tallo en dimensiones anormales. Forner
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(1984) sefala que el injerto y el portainjerto adquieren frecuentemente grosores
distintos, y que tal hecho no constituye una verdadera incompatibilidad propiamente
dicha, carece de importancia en la mayoria de casos, incluso existiendo una gran
diferencia de grosor entre el injerto y el portainjerto. No obstante, ciertos injertos

sufren con el tiempo malformaciones en la unién que reducen su vida econémica.

El injerto entre plantas de especies diferentes, pero del mismo género, no tiene éxito
en todos los casos (Hartmann y Kester, 1988), el portainjerto CM-334 ha sido utilizado
en experimentos con chiles del tipo jalapefio, chilaca, cayene (Osuna et al., 2012),
ancho (Garcia-Rodriguez et al., 2010) y pimiento morrén (Morra y Bilotto, 2006 y
Martinez, 2013), todos pertenecientes al género y especie Capsicum annuum, en todos
los casos se encontrd que la formacion de callo entre la unién de los injertos fue
adecuada, lo cual permitié la conexion firme del cambium de los injertos con el
portainjerto CM-334. El chile manzano, perteneciente a la especie y género Capsicum
pubescens injertado sobre CM-334 tienen la capacidad de concluir con éxito las fases

de cohesién, proliferacion de células de callo y rediferenciacion vascular.

La obtencion de planta de chile manzano injertada sobre CM-334, desde la siembra de
los materiales a injertar hasta el trasplante en el sitio donde se desarrollaran, tarda un
promedio de 89 dias en condiciones de invernadero y 64 dias en condiciones in vitro.
Con la técnica de in vitro es posible controlar los factores ambientales externos
(fotoperiodo, temperatura, humedad relativa) asi como la asepsia, el medio de cultivo,
los nutrientes disponibles, reguladores de crecimiento, etc.; sin embargo, la
manipulacion del material vegetal es de mayor dificultad por su tamafio y fragilidad;

por otra parte se debe tener mucho cuidado al manipular el material vegetal y de
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laboratorio, y el medio de cultivo, ya que se tuvo el 26.5 % de tubos con alguna
contaminacion por bacterias y/u hongos, 32.8 % de muerte de pua en plantas injertadas
y s6lo el 40 % de injertos prendidos; el principal beneficio de realizar injertos in vitro
es la disminucion del tiempo de obtencion de planta injertada. Por otra parte, el injerto
en cdmara de prendimiento es viable siempre y cuando las instalaciones para injertar
cuenten con las condiciones necesarias de temperatura, humedad y luminosidad, el
procedimiento de injerto en camara de prendimiento es de menor dificultad en
comparacion con el procedimiento in vitro, el mayor tamafio de las plantulas facilita
SuU manejo y sus ventajas son: porcentaje de prendimiento por arriba del 90 %, plantas
menos sensibles durante el proceso de aclimatacion, con mayor vigor para el trasplante

y procedimiento de menor complejidad.

5. CONCLUSIONES
El chile manzano (Capsicum pubescens R. y P.) es compatible con el portainjerto
serrano “Criollo de Morelos 334" (Capsicum annuum). La etapa de cohesion ocurre
en los primeros dias, la formacion de callo y la rediferenciacion celular fue visible a

los 13 dias después de injertar.

La técnica de injertacion de chile manzano sobre CM-334 méas apropiada para la
elaboracion del injerto en grandes cantidades es el procedimiento de injerto tradicional
en camara de curado, con un porcentaje de prendimiento por arriba del 90 % y la

obtencion de planta de mayor tamafio y vigor para el trasplante.

La obtencion de plantula de chile manzano injertada sobre CM-334 por los
procedimientos in vitro y cdmara de curado, tienen una duracion de 64 y 89 dias,

respectivamente.
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CAPITULO Il. DESEMPENO AGRONOMICO DE CHILE MANZANO INJERTADO
SOBRE CHILE SERRANO CRIOLLO DE MORELOS 334

CHAPTER Il. AGRONOMIC BEHAVIOR OF MANZANO HOT PEPPER
GRAFTED ONTO SERRANO “LANDRACE FROM MORELOS 334" PEPPER

Estela Martinez Soriano' y Mario Pérez Grajales?

RESUMEN

Se evalud el efecto del chile serrano “Criollo
de Morelos 334 (CM-334)” (Capsicum
annuum) como portainjerto de chile manzano
(Capsicum pubescens R. y P.) en variables de
rendimiento, morfologia y calidad de fruto.
También se evalud el efecto de tres niveles de
poda en plantas injertadas y se obtuvo el
porcentaje de inoculacién de micorrizas en el
CM-334, en busca de alternativas para
compensar el menor sistema radical del
portainjerto. ElI uso del CM-334 como
portainjerto de chile manzano tuvo los mejores
efectos estadisticamente significativos
(P<0.05) en las variables de nimero de frutos
(26.857), peso total de frutos por planta (1.873
kg) y rendimiento (11.7089 t-ha?), este Gltimo
fue 32 % mayor que en plantas sin injertar,
ademas el injerto permitié tres semanas de
precocidad a produccion. En la evaluacion del
efecto de niveles de poda en plantas de chile
manzano injertadas, el manejo a dos tallos
permitio aumentar el rendimiento 8.89 % con
respecto a las de cuatro tallos y 42.58 % mas
que las plantas sin poda. Los frutos de plantas
injertadas tuvieron las caracteristicas de frutos
comercializables en las variables: peso de fruto
(70.37 g), volumen (95.85 ml), longitud (5.35
cm) y diametro (5.5 cm). El uso de micorrizas
promovio el 60.17 % de colonizacidn en raices
del CM-334 en un sistema de produccidn con
tezontle y composta (2:1) como sustrato y uso
de solucidn nutritiva de Steiner al 50 %.

PALABRAS CLAVE: Capsicum pubescens,
CM-334, injerto, poda, micorrizas.

1 Autora de la tesis/ Graduated student
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ABSTRACT

The effect of serrano “Landrace from Morelos
334 (CM-334)” (Capsicum annuum) as
rootstock of manzano hot pepper (Capsicum
pubescens R. y P.) was evaluated in variables
of yield, fruit's morfology and quality. Also
was evaluated the effect of three pruning levels
in grafted plants and it showed the inoculation
percentage de mychorrhizae in CM-334,
looking for alternatives to balance the minor
root system from the rootstock. Using the CM-
334 as rootstock of manzano hot pepper had the
best effects stadistically significative (P<0.05)
in the variables of fruit number (26.857), total
fruit weight per plant (1.873 kg) and vyield
(11.7089 t-ha™), last one was 32 % bigger than
plants without graft, also the graft allowed
three weeks of earliness to production. In the
evaluation of pruning levels in plants of
manzano hot pepper onto CM-334, handling
two stems allowed to increase the yield 8.89 %
higher than the plants handled with four stems
and 42.58 % higher than the plants without
pruning. The fruits of grafted plants had the
characteristics of marketable fruits in the
variables: weight (70.37 g), volume (95.85 ml),
length (5.35 cm) and diameter (5.5 cm). The
use of mycorrhizae presented 60.17 % of
colonization in roots of the CM-334 in a
production system with tezontle and compost
(2:1) as substrate and using Steiner nutrient
solution 50 %.

