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CM-334 COMO PORTAINJERTO DE PIMIENTO MORRON:
COMPATIBILIDAD, RESISTENCIA A Phytophthora capsici L. Y
DESEMPENO AGRONOMICO

Andrés Martinez Vera' y Mario Pérez Grajales?®

RESUMEN GENERAL
En México, el pimiento morron es la segunda hortaliza de exportacion con un

volumen de produccion de 675 112 ton y un valor aproximado de 668 millones de
dolares en 2012. Sin embargo, Phytophtora capsici constituye una seria limitante
para su cultivo, por lo que el objetivo de este trabajo fue estudiar la compatibilidad
del pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon) injertado sobre el chile
Criollo de Morelos-334 (CM-334) para evaluar su resistencia y desempefo
agronomico. Después de la injertacion, la tasa de sobrevivencia fue 14 % mas
baja en comparacion con homoinjertos de pimiento morron (P<0.05) y se
distinguieron tres eventos principales durante el desarrollo estructural de la union
del injerto. Las plantas fueron cultivadas bajo el sistema de manejo Espafiol por
seis meses después del trasplante en invernadero con riego por goteo. El pimiento
morrén cv. Cannon fue susceptible a la cepa 6143 de P. capsici. Sin embargo, el
CM-334 usado como portainjerto fue capaz de otorgarle resistencia al patégeno a
las plantas injertadas, ya que su crecimiento y rendimiento no difiere con respecto
a plantas injertadas que no fueron expuestas al patdgeno (P<0.05) en la
evaluacion agronémica. Al estudiar el efecto individual del portainjerto, los valores
promedio de las variables morfologicas y de rendimiento fueron menores en
plantas injertadas versus plantas sin injertar (P<0.05), con una disminucion del
rendimiento de 40 %. El uso del CM-334 como portainjerto de pimiento morrén es
una alternativa viable solo en condiciones de alta presién del patdgeno, en
sistemas de produccion donde las posibilidades de rapida diseminacion de la

enfermedad son altas y/o el uso de fungicidas esté restringido.
PALABRAS CLAVE: Capsicum annuum, marchitez del chile, injerto de hortalizas,
resistencia a enfermedades

1 Autor de la tesis
2 Director de tesis



CM-334 AS BELL PEPPER ROOTSTOCK: COMPATIBILITY,
RESISTANCE TO Phytophthora capsici L. AND AGRONOMIC
PERFORMANCE

Andrés Martinez Vera® Mario Pérez Grajales?

GENERAL ABSTRACT
Bell peppers are Mexico’s second largest vegetable export, with a production

volume of 675,112 ton valued at approximately 668 million (US) dollars in 2012.
However, Phytophthora capsici constitutes a limiting factor to bell pepper
production. The objective of this work was focused on studying the graft
compatibility of bell pepper (Capsicum annuum cv. Cannon) onto Serrano type
Criollo de Morelos-334 (CM-334) to evaluate resistance to P. capsici and
agronomic performance. After grafting, the survival rate of the bell pepper/CM-334
combination was 14% lower than homo-grafted bell pepper plants (P<0.05). During
the structural development of the graft union, three major events were recognized.
After transplanting, plants were grown under the Spanish plant trellis system for six
months in a greenhouse, with drip irrigation. Bell pepper cv. Cannon was
susceptible to the highly virulent Phytophthora capsici strain 6143. However, when
used as bell pepper rootstock, CM-334 was able to grant the grafted plants
resistance to the pathogen and no differences were observed for growth and yield
parameters compared to those of grafted plants that were not exposed to the
pathogen (P<0.05), in the agronomic evaluation. Also, the individual effect of the
rootstock was studied and the average values of morphological and vyield
parameters were lower in grafted plants than in ungrafted plants (P<0.05), with a
yield reduction of 40 %. CM-334 as bell pepper rootstock is a feasible alternative
only under high pressure pathogen conditions, in cropping systems where there
are high chances of rapid spread of the disease, and/or fungicide use is restrictive.

KEYWORDS: Capsicum annuum, Phytophthora blight, vegetable grafting, disease

resistance

1 Graduated student
2 Thesis advisor



INTRODUCCION GENERAL

Las especies de Capsicum annuum L. var. annuum; que incluyen a los cultivares
jalapefno, poblano, Anaheim, ancho, bell, big Jim, cayenne y los tipo serrano,
fueron originalmente descritos por Linnaeus en Species Plantarum. La informacion
arqueoldgica y los analisis fitogeograficos y genéticos, llevaron a los
investigadores a sugerir que Capsicum annuum fue domesticado en México o el

norte de Centro América (Russo, 2012).

En la actualidad, practicamente en todo el territorio mexicano se cultiva una amplia
variedad de chiles; sin embargo, los chiles picantes y de relleno dominan el
mercado de consumo nacional. El pimiento morrén (Capsicum annuum var.
annuum) también conocido como chile bell o bell pepper, es el cuarto cultivo en
volumen de produccion después del tipo jalapefio, serrano y poblano (SIAP, 2010),
constituye la segunda hortaliza de exportacion con un valor de produccion
aproximado de 668 millones de ddlares y 675 112 ton (SICAGRO-SAGARPA,
2012) por lo que su cultivo es una importante fuente de divisas y empleos. El
destino de exportacion principal es Estados Unidos, pais que factura mas del 99%
del pimiento morrén que se exporta (SICAGRO-SAGARPA, 2012). El estado de
Sinaloa concentra 96% de la produccion de pimiento morrén, aunque también es
cultivado en Baja California, Baja California Sur, Jalisco, Sonora y Morelos, entre
otros estados donde existen buenas condiciones para su cultivo (SIAP, 2010), las

cuales también favorecen al desarrollo de enfermedades fungosas.