KEY WORDS: Capsicum pubescens, CM-
334, graft, pruning, mycorrhizae.
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1. INTRODUCCION

El chile manzano (Capsicum pubescens R. y P.) generalmente es cultivado en huertos
familiares, en regiones con altitudes entre 1700 a 2400 m como las que se encuentran
en algunos lugares templados y frios de los estados de Michoacén, Puebla, México y
Veracruz. La planta alcanza alturas de hasta tres metros y requiere de una estacion de
crecimiento libre de heladas para poder vivir mas de 10 afios (Pérez y Castro, 1998),
si se atiende adecuadamente las enfermedades y plagas que la afectan pueden llegar a
vivir 15 afios 0 mas (SAGARPA, 2014). También se le cultiva de manera intensiva
en condiciones de invernadero en un sistema de produccion intensivo, en altas
densidades de poblacion (10,000 plantas/ha™) con variedades cuyos atributos son

superiores a los de las variedades criollas (Pérez et al., 2004).

Phytophthora capsici es el factor limitante mas importante para la produccion de chile
en el mundo. En funcidén de las condiciones ambientales, la virulencia de los aislados
y la cantidad de in6culo de P. capsici en el suelo, este patdgeno puede causar de 25 a
40 % de las pérdidas del cultivo. Una de las estrategias mas comunes para controlar
este patdgeno es utilizar fumigantes y fungicidas; sin embargo, su uso indiscriminado
ha ocasionado el desarrollo de aislamientos resistentes, problemas de contaminacion
ambiental y de salud publica. Esto ha causado la prohibicién de algunos de los
productos més usados para controlar P. capsici, como el bromuro de metilo (Garcia-
Rodriguez et al., 2010). En la produccién de hortalizas, la injertacion constituye una
importante estrategia del manejo integrado de cultivos, especificamente como una
medida para reducir el efecto de los patdgenos que afectan las raices de solandceas y
cucurbiticeas. Japdn y Corea, fueron los primeros paises en usar esta técnica a finales

de los afos 1920’s cuando injertaron sandia (Citrullus lanatus) en calabaza tipo botella
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(Lagenaria siceraria) (Lee, 1994) y se ha ido adaptando a la produccion organica asi
como a otros sistemas con un enfoque biorracional para minimizar la absorcion de

residuos de agroquimicos (Lee et al., 2010).

El método de control de enfermedades mediante el uso de la técnica de injerto no esta
bien dilucidado. Se presume que el método principal es la evasion de la enfermedad
cuando el portainjerto es resistente al patogeno (King et al., 2008), lo que evita que la
parte superior (injerto) entre en contacto con el suelo y el patdégeno. Existen posibles
desventajas entre las que destacan un prendimiento méas complicado y sin aporte de
vigorosidad adicional a la planta por parte del portainjerto (Erard y Odet, 2009). La
razon mas obvia es la incompatibilidad portainjerto-injerto, lo cual induce una
disminucién del crecimiento o sobre crecimiento del injerto y como consecuencia un
menor flujo de nutrimentos y agua a través de la unién del injerto, causando
marchitamiento (Davis et al., 2008). La combinacion de dos plantas diferentes en una
sola planta por medio de injerto, en la cual una parte produce el brote y la otra las
raices, puede producir patrones de crecimiento que difieren de aquellos que hubieran
tenido las partes componentes cultivadas por separado. Algunos de estos efectos son
de gran valor horticola, mientras que otros son perjudiciales y se deben evitar. Las
caracteristicas alteradas pueden resultar (a) de reacciones de incompatibilidad, o (b)
del hecho que una de las partes del injerto tenga uno o mas caracteres especificos que
no se encuentran en la otra como resistencia a ciertas enfermedades, nematodos o
insectos, o bien tolerancia de ciertas condiciones adversas del clima y del suelo, o (c)
interacciones especificas entre el portainjerto y el injerto que alteran el tamafio,
desarrollo, productividad, calidad del fruto u otros atributos horticolas (Hartmann y

Kester, 1988).
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Se ha reportado que el pH, sabor, azlcares, color, contenido de carotenoides y textura
pueden ser afectados por el injerto y el tipo de portainjerto utilizado. Los reportes
varian desde efectos ventajosos o desfavorables, pero normalmente es de comun
acuerdo que la combinacion portainjerto-injerto debe ser cuidadosamente escogida

para una calidad de fruto 6éptima (Davis et al., 2008).

Garcia-Rodriguez et al. (2010), mencionan que el uso de CM-334 como portainjerto
para injertos de chile ancho tiene potencial para la produccion de chile en zonas con
alta incidencia de P. capsici, con un rendimiento 20 % menor en plantas injertadas en
comparacion con plantas no injertadas y sin inocular; mientras que las plantas sin
injertar e inoculadas con P. capsici murieron. Por otra parte, Martinez (2013) sefiala
que el uso del CM-334 como portainjerto de pimiento morrén es una alternativa viable
solo en condiciones de alta presion del patdgeno, en sistemas de produccion donde las
posibilidades de répida diseminacion de la enfermedad son altas y/o el uso de
fungicidas esté restringido, ya que al estudiar el efecto individual del portainjerto, se
tuvo una disminucién del rendimiento de 40 %, ademas menciona que mediante la
inspeccion visual en plantas injertadas, se observo un sistema radical menos abundante
que en las plantas de pimiento morrén sin injertar. La reduccion del vigor en el injerto
es uno de los mayores problemas al injertar pimiento morrén (Santos y Goto, 2004).
Garcia-Rodriguez et al. (2010) también reportaron una reduccion en el vigor de plantas

de chile ancho injertadas sobre CM-334.

Segun Fernandez y Liddell (1998), la resistencia de CM334 es independiente de la
variedad injertada y este cultivar se podria usar como portainjerto. Sin embargo, para

considerar el uso de un portainjerto, es imprescindible determinar, ademas de la
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resistencia y la compatibilidad, el rendimiento de frutos comerciales, una caracteristica

aun no evaluada en la mayoria de las investigaciones.

En los estudios de evaluacion agrondmica de planta injertada que se han realizado
hasta la fecha, en general se reporta una disminucién de vigor y rendimiento, por lo
que en este trabajo se evalud el efecto del injerto en variables de rendimiento,
morfologia y calidad de fruto de plantas de chile manzano injertadas sobre CM-334.
De acuerdo con la tendencia de la disminucion del rendimiento de los cultivos donde
se ha utilizado el CM-334 como portainjerto, se planteo la evaluacion del efecto de
niveles de poda en busca de evitar un crecimiento excesivo de la planta e incrementar
la calidad de los frutos en tamafio y grosor de pericarpio como sefialan Pérez y Castro
(1998). De igual manera, se determiné el porcentaje de colonizacion de micorrizas
como una posible alternativa para compensar la menor area radical del portainjerto y

por lo tanto la disminucion del rendimiento.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion y condiciones del sitio experimental

El experimento se realizd en el invernadero de chile manzano, en el Campo
Experimental de la Universidad Auténoma Chapingo, en Chapingo, Estado de México,
con coordenadas 19° 29° LN y 98° 53’ LO, a 2240 msnm. La temperatura y humedad
relativa promedio dentro del invernadero, durante las horas con mayor intensidad
luminosa, fueron de 26 °C y 40 %, respectivamente; las condiciones ambientales se

monitorearon con un data logger HOBO® modelo H8.

2.2 Material vegetal

Se utilizaron plantas de chile manzano variedad Grajales St. sin injertar y plantas de
chile manzano variedad Grajales St. injertadas sobre el chile serrano “Criollo de
Morelos 334 (CM-334)” por el método de injerto de empalme con grapa de plastico

en camara de curado.

2.3 Establecimiento y manejo del cultivo en invernadero

El trasplante del material vegetal se realizo el 15 de agosto de 2013, a los 6 meses de
haber realizado la siembra del material injertado en cdmara de curado y a los 4 meses

después del proceso de injertacion.

Para el establecimiento de la planta se utilizaron bolsas de polietileno negro de 50 x
50 cm rellenas con tezontle rojo nuevo hasta la mitad y en la parte superior una mezcla
de tezontle rojo nuevo y composta en proporcion 2:1. Las plantas fueron colocadas en
hileras con una separacion de 2 metros entre hileras y 0.8 metros de distancia entre

plantas, con una densidad de siembra de 0.625 plantas/m?.
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Las plantas fueron manejadas a cuatro tallos, las ramas laterales fueron podadas en el
sexto nudo y el dpice terminal fue eliminado cuando la planta alcanzé alrededor de 2.5
m de altura. El dosel de la planta se mantuvo en forma de “v” mediante el uso de

alambre galvanizado y rafia situado paralelamente a las hileras de plantas.

El sistema de riego fue localizado con el uso de cintilla y distribuidores de cuatro
salidas, con goteros con estaca y microtubin, la separacion entre los distribuidores fue
de 0.8 m, por lo que se colocaron 2 estacas/maceta, a una distancia de 3 cm de la corona
durante la semana después del trasplante y posteriormente a una distancia de 10 cm de
la base del tallo. Para los riegos se utiliz6 la solucion nutritiva de Steiner al 50 % y
semanalmente se hizo una aplicacion de acidos himicos Humistar® (1 litro en 300

litros de agua) con el riego.

Como prevencion ante la posible manifestacion de enfermedades de origen flngico en
la raiz, se realiz6 una aplicacion del fungicida biolégico PHC® T-22® (Trichoderma

harzianum) a traves del riego, a una dosis de 300 g en 400 litros de agua.

2.4 Plagas y enfermedades

Durante el experimento se tuvo incidencia de mosquita blanca (Trialeurodes
vaporariorum), pulgén (Myzus persicae) y trips (Frankliniella occidentalis); para
disminuir las poblaciones se colocaron trampas pegajosas elaboradas con platos
amarillos para la mosquita blanca y platos azules para el pulgén y trips, el adherente
utilizado fue el Stick bug. Para el control de insectos chupadores también se realizd
una aplicacion del hongo Beauveria bassiana a una dosis de 3 g-L " de agua, finalmente
se realizaron tres aplicaciones de Beleaf ® (Flonicamid) a una dosis de 0.8 g-L™* de

agua.

56



Se observaron dafios en &rea foliar y fruto ocasionados por el gusano del fruto
(Heliothis virescens), para su control se realiz6 una aplicaciéon de Bacillus
thuringiensis a una dosis de 3 g-L* de agua y en la siguiente semana se aplic6 PHC®
META TRON® (Metarhizium anisopliae) a una dosis de 2 g-L™ de agua, este Gltimo

también controla mosquita blanca.

Se tuvo incidencia de bacterias (Pseudomonas) béasicamente en las plantas injertadas,
para su control se realizaron aplicaciones mensuales de Fungimicin 500® y Agri-
mycin® (Estreptomicina + Oxiteraciclina) en dosis de 2.5 g-L™* de agua y 2 g-L* de

agua, respectivamente.

También con el riego se realizaron aplicaciones preventivas de Interguzan 30-30
(Quintoceno + Thiram) en una dosis de 1 kg-ha® para proteger a la raiz contra

Fusarium y Rhizoctonia solani.

2.5 Disefio experimental y tratamientos

2.5.1 Experimento 1. Efecto del injerto de chile manzano sobre CM-334

Para conocer el efecto del CM-334 como portainjerto de chile manzano en las variables
de rendimiento y calidad de fruto, se compararon plantas manejadas a cuatro tallos
injertadas en camara de prendimiento y sin injertar, se estableci6 un disefio
completamente al azar con siete repeticiones y dos tratamientos. La unidad

experimental fue de una planta. Los tratamientos evaluados fueron los siguientes:

T1: plantas de chile manzano variedad Grajales St. injertadas sobre el chile serrano

“Criollo de Morelos (CM-334)".

T2: plantas de chile manzano variedad Grajales St., sin injertar.
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2.5.2 Experimento 2. Efecto de niveles de poda en injertos de chile manzano

sobre CM-334

En este experimento se evaluo el efecto de niveles de poda en plantas de chile manzano
injertadas sobre CM-334. El disefio experimental utilizado fue un completamente al
azar con ocho repeticiones, la unidad experimental fue de una planta. Se evaluaron dos

tratamientos y un testigo que a continuacion se describen:

T1: plantas injertadas manejadas a dos tallos

T2: plantas injertadas manejadas a cuatro tallos

T3: plantas injertadas sin poda (crecimiento libre)

2.5.3 Experimento 3. Inoculacion micorrizica en plantas de chile manzano

Se realizaron tres aplicaciones de hongos vesiculo-arbusculares; éstas fueron
realizadas al mes, dos y tres meses después del trasplante, el producto utilizado fue
PHC® Hortic Plus®, este inoculante contenia esporas de cuatro hongos vesiculo-
arbusculares (G. clarum, G. etunicatum, G. intraradices, E. columbiana) minimo
7,268 esporas por kg, y seis bacterias fijadoras de nitrégeno, solubilizadoras de fosforo
y promotoras del crecimiento: Bacillus licheniformis, B. megaterium, B. polymyxa, B.
subtilis, B. thuringiensis y Paenibacillus azotofixans con una cantidad de 1.8 x 10°
unidades, entre otros compuestos, con la finalidad de proporcionar medios que
facilitaran la absorcion de nutrimentos al sistema radical de la planta, principalmente
para las plantas injertadas, ya que el sistema radical del CM-334 no es muy

desarrollado de acuerdo con lo observado por Martinez (2013) en plantas de pimiento
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morrén injertadas sobre CM-334, donde el sistema radical fue menor en plantas

injertadas en comparacion con las plantas sin injertar.