La marchitez del chile causada por Phytophthora capsici es una de las
enfermedades fungosas limitantes en la produccién de pimiento morrén y se
encuentra distribuida en todo el mundo (Bosland y Lindsey, 1991; Ristaino y
Johnston, 1999; Sy et al., 2005;) en un rango amplio de hospedantes (Hausbeck y
Lamour, 2004). México no es la excepcion y a P. capsici le favorecen las
condiciones de clima subtropical de las regiones productoras, en donde puede
alcanzar incidencias altas cercanas a 100 % (Gonzalez-Pérez et al., 2004). Para el

3



manejo de la enfermedad se reportan métodos culturales y quimicos. Este ultimo,
ha dependido fuertemente del uso de fungicidas de sitio especifico como metalaxyl
y su enantidmero mefenoxam; lo cuales pertenecen al grupo de las fenilamidas
que actuan en la sintesis de acidos nucleicos, por lo que han surgido poblaciones
del patdgeno resistentes a estos ingredientes activos (Hausbeck y Lamour, 2004).
El uso de bromuro de metilo como fumigante del suelo conservé niveles
aceptables en el manejo de la enfermedad, pero su prohibicion a partir del 2005 a

consecuencia del dafio severo al medio ambiente, lo hace improcedente.

La resistencia genética se considera una de las estrategias mas efectivas en el
control de plagas. Existe una diversidad genética en las especies de Capsicum
domesticadas y silvestres para desarrollar cultivares resistentes a plagas; sin
embargo, la introgresion de resistencia y al mismo tiempo mantener caracteristicas
horticolas aceptables es una tarea laboriosa. Como resultado, se necesitan
muchos afios para liberar un cultivar resistente. La tarea es mas dificil si la
naturaleza genética de la resistencia es heredada cuantitativamente (Russo,
2012). Como centro de origen del chile, México posee germoplasma con potencial
genético para este proposito. El criollo de Morelos 334 (CM-334) es resistente a P.
capsici (Guerrero 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 inoculacion en mezcla de Fusarium spp., Rhizoctonia spp y P.
capsici (Anaya-Lopez et al.,, 2011). Las accesiones mexicanas Pl 201237 y PI
640532, fueron descritas por Candole et al. (2010) como resistentes a seis
aislados de P. capsici. A pesar de estas fuentes de resistencia y grandes
esfuerzos de mejoramiento genético, no han sido suficientes para que actualmente
exista un cultivar de pimiento morrén resistente al complejo de marchitez en

condiciones de campo (Oelke et al., 2003; Sy et al., 2008).

Una técnica que simplifica las labores del mejoramiento genético, es la injertacion
de plantulas de hortalizas, tecnologia horticola Unica que se ha practicado por

muchos afios en el este de Asia para combatir problemas asociados con la



agricultura intensiva usando una superficie limitada de tierra arable. 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 adaptacion
mayor a ambientes desfavorables (Kubota et al., 2008). Sin embargo, el uso de
portainjertos con resistencia a ciertos patdogenos y otro tipo de estrés bidtico puede
tener un impacto negativo, neutro o positivo en el rendimiento ain en ausencia del
patdgeno o estrés bidtico (Louws et al., 2010), por lo que es necesario que las
combinaciones portainjerto-injerto sean seleccionadas cuidadosamente para
condiciones climaticas y geograficas especificas. Una seleccion apropiada puede
ayudar a reducir la incidencia de enfermedades que afectan la raiz e incrementar y
mejorar la calidad de fruto, por lo que en este trabajo se planteé evaluar el
comportamiento productivo del pimiento morrén injertado sobre el portainjerto CM-
334, como alternativa al manejo de la marchitez del chile ocasionada por P.
capsici. La investigacion se dividio en dos etapas, en la primera se establecio una
metodologia de injerto para pimiento morron con la finalidad de estudiar su
compatibilidad con el genotipo CM-334 al evaluar su prendimiento y desarrollo
estructural de la union de injerto. La segunda etapa fue para evaluar los efectos
del portainjerto CM-334 y de P. capsici en las variables de crecimiento y de

rendimiento.



CAPITULO I. SINCRONIZACION, COMPATIBILIDAD Y ANATOMIA
DEL PIMIENTO MORRON INJERTADO SOBRE CRIOLLO DE
MORELOS 334

RESUMEN

Este trabajo se enfocé en establecer una metodologia de injerto para pimiento
morron (Capsicum annuum cv. Cannon) y estudiar su compatibilidad con la
accesion mexicana Criollo de Morelos-334 (CM-334) resistente a Phytophthora
capsici L. como portainjerto. El CM-334 alcanz6 un diametro promedio de 1.8 mm
a los 44 dias después de la siembra (dds) para ser injertado; mientras que el
pimiento morrdn lo hizo a los 40 dds. La tasa de sobrevivencia de la combinacion
pimiento morron/CM-334 fue 14% mas baja en comparacion con homoinjertos de
pimiento morrén (P<0.05). Durante el desarrollo estructural de la formacién de la
unién del injerto, se distinguieron tres eventos principales: 1) En los primeros dias
después de la injertacion (ddi) ocurre la cohesién del portainjerto y el injerto, 2) la
formacion del callo y 3) la diferenciacion del sistema vascular en la interface del
injerto ocurrié progresivamente de los 10 a los 20 ddi. La combinacion pimiento

morron/CM-334 tiene un buen nivel de compatibilidad anatomica.

PALABRAS CLAVE: Capsicum annuum, Solanaceae, injerto de hortalizas,

compatibilidad de injerto, anatomia de la unién de injerto



SYNCHRONIZATION, COMPATIBILITY, AND ANATOMY OF BELL
PEPPER GRAFTED ONTO CRIOLLO DE MORELOS 334

ABSTRACT

This work was focused on establishing a graft methodology for bell pepper plants,
and a compatibility study of bell pepper grafted onto the Mexican landrace Criollo
de Morelos-334 (CM-334) resistant to Phytophthora capsici L. was conducted. CM-
334 plants and pepper plants take 44 and 40 days after sowing (das) respectively,
to reach a 1.8 mm stem diameter on average when they are ready to be grafted.
The survival rate of the bell pepper/CM-334 combination was 14 % lower than
homo-grafted bell pepper plants (P<0.05). During the structural development of the
graft union, three major events are recognized: 1) In the first days after grafting
(dag), cohesion of the rootstock and the scion is established. 2) Callus formation
along with 3) vascular differentiation across the graft interface develops
progressively from 10 to 20 dag. The combination bell pepper/CM-334 has a good

level of anatomical compatibility.

KEYWORDS: Capsicum annuum, Solanaceae, vegetable grafting, graft

compatibility, graft union anatomy



1. INTRODUCCION

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 patégenos que afectan las raices de solanaceas y cucurbitaceas.
Japon y Corea, fueron los primeros paises en usar esta técnica a finales de los
afios 1920’s cuando injertaron meldn (Citrullus lanatus) en calabaza tipo botella
(Lagenaria siceraria) (Lee, 1994) y se ha ido adaptado a la produccion organica
asi como a otros sistemas con un enfoque bioracional para minimizar la absorcion
de residuos de agroquimicos (Lee et al.,, 2010). La técnica no es comin en
pimiento morrén (Capsicum annuum L.). AUn en los paises pioneros, en donde los
patdgenos del suelo que atacan las raices no han representado un problema
fitosanitario en el cultivo de pimiento morrén, la demanda de plantula injertada
apenas esta aumentando para combatir el incremento en la incidencia de

enfermedades bacterianas (Johkan et al. 2008).

Generalmente, la compatibilidad del conjunto portainjerto-injerto esta relacionada
con la afinidad taxonémica de los materiales. El injerto en pimiento morrén se
puede realizar sobre su misma especie (Erard y Odet, 2009) y C. chinense
(Yazawa et al., 1980). Las opciones de portainjertos comerciales son limitadas, las
cuales son lineas de hibridos de C. annuum o lineas de hibridos interespecificos
C. annuum x C. chinense (Erard y Odet, 2009). Su severa incompatibilidad con
portainjertos de otras solandceas como tomate (Solanum lycopersicum L.) y
berenjena (Solanum melongena L.) fueron probadas por Kawaguchi et al. (2008) y

Tai et al. (2004), respectivamente.

La formacion de callo y la diferenciacion y conexion de los haces vasculares en la
interface del injerto, son esenciales para el prendimiento exitoso de los injertos
(Ogata et al., 2005), ya que una conexion insuficiente de los haces vasculares
entre el portainjerto y el injerto, disminuye la cantidad del flujo de agua (Torii et al.,

1992). Sin embargo, ni la formacion de callo ni la diferenciacion y desarrollo de los



haces vasculares se logra facilmente en plantas de pimiento morron injertadas a
diferencia de otras solanaceas como el tomate y la berenjena (Johkan et al.,

2008), lo que hace que su prendimiento sea mas complicado.

El genotipo mexicano conocido como Criollo de Morelos 334 (CM-334), tiene
potencial para ser usado como portainjerto de pimiento morrén, ya que es la
fuente principal de resistencia a la pudricion de la raiz por P. capsici que
actualmente se utiliza en los programas de mejoramiento de pimiento (Ortega-Gil
et al., 1991; Thabuis et al., 2003). Hasta la fecha, el CM-334 tiene el mayor nivel
de resistencia contra todas las razas conocidas de P. capsici (Oelke et al., 2003;
Sy et al., 2008; Foster y Hausbeck, 2010). Ademas, se ha demostrado que el CM-
334 es resistente a P. capsici en raices, tallos y hojas (Alcantara y Bosland, 1994;
Bosland y Lindsey, 1991; Walker y Bosland, 1999) y su resistencia se mantiene en
presencia de estrés por salinidad de hasta 10 dS/m (Sanogo, 2004). Aunque la
resistencia a P. capsici es genéticamente y fisiolégicamente compleja (Quirin,
2005), se han hecho esfuerzos para comprenderla y actualmente se considera que
diferentes genes controlan la resistencia en raiz, tallo y follaje (Sy et al., 2005;
Walker y Bosland, 1999). También es resistente a los nematodos agalladores
Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood, M. incognita (Kafoid y White) Chitwood y
M. javanica (Treub) Chitwood (Pegard et al., 2005); sin embargo, es susceptible al
nematodo Nacobbus aberrans y cuando las plantas son infectadas por el
nematodo previo a la inoculacion con P. capsici, éstas son susceptibles al
oomiceto, un fendbmeno conocido como “rompimiento de resistencia” (Trujillo-
Viramontes et al., 2005; Vargas et al., 1996). En México, no hay reportes del uso
del CM-334 como portainjerto de pimiento morron; sin embargo, los dos

pertenecen a la misma especie, por lo que son compatibles para ser injertados.