La aplicacion de PHC® Hortic Plus® fue la recomendada para cultivos establecidos
en una dosis de 7 g/planta/aplicacion, se realizaron dos medias lunas contrapuestas de
54a 10 cm de profundidad en la zona de raices absorbentes de la planta donde los siete
gramos del producto granulado fueron distribuidos de manera uniforme. La fecha del
trasplante de chile manzano fue el 15 de agosto de 2013, las aplicaciones de PHC®
Hortic Plus® se realizaron el 16 de septiembre, 17 de octubre y el 16 de noviembre

del mismo afio

2.5.3.1 Determinacion del porcentaje de inoculacion radical

Toma de muestras

Se humedecié el sustrato para facilitar el desprendimiento del suelo de las plantas a
muestrear, el desprendimiento o toma de muestras de raices absorbentes fue a dos
profundidades 0-10 y 10-20 cm, se tomaron muestras de cuatro plantas a las
profundidades mencionadas, las raices muestreadas fueron colocadas en cajas de Petri,
donde se enjuagaron hasta eliminar cualquier suciedad y se eliminaron las raices mas

gruesas.

Procesamiento de muestras

Las raices seleccionadas fueron colocadas por muestra en vasos de precipitados de 50
ml con KOH al 10 % necesario para cubrirlas, posteriormente se calentaron durante
10 segundos a bafio maria en el horno de microondas. Las raices fueron retiradas del

KOH al 10 % y enjuagadas durante 20 minutos en H202; posteriormente se enjuagaron
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con agua destilada y se seleccionaron las seis raices méas delgadas por cada
profundidad, con un total de 12 raices seleccionadas por planta. Las muestras fueron
colocadas en portaobjetos, se agregaron 2 gotas de lactofenol + azul Tripan y un
cubreobjetos, después de cinco minutos se observO cada raiz con el uso de un

microscopio compuesto.

2.6 Variables evaluadas

2.6.1 Variables de rendimiento

Frutos totales por planta (FT)

Los frutos totales por planta son el valor promedio de la produccion de una planta con
7 repeticiones para el experimento uno (efecto del injerto de chile manzano sobre CM-
334) y 8 para el experimento dos (niveles de poda), los cortes fueron semanales y se

realizaron 15.

Peso total de frutos por planta (PF)

Es el valor promedio de la produccion de frutos comercializables por planta, con siete
repeticiones para el experimento uno (efecto del injerto de chile manzano sobre CM-
334) y ocho repeticiones para el experimento dos (niveles de poda), los cortes fueron

semanales y se realizaron 15.

Peso promedio de fruto (P-F)

Es el peso total de frutos comercializables entre el nimero total de frutos, se tuvieron
siete repeticiones para el experimento uno (efecto del injerto de chile manzano sobre
CM-334) y ocho repeticiones para el experimento dos (niveles de poda), se realizaron

15 cortes semanales.
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Rendimiento promedio (R)

Se obtuvo tomando en cuenta la densidad de plantacion del cultivo de 0.625 plantas/m?
y el peso total de frutos comercializables por planta, se tuvieron siete repeticiones para
el experimento uno (efecto del injerto de chile manzano sobre CM-334) y ocho
repeticiones para el experimento dos (niveles de poda), se hicieron 15 cortes, uno por

semana.

2.6.2 Variables de calidad de fruto

Longitud de fruto (LF)

Es el valor de la distancia entre la parte basal del fruto y el &pice del fruto, fue medido
con un vernier digital. La longitud de fruto es el valor promedio de la longitud de frutos
comercializables en una planta con siete repeticiones para el experimento uno (efecto
del injerto de chile manzano sobre CM-334) y ocho repeticiones para el experimento

dos (niveles de poda), se realizaron 15 cortes, uno por semana.

Didmetro de fruto (DF)

Se midi6 en la parte media de la longitud del fruto con un vernier digital. El didmetro
de fruto es el valor promedio de los didmetros de frutos comercializables de una planta
con siete repeticiones para el experimento uno (efecto del injerto de chile manzano
sobre CM-334) y ocho repeticiones para el experimento dos (niveles de poda), se

realizaron 15 cortes, uno por semana.
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VVolumen de fruto (VF)

Se midi6 con un vaso de precipitados de 1 L, el vaso fue aforado a 400 ml donde se
introdujo el fruto y de acuerdo con la cantidad de agua desplazada se obtuvo el
volumen en ml. El volumen de fruto es el valor promedio de los volimenes de frutos
comercializables de una planta con siete repeticiones para el experimento uno (efecto
del injerto de chile manzano sobre CM-334) y ocho repeticiones para el experimento

dos (niveles de poda), se realizaron 15 cortes, uno por semana.

Numero de l6culos (NL)

Es el valor promedio del nimero de I6culos de un muestreo realizado al azar, se tomo
un fruto en cinco plantas con cinco repeticiones para cada experimento, los muestreos

fueron semanales.

Grosor de pericarpio (GP)

Se midio6 con un vernier digital, el grosor de pericarpio es el promedio de la distancia
que existe entre la parte mas externa del epicarpio y la més interna del pericarpio de
los frutos de un muestreo realizado al azar, se tomd un fruto en cinco plantas con cinco

repeticiones para cada experimento, los muestreos fueron semanales.

Numero de semillas por fruto (NS)

Es el nimero de semillas promedio contabilizadas por fruto de un muestreo realizado

al azar en cinco plantas con cinco repeticiones, el muestreo se realiz6 semanalmente.
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Peso de semillas por fruto (PS)

Las semillas contenidas en un fruto fueron pesadas en una balanza analitica, la semilla
fue extraida el dia en que se cosechd el fruto y se colocaron en bolsas de papel estraza
y pesadas a los quince dias, el peso de semilla es el peso promedio de semillas por
fruto de un muestreo realizado al azar en cinco plantas con cinco repeticiones, el

muestreo se realizé semanalmente.