Este estudio planted establecer una metodologia de injerto para pimiento morron y
estudiar su compatibilidad con el genotipo CM-334 al determinar su prendimiento y

observar el desarrollo estructural de la formacion de la unién del injerto.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion del sitio experimental

La producciéon de plantula y el proceso de injerto se realizaron en un invernadero
del Campo Experimental de la Universidad Autonoma Chapingo, ubicado en
Chapingo, estado de México, a 19° 29’ LN y 98°53’ LO, con una altitud de 2 250

msnm.

2.2 Produccion de plantula

Los materiales utilizados fueron el genotipo CM-334 que se utilizd6 como
portainjerto y el hibrido de pimiento morrén cv. Cannon (Zeraim Gedera ®, Israel)

como injerto para produccién de frutos.

Las semillas del material que se utilizaron como portainjerto se sembraron en
charolas de poliestireno de 60 cavidades utilizando como sustrato una mezcla de
peat-moss y vermicultia (1:1, v/v) y las del material para produccién de fruta se
sembraron en charolas de 200 cavidades de poliestireno con el mismo sustrato. Lo
anterior, con la finalidad de realizar los injertos en las charolas de 60 cavidades y
tener mas espacio para realizar este procedimiento. Cada tercer dia se realizo el
riego con una solucién nutritiva preparada con Nitrofoska 12-12-12-2 (N-P-K-Mg:
1 g L™ de agua). El resto de los dias el riego se realizé con agua corriente.

2.3 Pruebas de germinacion y sincronizaciéon de la plantula para la
injertacion

Con el fin de determinar el porcentaje de germinacion y los dias hasta la
germinacion de la semilla, se realizaron pruebas de germinacion con 100 semillas

de cada material.

No. de semillas sembradas * 100

Porcentaje de germinacion = - -
] g No. de semillas germinadas
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También se determinaron los dias que tardaron en germinar ambos materiales y
los dias que tardaron en alcanzar un diametro de 1.8 mm en el tallo medido a 1.5
cm por arriba de las hojas cotiledonares. EI nimero de dias transcurridos en que
habian germinado al menos 80% de las plantulas se registr6 como el tiempo que
tardan las semillas en germinar. Asi mismo, el numero de dias transcurridos en los
gue al menos el 80% de las plantulas habian alcanzado un diametro de tallo igual
0 mayor a 1.8 mm se registré como el tiempo que tardan las plantulas en alcanzar

el diametro para ser injertadas.

2.4 Proceso de injertacion

A partir de plantula sincronizada (con didmetros de tallos similares), el 19 de julio
de 2012 se injertaron plantulas de la variedad de pimiento morrén cv. Cannon
sobre si mismas (homo-injerto) y plantulas de Cannon sobre Criollo de Morelos-
334. Dos dias previos a que las plantulas se sometieran al proceso de injertacion,
se suspendio el riego y se realizé una aplicacién de 100 mg L™ de &cido ascérbico
via foliar por dia. El método usado para la injertacién fue de empalme con grapa
de plastico basado en una descripcion hecha por Palada y Wu (2003), con algunas

modificaciones:

1. Seleccionar el injerto y el portainjerto con un diametro de tallo igual (1.8 — 2
mm) (Figura 1A).
2. Cortar el tallo del portainjerto con un angulo de 30°; 1.5 cm arriba de las

hojas cotiledonares, procurando que el diametro del tallo del injerto coincida con el
del portainjerto. Seleccionar el lugar correcto en el tallo del injerto para obtener el
diametro adecuado (Figura 1B).

3. Colocar la pinza de plastico de 10 mm de diametro sobre 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 1C).

4. Deslizar el tallo del injerto sobre el tubo de plastico de la grapa hasta
empalmarlo con el tallo del portainjerto. Si los cortes se mantuvieron paralelos,

entonces se puede estar seguro de que los dos tallos estan en contacto. La pinza
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de plastico permanece en la plantula hasta que ésta forme callo natural y
finalmente caiga en el campo (Figura 1D).

5. Aplicar 100 mg L™ de é&cido ascérbico via foliar para promover el
prendimiento del conjunto portainjerto-injerto (Johkan et al., 2008) (Figura 1E).

6. Mover inmediatamente las plantas injertadas a la camara de curado para
asegurar las condiciones de temperatura (25+5°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 colocadas sobre las
paredes y techo (Figuras 1F y 1G).

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

8. Al sexto ddi, 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.

9. Al octavo dia, mover las plantulas al invernadero protegiéndolas con una
malla de sombreo para disminuir la intensidad luminosa (Figura 11).

10. Cuando las plantulas ya no muestren marchitamiento, retirar la malla de
sombreo y mantener esta condicién por dos o tres dias mas, antes de realizar el

trasplante.
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FIGURA 1. Diagrama esquemético del método de injerto de empalme con
grapa de plastico para injertar las plantulas de pimiento morréon (Capsicum
annuum).
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Ademas de una instalacion para germinar la semilla (invernadero), se utilizd6 una
camara de curado para asegurar las condiciones necesarias de temperatura
(alrededor de los 25°C) y humedad relativa (arriba de 90%) y tener mayor éxito en
el prendimiento, de la cual se desinfestaron las paredes y piso con una aplicacion
de sanitizante a base de cuaternario de amonio y sulfato de cobre Anibac Plus ®
(Ultraquimfa Agricola, México) (20 mL-L* de agua). La camara de curado;
ubicada dentro de un invernadero de polietileno con ventilacion cenital, contd con
microaspersores que se encendian durante un minuto cada cinco minutos en el
periodo de mayor intensidad solar del dia (11:00 a 16:00 h). Durante los primeros
dias las plantulas estuvieron protegidas con una capa adicional de material ground
cover blanco para evitar que el agua de los microaspersores cayera directamente

sobre las plantulas.

Se establecié un cronograma para obtener plantula injertada, especificamente
para el material vegetal utilizado en este estudio (Figura 2). En el dia uno, se
sembré el CM-334 (portainjerto) y cuatro dias después; es decir en el dia cinco, se
sembr¢ la variedad Cannon (injerto). Al octavo dia después de la siembra (dds)
emergié el CM-334 y Cannon lo hizo en el dia 13. Para el dia 39 a partir de la
siembra del CM-334, ambos materiales alcanzaron un diametro de tallo
aproximado de 1.8 mm medido 1.5 cm arriba de las hojas cotiledonares. En este

dia se realiz6 la injertacion y las plantulas se colocaron en la camara de curado.
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FIGURA 2. Esquema de sincronizacion del Criollo de Morelos 334 y el
pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon).

Durante dos dias después de la injertacion (ddi); dias 39 y 40, se mantuvo
oscuridad total dentro de la camara de curado, mientras que la humedad relativa
estuvo arriba de 95% hasta el sexto ddi (dia 44). Los primeros seis dias ddi se
observo 100% de plantulas turgentes en ambas combinaciones, ya que a pesar de
gue la radiacién fotosintéticamente activa (RFA) se incrementé gradualmente al
retirar la sombra artificial de la camara de curado (plastico negro), la humedad
relativa se conservd por arriba de 95 % y las plantulas practicamente no

transpiraron (Figura 3).
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FIGURA 3. Correlacion de las condiciones de aclimatacion de las plantas de
pimiento morron (Capsicum annuum cv. Cannon) injertadas sobre el CM-334.
La temperatura del aire se mantuvo en 25 a 30°C.

En el séptimo dia ddi y al disminuir la humedad relativa al 85%, se observo un
ligero grado de marchitez en la mayoria de las plantulas. Para el dia 11 ddi (dia 49
dds); se sacaron las plantulas de la camara de curado al invernadero bajo sombra
ligera, solo 68% y 85% de la combinacién Cannon sobre CM-334 y el homoinjerto
de Cannon respectivamente se encontraban completamente turgentes. En esta
etapa, 4% de las plantulas en ambas combinaciones presentaban un
marchitamiento severo desde la base de la union de injerto hasta el apice, por lo
gue su probabilidad de supervivencia era nula. Sin embargo, el resto de las
plantulas que no estaban completamente turgentes, presentaban algin grado de
marchitamiento no severo y el primordio vegetativo en el apice se encontraba

turgente.

En el dia 16 ddi (54), a las plantulas se les retiré la sombra ligera, exponiéndolas
finalmente a las condiciones predominantes dentro del invernadero; es decir 239-
358 umol m? s de RFA, 65 % de humedad relativa y de 25-30°C. En esta etapa,
el porcentaje de las plantulas totalmente turgentes de la combinacion Cannon
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sobre CM-334 habia aumentado a 78% y el de los homoinjertos de Cannon a
92%. Se mantuvieron estas condiciones por tres dias mas para considerar que la
planta estaba lista para ser trasplantada. No se registr6 defoliacion en las

plantulas que sobrevivieron después del periodo de aclimatacion.

2.5 Porcentaje de prendimiento

Se contabilizé el nUumero de plantas turgentes a los 19 dias después de haber
realizado el injerto. Se realizaron cuatro repeticiones, con 25 plantas por repeticion
de cada combinacion, Cannon injertado sobre CM-334 y el homoinjerto de
Cannon. Se registro el porcentaje de prendimiento en cada repeticion.

No. de plantulas turgentes * 100
25

Porcentaje de Prendimiento =

2.6 Anatomia del tallo en el proceso de prendimiento de la plantula injertada

Se realizaron tres muestreos para la evaluaciéon de la anatomia de los tejidos
vasculares, a los 10,15 y 20 dias después de la injertacion (ddi). Se muestrearon
tres plantulas por cada conjunto; Cannon sobre Cannon y Cannon sobre CM-334.
De cada uno, se obtuvo un tramo de 5 mm de largo de tallo de la unién del injerto
a los ddi sefalados para cada muestreo. Se fijaron en una solucién folmaldehido-
alcohol-acido 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) hasta el momento de procesar las muestras.