2.6.3 Colonizacién de micorrizas

Se observaron las preparaciones de raiz en microscopio compuesto, para cada planta
muestreada se tuvieron 12 segmentos de raiz (6 de profundidad 0-10 cm y 6 de
profundidad 10-20 cm), cada segmento de raiz representd el 8.33 % del total (12
segmentos), por lo que de acuerdo con la metodologia utilizada en el Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) de Texcoco, Estado de
Meéxico, la presencia de por lo menos una hifa, espora o vesicula en el segmento de

raiz represent6 el 8.33 % de colonizacion.

2.7 Analisis estadistico

El paquete estadistico SAS fue utilizado para conocer los efectos de niveles de poda
en plantas de chile manzano injertadas sobre CM-334 y los efectos del injerto en
plantas de chile manzano, en los dos experimentos se evaluaron variables de
rendimiento y calidad de fruto. La comparacion de medias se realiz6 con la prueba de

Tukey a un nivel de significancia de a= 0.05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Efecto de dos niveles de poda en planta de chile manzano injertada sobre
CM-334 en las variables de rendimiento y calidad de fruto

En el analisis de varianza y prueba de comparacion de medias se encontrd que realizar
poda a dos o cuatro tallos tiene un efecto estadisticamente igual en la variable nimero
de frutos con un promedio de 26.375 y 24.375 frutos por planta; mientras que las
plantas sin poda tuvieron un menor nimero de frutos, encontrandose en la agrupacion
b con un promedio de 16.875 frutos por planta. En la comparacion de medias para las
variables de peso total de frutos por planta y rendimiento se tuvieron tres agrupaciones,
siendo la poda a dos tallos (agrupacion a) el tratamiento que tuvo un mejor efecto con
un peso total de frutos por planta promedio de 1.841 kg, en un periodo de 15 semanas
de cosecha (una cosecha por semana) y un rendimiento de 11.5 t-ha™, considerando
una densidad de plantacion de 0.625 plantas/ha. Posteriormente en la agrupacion b se
tuvo al tratamiento de poda a cuatro tallos con un peso total de frutos por planta de
1.677 kg y un rendimiento de 10.485 t-ha™, el menor efecto fue el del testigo
(agrupacion c) con un peso total de frutos de 1.057 kg y un rendimiento de 6.607 t-ha"
L que representa el 57 % de lo obtenido en el tratamiento con el mejor efecto en ambas
variables (poda a dos tallos) y el 63 % de lo obtenido en plantas manejadas a cuatro
tallos; esto se debe a que existe una correlacion positiva altamente significativa del
namero de frutos (0.93090**) y el peso total de frutos por planta (1.00000**) con el
rendimiento por planta. El efecto de niveles de poda en la variable de peso por fruto
no mostro diferencias estadisticamente significativas, esta variable tuvo una media de
67.45 g de peso por fruto. En plantas injertadas y manejadas a dos y cuatro tallos se
tiene un numero total de frutos por planta y un peso por fruto estadisticamente iguales,

lo que no sucede con el testigo, el cual al no ser podado presentd un menor nimero de
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frutos debido a que la poda disminuye la competencia entre los 6rganos de la planta,
regulando el balance entre crecimiento reproductivo y el vegetativo (Almaguer, 1998).
Es recomendable manejar las plantas de chile manzano injertadas sobre CM-334 a dos
y cuatro tallos; sin embargo, la poda a dos tallos tuvo un mejor efecto en las variables
de peso total de frutos por planta y rendimiento, debido a que el nimero de frutos y
peso por fruto fueron ligeramente mas elevados aungue no estadisticamente diferentes

al manejo de las plantas a cuatro tallos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Efecto de dos niveles de poda en el rendimiento de plantas de chile
manzano injertadas sobre CM-334.

FV FT PF P-F R

No. de frutos ) (¢)] (t-hal)
Poda a dos tallos 26.375a" 1841.31a 70.226a 11.5082a
Poda a cuatro tallos 24.375a 1677.59b 68.899a 10.485b
Testigo (sin poda) 16.875b 1057.13c 63.234a 6.607c
CV 8.772877 4569127 8.662226 4569127
CME 3.9107143 4857.379 67.45301 0.1897414
MEDIA 22.54167 1525.344 67.45301 9.533398
DMSH 2.4923 87.835 7.3638 0.549

FV: fuente de variacion; CV: coeficiente de variacion; CME: cuadrado medio del
error; DMSH: diferencia minima significativa honesta; FT: frutos totales por planta;
PF: peso total de frutos por planta; P-F: peso promedio de fruto; R: rendimiento
promedio. Comparacion de medias con la prueba de Tukey a un nivel de significancia
de a=0.05. 'Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales.

El efecto de los niveles de poda en las variables de morfologia y calidad de frutos fue
estadisticamente igual para el caso de la longitud de fruto que tuvo una media de 5.043
cm, volumen de fruto con una media de 99.795 mm y el grosor de pericarpio con una
media de 5.708 mm. Para la variable diametro de fruto el mejor efecto lo tuvo el
tratamiento de poda a dos tallos, con un didmetro promedio de 5.539 cm (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Efecto de dos niveles de poda en la morfologia y calidad de fruto de plantas
de chile manzano injertadas sobre CM-334.

FV LF DF VF NL GP NS PS
(cm) (cm) (ml) No. de (mm) No. de (9)
I6culos semillas

Poda a dos 5.191a' 5.539a 104.74a 2.438b 5.594a 65.313c 0.645b
tallos

Poda a cuatro 4.945a 5.439ab 99.026a 2.688ab 5.813a 85.875a 0.727a
tallos

Testigo 4994a 5311b 95.611la 3.000a 5.719a 77.625b 0.66lab
(sin poda)

Ccv 5.103 2.940 10.399  11.917  9.569 5.140 8.310
CME 0.066 0.025 107.699 0.104 0.298 15.368  0.003
MEDIA 5.043 5.430 99.795  2.708 5.708 76.271  0.677
DMSH 0.324 0.201 13.079  0.407 0.688 4.941 0.071

FV: fuente de variacion; LF: longitud de fruto; DF: diametro de fruto; VF: volumen
de fruto; NL: nimero de léculos; GP: grosor de pericarpio; NS: nimero de semillas
por fruto; PS: peso de semillas por fruto. DMSH: diferencia minima significativa
honesta. Comparacion de medias con la prueba de Tukey a un nivel de significancia
de 0=0.05. '"Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales.