Una semana después de realizar el ultimo muestreo, las muestras se metieron a
un procesador automatico de tejidos Leica® modelo 2000 (Alemania) para su
deshidratacion, aclaramiento e inclusién en parafina, segun el cronograma del
Cuadro 1. Cada muestra se monto en un bloque de parafina de acuerdo a Sass

(1968) y se realizaron cortes transversales y longitudinales de 10 um de espesor
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en un micrétomo rotatorio Leica®, modelo 820 (Alemania). Cada corte se mont6
en portaobjetos utilizando el adhesivo de Haupt y formol a 10%. La tincién de
tejidos se realizé con safranina (20 minutos) y fast green (10 minutos) de acuerdo
con la metodologia de Sass (1968). Finalmente, se coloc6 un cubreobjetos sobre

los tejidos ya tefiidos con ayuda de balsamo de Canada Meyer® (México).

CUADRO 1. Cronograma para la deshidratacion, aclaramiento e inclusion en
parafina de las muestras de tejidos colectados en un procesador de tejidos
automatico.

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
Transparentacion 7. Etanol 100% + Xileno 100% 4 horas + 48 minutos
8. Xileno 100% 4 horas + 48 minutos
9. Xileno 100% 4 horas + 48 minutos
10. Xileno 100% 4 horas + 48 minutos
Inclusion 11. Parafina 56°C 4 horas + 48 minutos
12. Parafina 56°C 4 horas + 48 minutos

Los cortes histolégicos de las uniones de injerto se observaron y fotografiaron en

un microscopio equipado con una camara digital.

2.7 Analisis Estadistico

Los valores medios de los porcentajes de prendimiento de cada combinacion se
separaron con la prueba de t con P<0.05 utilizando el programa computacional
SigmaPlot (Systas Sofware Inc., 2008).
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3. RESULTADOS

3.1 Porcentaje de germinacion y sincronizacion de plantulas

El porcentaje de germinacion de la variedad de pimiento morrén cv. Cannon y del
genotipo Criollo de Morelos 334, es de 99 % y de 82 % respectivamente. Estos
resultados no consideran plantulas que germinaron pero no se desarrollaron
adecuadamente o que germinaron y las hojas cotiledonares no lograron romper la
testa de la semilla para comenzar a fotosintetizar. Esto Ultimo sucedi6

principalmente en el genotipo CM-334.

El CM-334 requiere siete dias después de haberse sembrado para germinar,
mientras que Cannon requiere ocho. A pesar de que el CM-334 germina primero,
su crecimiento tiende a ser mas lento que el de la variedad de pimiento morrén
Cannon, ya que tardan 39 y 35 dias en alcanzar un diametro de tallo de 1.8 mm

respectivamente (Figura 4).

20 Oddg = dddt

30

Dias (d)
N
o

10

CM-334 Cannon

FIGURA 4. Dias después de la germinacion (ddg) y dias después de que la
planta alcanza un diametro de tallo (dddt) de 1.8 mm de chile tipo serrano
CM-334 y pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon).
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3.2 Porcentaje de prendimiento

Después del periodo de aclimatacion, 78% de las plantulas de la combinacion
Cannon sobre CM-334 sobrevivieron, mientras que el porcentaje de plantas
prendidas del homoinjerto de Cannon fue de 92% (P<0.05) (Figura 5).

100

Porcentaje de prendimiento (%)

Cannon =cbre CM-334 Cannon sobre Cannon

FIGURA 5. Porcentaje de prendimiento de la combinacion de injerto Cannon
sobre CM-334 y el homoinjerto de Cannon. Cada barra representa el
promedio de cuatro repeticiones y la linea en cada barra representa la
desviacion estandar, * significativamente diferente (prueba de t, P<0.05).

3.3 Anatomia de los tejidos vasculares de la plantula injertada

Las secciones transversales de la Figura 6 comparan la diferenciacion morfoldgica
de la combinacién Cannon/CM-334 (Figura 6A, Figura 6C y Figura 6E) con los
homoinjertos de Cannon (Figura 6B, Figura 6D, Figura 6F) en tres etapas de
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desarrollo (10 ddi, 15 ddi y 20 ddi). Se observa el desarrollo progresivo de un anillo
de haces vasculares, al mismo tiempo que la cicatriz de la herida va
disminuyendo. En otra perspectiva, la Figura 7 permite observar el mismo proceso

en secciones longitudinales.

La unién del injerto ya estaba desarrollada a los 10 ddi en ambas combinaciones
(Figura 6A, Figura 6B, Figura 7A, Figura 7B), aunque ésta todavia es débil en la
parte externa del tallo pues se observa que las células de parénquima del callo
aun no llenan esta parte (Figura 7A). Las células con hipertrofia en la interface del
injerto corresponden a la formacion del callo y es visible desde los 10 ddi (Figura
7Ay Figura 7B).

A los 15 ddi, se observd continuidad del sistema vascular en algunas zonas
(Figura 7C, Figura 7D). La Figura 7C muestra la diferenciacion de los haces
vasculares que se curvan a conveniencia para buscar su contraparte en el otro
tallo. EI area con continuidad aumenta a los 20 ddi, la cicatriz del injerto se
desvanece notoriamente al nivel del sistema vascular. La Figura 7F muestra un
detalle de los elementos traqueales uniendo el conjunto portainjerto-injerto. La
proliferacion de células del callo evidencian el lugar donde se encontraba la

cicatriz del injerto, indicado con flechas en la Figura 7F.
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FIGURA 6. Secciones transversales de la union del injerto en pimiento
morrén Cannon/CM-334 (A, C, E) y pimiento Cannon/Cannon (B, D, F). Ay
B, a los 10 dias después de injertacion; C y D, a los 15 dias después de
injertacion; E y F a los 20 dias después de injertacion. Las flechas indican la
zona de unién de injerto, a menos que se indique una letra; x, xilema; f,
floema; m, médula; c, corteza.
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FIGURA 7. Secciones longitudinales de la unién del injerto en pimiento
morrén Cannon/CM-334 (A, C, E) y pimiento Cannon/Cannon (B, D, F). Ay
B, a los 10 dias después de injertacion; C y D, a los 15 dias después de
injertacion; E y F a los 20 dias después de injertacion. Las flechas indican la
zona de unién de injerto; x, xilema; ¢, corteza; m, médula.
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4. DISCUSION

El genotipo CM-334 utilizado como portainjerto de pimiento morron es una colecta
de un chile criollo tipo serrano, por lo que presenta mucha heterogeneidad a nivel
fenotipico y probablemente genotipico. En comparacion con la variedad de
pimiento morrén Cannon, CM-334 presentd un porcentaje de germinacion menor

que puede atribuirse a la calidad de la semilla utilizada.

Por otra parte, el porcentaje de prendimiento fue menor para la combinacion
Cannon sobre CM-334 comparada con homoinjertos de Cannon. Aun cuando se
mantuvo una alta humedad relativa durante seis dias para limitar la transpiracion
de las plantulas, 22 % de la combinacion Cannon sobre CM-334 no pudo superar
el estrés ocasionado por la herida que se realiz6 en los injertos cuando se redujo
la humedad relativa a 65 %. De la misma forma, 8 % de los homoinjertos de
Cannon, no sobrevivieron a esta condicion. El estrés por heridas ocasiona que las
células de la planta generen oxigeno activo, lo que resulta en varios desordenes
fisiologicos (Berlett y Stadtman, 1997). En plantas de tomate, la concentracion de
oxigeno activo se incrementa después de la injertacién y la actividad de enzimas
antioxidantes como la peroxidasa, acido ascorbico y la catalasa aumentan para
eliminar el oxigeno activo (Fernandez-Garcia et al. 2004). Johkan et al. (2008),
observaron que la aplicacion de acido ascérbico via foliar es una forma efectiva
para proteger a las plantas de pimiento del estrés generado por el corte en plantas
injertadas promoviendo la formacion de callo y aumentando la tasa de
sobrevivencia. El acido ascoérbico actla como un antioxidante a través de una
reaccion catalitica con la ascorbato peroxidasa (Shigeoka et al.,, 2002). En
pimiento morron, es probable que la actividad antioxidante en la interface del
injerto no sea suficiente para eliminar el oxigeno activo, lo que dificultd su

prendimiento en este estudio.

La edad de la plantula también es un factor importante en el prendimiento. Johkan
et al. (2008), encontraron que con tratamiento de 4cido ascorbico el porcentaje de
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prendimiento de homoinjertos de pimiento morron con plantula joven (34 dias)
alcanzaba 100%, mientras que con plantula vieja (58 dias) disminuia a 89%.
Ademas, ellos mismos sefialaron que en plantulas viejas ocurre defoliacion y un
bajo porcentaje de sobrevivencia debido a una baja tasa de formacién del callo en
la interface del injerto, lo que resulta en valores de resistencia estomatica y
potencial hidrico més bajos en comparacion con plantulas jévenes. En el presente
estudio, se utilizé plantula joven de pimiento morrén (35 dias de edad); sin
embargo, la edad de la plantula del portainjerto fue cuatro dias mayor que la de
pimiento morrén, porque es cuando ocurre la sincronizacion de sus diametros para
poder ser injertadas. Aunque la edad del portainjerto pudo haber influenciado el
porcentaje de prendimiento, no se registrd defoliacion en las plantas prendidas.

Gisbert et al. (2010) obtuvieron porcentajes de prendimiento de 95-98 % al injertar
pimientos tipo Lamuyo y blocky sobre portainjertos hibridos descendientes del CM-
334. En este experimento, la semilla del CM-334 provenia de una colecta y no de
una linea. Es probable que la heterogeneidad del material haya influido en un
porcentaje de prendimiento mas bajo, ya que plantas del mismo material pero con
algunas diferencias genotipicas podrian tener una capacidad diferente para
desarrollar una union fuerte. También puede ocurrir una incompatibilidad
fisiolégica como consecuencia de una falta de reconocimiento celular, presencia
de reguladores de crecimiento o toxinas de incompatibilidad (Andrews y Serrano-
Marquez, 1993).

En el prendimiento de plantulas de ambas combinaciones, pueden reconocerse
tres eventos principales. En primer lugar ocurre la cohesion del portainjerto y el
injerto que puede explicarse como resultado de la deposicion y la subsecuente
polimerizacion de los materiales de la pared celular en respuesta a la herida que
se hace cuando se injerta la plantula (Moore y Walker, 1981). Esta etapa ocurre
antes de los diez ddi, puesto que la union del injerto ya esta desarrollada en esta
etapa, aunque todavia es débil en la parte mas externa de los tallos. No se

encontré evidencia de que la médula de los tallos se vea afectada por el proceso
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de injertacion a diferencia de lo que ocurre en plantula de tomate injertada.
Fernandez-Garcia et al. (2004) reportaron que en plantulas de tomate injertadas,
las células parenquimatosas de la médula central se mueren formando una
cavidad cubierta por una capa necrotica, la cual es visible aun a los 15 ddi; sin
embargo, el sistema vascular permanece inalterado permitiendo que las plantulas

sobrevivan.