Los frutos de plantas injertadas superaron en promedio las caracteristicas del hibrido
intervarietal de chile manzano Puebla x Zongolica (Var. Grajales St.), ya que de
acuerdo con Pérez y Castro (2008) este hibrido tiene un volumen de 70 ml, grosor de
pericarpio de 0.52 cm. En contraste, los frutos obtenidos de las plantas injertadas
fueron de 99.7 ml en volumen y 5.7 mm en grosor de pericarpio; cabe sefialar que la
demanda del hibrido Puebla x Zongolica es favorecida por el tamafio promedio de sus
frutos, més que por el nimero de estos por planta, por lo que las caracteristicas de los
frutos obtenidos a partir de planta injertada cumplen con los requerimientos en cuanto
a tamafio para ser comercializados. La variable nimero de semillas fue mayor, con una
media de 76.2, en comparacion con el nimero de semillas promedio del hibrido
intervarietal Puebla x Zongolica que es de 70 por fruto, nimero menor a lo registrado
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en este trabajo. Rojas (2008) menciona que en plantas de chile manzano sin podar se
incrementa el nimero de frutos y disminuye el tamafio, contrario a lo obtenido en este
trabajo, donde el testigo tuvo un promedio de 16 frutos por planta y las plantas de dos
y cuatro ramas principales de 24 a 26 frutos por planta. Los frutos de plantas sin poda

tuvieron los valores més bajos en cuanto a nimero, peso y didmetro de fruto.

En este experimento la poda a dos tallos tuvo la mejor relacion fuente demanda para
el incremento del peso por fruto, nimero de frutos y por lo tanto del rendimiento; y
existio correlacion altamente significativa entre el namero de frutos y el rendimiento
(0.93090**), el peso total de frutos por planta y el rendimiento (1.00000**), el peso
por fruto con el largo de fruto (0.73993**), diametro de fruto (0.95171**) y volumen
de fruto (0.93993**), de la longitud de fruto con el diametro de fruto (0.73459**) y
volumen de fruto (0.85055**), y del diametro de fruto con el volumen de fruto

(0.93068**) (Cuadro 11).

3.2 Efecto del injerto de chile manzano sobre CM-334 en las variables de
rendimiento, morfologia y calidad de fruto

El efecto del injerto en plantas de chile manzano fue estadisticamente significativo
para la variable nimero de frutos con un promedio de 26.8 frutos en plantas injertadas;
mientras que las plantas sin injertar tuvieron 19.28 frutos por planta, lo que representa
el 28 % menos que una planta injertada; de igual manera el efecto del injerto en plantas
de chile manzano fue mejor que el de las plantas sin injertar en las variables de peso
total de frutos por planta y rendimiento con un peso total de frutos por planta promedio
de 1.873 kg y un peso por fruto promedio de 70.37 g, las plantas sin injertar tuvieron
un 34 % y 6 % menos que el valor promedio de las plantas injertadas en las variables

mencionadas, respectivamente (Cuadro 9). Lo anterior indica que es recomendable el
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uso de plantas injertadas para el establecimiento de plantaciones de chile manzano; sin
embargo, se debe tomar en cuenta que el injerto infiri6 precocidad a las plantas
injertadas, ya que tuvieron frutos maduros tres semanas antes que las plantas sin
injertar, lo que se reflej6 en un mayor valor de las variables mencionadas. La variable
peso promedio por fruto no tuvo diferencias significativas estadisticamente, su valor
promedio es de 68.39 g en plantas injertadas y sin injertar. El rendimiento presento
una correlacion altamente significativa con el nimero de frutos (0.89900**) y peso

total de frutos por planta (1.00000**) (Cuadro 12).

Cuadro 9. Efecto del injerto de empalme con pinza de plastico en el rendimiento de
plantas de chile manzano injertadas sobre CM-334.

FV FT PF P-F R
No. de (¢)) ) (t-hal)
frutos

Plantas injertadas ~ 26.857a' 1873.43a 70.375a 11.7089a

Plantas sin injertar  19.286b 1273.29b 66.422a 7.9580b

CcVv 10.07104 7.369485 9.526275 7.369485

CME 5.3988095  13444.012 42.455516 0.5251567

MEDIA 23.07143 1573.357 68.39808 9.833482

DMSH 2.7061 135.04 7.5885 0.844

FV: fuente de variacion; CV: coeficiente de variacion; CME: cuadrado medio del
error; DMSH: diferencia minima significativa honesta; FT: frutos totales por planta;
PF: peso total de frutos por planta; P-F: peso promedio de fruto; R: rendimiento
promedio. Comparacion de medias con la prueba de Tukey a un nivel de significancia
de 0=0.05. '"Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales.

El efecto del injerto en plantas de chile manzano no fue estadisticamente significativo
para las variables didmetro de fruto y volumen de fruto, mismas que tuvieron una
media de 5.45 cm y 93.47 ml. Para la variable longitud de fruto se tuvo un mejor efecto
en plantas injertadas con un promedio de 5.35 cm, alrededor de 0.5 cm més que la

longitud de frutos de plantas sin injertar; de igual manera, el volumen de los frutos de
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plantas injertadas, con un promedio de 95.85 ml, fue estadisticamente diferente al de
los frutos de plantas sin injertar con una media de 91.08 ml. En general el nimero de
I6culos fue de alrededor de 3 para todos los tratamientos evaluados en este capitulo
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Efecto del injerto de empalme con pinza de pléastico en la morfologia y
calidad de fruto de plantas de chile manzano injertadas sobre CM-334.

LF DF VF NL GP NS Peso de
FV (cm) (cm) (ml) No. de (mm) No. de semilla
I6culos semillas Q)

Plantas
injertadas 5.354a' 5.503a 95.858a 3.000a 5.821a 66.071b  0.584b

Plantas
sin
injertar 4880b 5.398a 91.088a 2.571b 5.286b 92.286a 0.758a

Ccv 3.145  3.050 9985 11419 5.557 6.640 8.097
CME 0.026 0.028 87.115 0.101 0.095 27.637 0.003
MEDIA 5117 5450 93.473 2786 5554  79.179 0.671
DMSH 0.187 0.194 10870 0.371  0.359 6.123 0.063

FV: fuente de variacion; LF: longitud de fruto; DF: diametro de fruto; VF: volumen
de fruto; NL: nimero de léculos; GP: grosor de pericarpio; NS: nimero de semillas
por fruto; PS: peso de semillas por fruto. DMSH: diferencia minima significativa
honesta. Comparacion de medias con la prueba de Tukey a un nivel de significancia
de 0=0.05. '"Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales.

El injerto de chile manzano sobre el portainjerto serrano “Criollo de Morelos 334"
acort6 el tiempo de produccion de fruto, las plantas injertadas mostraron precocidad
de entrada a produccion de tres semanas con respecto a plantas de chile manzano sin
injertar. Forner (1984) sefiala a la precocidad de entrada a produccion como un aspecto

de importancia econdémica que se encuentra muy influenciado por el portainjerto.
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Cuadro 11. Coeficientes de correlacion de Pearson. Variables de rendimiento y calidad de fruto evaluadas en el experimento 1: niveles de poda
en plantas de chile manzano injertadas sobre el portainjerto CM-334.

PF P-F R LF DF VF NL GP NS PS
NF | 0.93090** | 0.17255 0.93090** | 0.00172 0.21599 0.04536 -0.60427* | -0.10439 | -0.29535 -0.01873
PF 0.51335* | 1.00000** | 0.25927 0.53519* 0.37054 -0.56924* | -0.09017 | -0.29095 0.10917
P-F 0.51335* 0.73993** | 0.95171** | 0.93993** | -0.14430 -0.05012 | -0.08572 0.36074
R 0.25927 0.53519* 0.37054 -0.56924* | -0.09017 | -2.9095 0.10917
LF 0.73459** | 0.85055** | -0.02331 -0.40036 | -0.42940* | 0.02765
DF 0.93068** | -0.16743 -0.01850 | -0.18480 0.29927
VF -0.10369 -0.15276 | -0.19063 0.28604
NL 0.36148 | 0.26988 -0.09653
GP 0.32612 0.02637
NS 0.69184*

FT: Frutos totales por planta; PF: peso total de frutos por planta; P-F: peso promedio de fruto; R: rendimiento promedio; LF: longitud de fruto; DF:
diametro de fruto; VF: volumen de fruto; NL: nimero de l6culos; GP: grosor de pericarpio; NS: Numero de semillas por fruto; PS: peso de semillas
pro fruto. *correlacion significativa (P<0.05), **correlacion altamente significativa (P<0.0001).
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Cuadro 12. Coeficientes de correlacion de Pearson. Variables de rendimiento y calidad de fruto evaluadas en el experimento 2: efecto del injerto

de chile manzano sobre el portainjerto CM-334.

PF P-F R LF DF VF NL GP NS PS
NF | 0.89900** | -0.02726 | 0.89900** | 0.73061* | 0.04626 -0.11982 | 0.64022* | 0.50563 -0.82356* -0.70714*
PF 0.40793 1.00000** | 0.83003* | 0.42663 0.28218 0.73357* | 0.58551* | -0.91387** | -0.80697*
P-F 0.40793 0.33857 0.90994** | 0.83905* | 0.37394 0.26020 -0.35379 -0.34828
R 0.83003* | 0.42663 0.28218 0.73357* | 0.58551* | -0.91387** | -0.80697*
LF 0.44007 0.29851 0.52172 0.64142* | -0.83385* -0.81093*
DF 0.73780* | 0.36341 0.30548 -0.35733 -0.36435
VF 0.17359 0.36377 -0.23090 -0.27758
NL 0.08048 -0.72187* -0.51406
GP -0.57408* -0.77263*
NS 0.93185**

FT: Frutos totales por planta; PF: peso total de frutos por planta; P-F: peso promedio de fruto; R: rendimiento promedio; LF: longitud de fruto; DF:
diametro de fruto; VF: volumen de fruto; NL: nimero de l6culos; GP: grosor de pericarpio; NS: Numero de semillas por fruto; PS: peso de semillas
pro fruto. *correlacion significativa (P<0.05), **correlacion altamente significativa (P<0.0001).
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3.3 Porcentaje de colonizacion de micorrizas

Mediante un microscopio compuesto se observaron segmentos de raiz de cuatro
plantas provenientes de profundidades de 0 a 10 y 10 a 20 cm. Por cada planta
muestreada se tuvieron doce segmentos de ambas profundidades y cada segmento
representd el 8.33 % de colonizacién cuando se observo por lo menos la presencia de
una hifa, espora o vesicula que indicara la presencia de los hongos arbusculares

inoculados (G. clarum, G. etunicatum, G. intraradices, E. columbiana).

De las muestras tomadas se encontr6 que existe en promedio 60.17 % de colonizacion
de hongos arbusculares en plantas de chile manzano sembradas en bolsas de polietileno
negro de 50 x 50 cm rellenas con tezontle rojo nuevo hasta la mitad y en la parte
superior una mezcla de tezontle rojo nuevo y composta en proporcion 2:1. Del 60.17
% promedio de colonizacion de micorrizas por planta, a una profundidad de 0-10 cm
se registro una colonizacion promedio de 26.97 % mientras que a una profundidad de

10-20 cm la colonizacién promedio fue mayor con el 33.2 %.

Pimentel (2006) sefiala que no existe colonizacion de hongos arbusculares en el cultivo
de jitomate en tezontle rojo y fertirriego a concentraciones de 100 y 75 % de la solucién
nutritiva de Steiner modificada por Pérez y Castro (1999), ya que los niveles de fosforo
de la solucion nutritiva no favorecieron su establecimiento en el sistema radical de las
plantas. S6lo en la concentracion de 50 % de la solucidn nutritiva se logré el 8 % de la
colonizacion total. Es posible que el porcentaje de colonizacion de hongos
arbusculares en raices del portainjerto CM-334 fue elevado en comparacion al
encontrado por Pimentel (2006) debido a que la mezcla de tezontle y composta como

sustrato gener6 un ambiente adecuado para la interaccion hongo-raiz. Es necesario
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analizar el porcentaje de colonizacion de micorrizas a diferentes concentraciones de
solucion nutritiva e identificar si realmente se tiene un aumento de colonizacién como
resultado del uso de sustratos organicos o si se debi6 al uso de solucion nutritiva al 50

%.

4. CONCLUSIONES

El chile manzano injertado sobre el portainjerto CM-334 y manejado a dos tallos tuvo
el mejor efecto en rendimiento (11.5082 t-ha*) en comparacion al manejo a cuatro
tallos (10.485) y el testigo a crecimiento libre (6.607), en un periodo de cosecha de 15

semanas.

Las plantas de chile manzano injertadas sobre CM-334 tienen un mayor rendimiento
de fruto en comparacion con plantas de chile manzano sin injertar y tienen las
caracteristicas de frutos comercializables, con los promedios de peso de fruto de 70.37

g, volumen de 95.85 ml, longitud de 5.35 cm y un didmetro 5.5 cm.

El injerto confiere tres semanas de precocidad a cosecha a la planta de chile manzano

injertada sobre el CM-334.

El uso de micorrizas es una alternativa viable con el 60.17 % de colonizacion en raices
del portainjerto CM-334, en un manejo con tezontle y composta (2:1) como sustrato y

uso de solucién nutritiva de Steiner al 50 %.
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DISCUSION GENERAL

Los injertos de chile manzano sobre CM-334 tuvieron un porcentaje de prendimiento
del 55 % en injertos realizados in vitro y 91 % en injertos realizados en cAmara de
prendimiento, el porcentaje de prendimiento de la union de dos materiales, es sefialado
por Hartmann et al. (2011) como una de los indicadores de compatibilidad entre ambos
materiales y las malas técnicas de injertacion como una de las principales causas de
supuesta incompatibilidad al aparecer, de forma aislada, porcentajes de inexactitudes
en el injerto, como fue el caso de los injertos realizados in vitro. El injerto de chile
manzano sobre CM-334 pas6 por los eventos principales sefialados para que un injerto
sea considerado compatible de acuerdo con lo sefialado por Moore (1984), hubo
cohesién del injerto y portainjerto, se observo la proliferacion de células de callo en
la interfase del injerto en el dia 13 después de realizar el proceso de injertacion y en la
misma fecha fue notable la rediferenciacion vascular que daria origen a los haces
vasculares y permitiria el flujo de agua entre el portainjerto y el injerto. Las células
de callo fueron visibles hasta el dia 13 después de realizar el injerto y en el Gltimo
muestreo, 21 dias después de injertar, aun se tuvo la presencia de espacios de aire. La
presencia de espacios de aire ha sido reportada en plantulas de jitomate injertadas,
donde las células parenquimatosas de la médula central se mueren formando una
cavidad cubierta por una capa necrdtica visible ain a los 15 dias después de realizar
el injerto (Fernandez-Garcia et al., 2004). Durante el proceso de injertacion, un corte
exacto realizado en ambas porciones del injerto acelera la formacion de la conexion
cambial; en cambio cortes mal realizados, con herramienta inexacta o con mala técnica
no impiden necesariamente la unién, pero normalmente la retardan (Esau, 1985). El
didmetro de tallo fue en promedio 8 mm mayor en el sitio de union de planas injertadas

(26.1 mm) en comparacion con plantas sin injertar (18.6 mm), Forner (1984) sefiala
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que el injerto y el portainjerto adquieren frecuentemente grosores distintos, y que tal
hecho no constituye una verdadera incompatibilidad. Hartmann y Kester (1988)
indican que el injerto entre plantas de especies diferentes, pero del mismo género, no
tiene éxito en todos los casos; sin embargo, el chile manzano, perteneciente a la especie
y genero Capsicum pubescens injertado sobre CM-334 (Capsicum annuum) tienen la
capacidad de concluir con éxito las fases de cohesion, proliferacion de células de callo
y rediferenciacion vascular. El procedimiento de injertacion in vitro permite obtener
injertos de chile manzano sobre CM-334 veinticinco dias antes en comparacion al
procedimiento de injertacion en cdmara de curado; sin embargo, injertar plantas en
cédmara de curado es un procedimiento de menor complejidad, se tiene un porcentaje
de prendimiento por arriba del 90 %, las plantas son menos sensibles durante el

proceso de aclimatacion y con mayor vigor para el trasplante.

En la evaluacion de los efectos de niveles de poda de tallos en plantas injertadas,
manejadas a dos y cuatro tallos se tiene un nimero total de frutos por planta y un peso
por fruto estadisticamente iguales, lo que no sucede con el testigo el cual al no ser
podado presentd un menor nimero de frutos debido a que la poda disminuye la
competencia entre los 6rganos de la planta, regulando el balance entre crecimiento
reproductivo y el vegetativo (Almaguer, 1998). Por otra parte, Rojas (2008) menciona
que en plantas de chile manzano sin podar se incrementa el nimero de frutos y
disminuye el tamafio; sin embargo, los frutos de plantas sin poda tuvieron los valores
mas bajos en cuanto a nimero, peso y didmetro. Los frutos de plantas injertadas
superaron el promedio las caracteristicas del hibrido intervarietal de chile manzano
Puebla x Zongolica (Pérez y Castro, 2008), el cual tiene un volumen de 70 ml, grosor

de pericarpio de 0.52 cm en comparacion con las caracteristicas de los frutos obtenidos
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de las plantas injertadas frutos de 95.85 ml y grosor de pericarpio de 5.82 mm, la
demanda del hibrido Puebla x Zongolica es favorecida por el tamafio promedio de sus
frutos, méas que por el nimero de estos por planta, por lo que las caracteristicas de los
frutos obtenidos a partir de planta injertada cumplen con los requerimientos
morfoldgicos para comercializacion. Forner (1984) sefiala a la precocidad de entrada
a produccion como un aspecto de importancia econdmica que se encuentra muy
influenciado por el portainjerto, el injerto de chile manzano sobre el protainjerto CM-

334 manifesto tres semanas de precocidad a produccion.

En cuanto al uso de micorrizas en el sistema de produccion manejado con tezontle +
composta (2:1) como sustrato y riego con la solucion nutritiva de Steiner al 50 %,
Pimentel (2006) sefiala que no existe colonizacion de hongos arbusculares en el cultivo
de jitomate en tezontle rojo y fertirriego a concentraciones de 100 y 75 % de la solucién
nutritiva de Steiner modificada por Pérez y castro (1999), ya que los niveles de fosforo
de la solucion nutritiva no favorecieron su establecimiento en el sistema radical de las
plantas. S6lo en la concentracion de 50 % de la solucidn nutritiva se logré el 8 % de la
colonizacion total. El porcentaje de colonizacion mencionado por Pimentel (2006) fue
muy bajo, en comparacion con el promedio de 60.17 % de colonizacién de hongos
arbusculares en la raiz del portainjerto CM-334. Esto posiblemente se deba al uso de
materia organica, ya que se proporciond un mejor ambiente para la interaccion hongo-

raiz.
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CONCLUSION GENERAL

Los resultados de la presente investigacion demostraron que existe compatibilidad
entre el chile manzano (Capsicum pubescens R. y P.) y el portainjerto chile serrano
“Criollo de Morelos 334” (Capsicum annuum). Las plantas obtenidas a través del
meétodo de injerto en cdmara de curado o in vitro, trasplantadas y manejadas bajo
condiciones de invernadero son una alternativa de control viable para el manejo de la
secadera del chile (Phytophthora capsici), el portainjerto CM-334 permite la
disminucién del uso de agroquimicos en el suelo y una menor afectacion a la
microflora existente, es una alternativa también para la agricultura orgénica. El injerto
de chile manzano sobre CM-334 es una alternativa para el control de la secadera del
chile conservando un buen rendimiento y calidad de fruto. Se sugiere continuar con la
evaluacion del rendimiento y calidad de frutos, ya que la planta de chile manzano es
perenne y un mayor nimero de cosecha de frutos (corte de frutos semanales) despejaria
la duda en relacion a si la planta injertada mantiene los valores de las variables

evaluadas a través del tiempo.
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