En segundo lugar ocurre una proliferacion de las células del callo la cual es visible
a los 10 ddi cuando éstas empiezan a crecer en tamafo (hipertrofia) y a dividirse.
La formacion del callo se promueve a partir de las células vivas en la interface del
injerto a excepciéon de las células de la médula. Como se menciond, a pesar de
que las células de parénquima de la médula no se ven afectadas por la herida al
realizar los injertos, éstas no parecen contribuir a la formacion del callo. Las
células de parénquima del callo se diferenciaran para formar los haces vasculares
que permitiran el flujo de agua entre el patron y el injerto (Moore, 1984). Las
plantas de pimiento morron forman menos callo que las de tomate o berenjena
(Johkan et al., 2008) y es probable que este proceso inicie mas tarde en pimiento

morrén en comparacion con otras solanaceas.

La diferenciacion del sistema vascular, es el Ultimo evento que ocurre en la
formacion de un injerto compatible (Moore, 1984) para lo cual es necesaria la
diferenciacion del xilema y la lignificacion (Fernandez-Garcia et al., 2004). Las
conexiones del xilema pueden diferenciarse al primer ddi en zonas muy pequefias
(1%) (Johkan et al., 2009) pero para que la union del injerto se considere exitosa
se necesitan que varias conexiones de xilema y floema atraviesen la interface del
injerto. 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, sin0 que se curvan a conveniencia para

buscar su contraparte en el otro tallo. Esta situacion, puede hacer el proceso de
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prendimiento tardado aun en combinaciones compatibles, lo que denota la

importancia de contar con diametros de tallos similares.

5. CONCLUSIONES

El pimiento morrén cv. Cannon tiene un buen nivel de compatibilidad anatémica
para ser injertado sobre el CM-334. Durante el desarrollo estructural de la union
del injerto se identificaron tres etapas principales. En primer lugar ocurrié la
cohesion del portainjerto y el injerto la cual tuvo lugar durante los primeros dias
después de la injertacién (ddi). Posteriormente ocurrié la formacién del callo la
cual fue visible desde los 10 ddi. La diferenciacion del sistema vascular es el
altimo evento de una union de injerto exitosa, la cual se pudo observar a manera
de continuidad del sistema vascular a los 15 ddi avanzando progresivamente
hasta los 20 ddi.
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CAPITULO Il. DESEMPENO AGRONOMICO DE PIMIENTO
MORRON INJERTADO SOBRE CRIOLLO DE MORELOS 334 PARA
EL MANEJO DE Phytophthora capsici L.

RESUMEN

Se evallo el efecto del Criollo de Morelos 334 (CM-334) como portainjerto de
pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon) al comparar las variables
morfologicas y de rendimiento con plantas de pimiento morron sin injertar.
También, se evallo el efecto de Phytophtora capsici en plantas injertadas
comparadas con plantas injertadas sin el estrés del patégeno. El uso del CM-334
como portainjerto de pimiento morron disminuy6 el vigor de la planta. Los valores
promedio de las variables morfoldgicas y de rendimiento fueron menores en
plantas injertadas en comparacion con plantas sin injertar (P<0.05), con una
disminucién del rendimiento de 40 %. El pimiento morron cv. Cannon fue
susceptible a la cepa 6143 altamente virulenta de P. capsici. Sin embargo, el CM-
334 usado como portainjerto fue capaz de otorgarle resistencia al patdgeno ya que
las plantas injertadas fueron consistentemente resistentes a lo largo del ciclo de
cultivo y su crecimiento y rendimiento no difirid con respecto a plantas injertadas
gue no interactdan con el patdgeno (P<0.05). Estas evidencias sugieren gque la
combinacion Cannon/CM-334 es una alternativa viable con condiciones de alta
presion del patégeno, en sistemas de produccion donde las posibilidades de
rapida diseminacién de la enfermedad son altas una vez que se presenten las

primeras plantas enfermas y/o el uso de fungicidas esté restringido.

PALABRAS CLAVE: Capsicum annuum var. annuum, marchitez del chile,

resistencia genética, portainjerto, injerto de hortalizas
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AGRONOMIC PERFORMANCE OF BELL PEPPER (Capsicum
annuum L.) GRAFTED ONTO CRIOLLO DE MORELOS 334 FOR
THE MANAGEMENT OF Phytophthora capsici L.

ABSTRACT

In this work, the effect of the Mexican landrace Criollo de Morelos 334 (CM-334) as
rootstock of bell pepper (Capsicum annuum cv. Cannon) was evaluated.
Morphological and yield parameters of grafted plants were compared to those of
ungrafted bell pepper plants. Also, the effect of Phytophtora capsici in grafted
plants compared to grafted plants in the absence of the pathogen was evaluated.
CM-334 as bell pepper rootstock reduced plant vigor. Average values of
morphological and yield parameters were lower in grafted plants than in ungrafted
plants (P<0.05), with a yield reduction of 40 %. Bell pepper cv. Cannon is
susceptible to the highly virulent P. capsici strain 6143. However, when used as
bell pepper rootstock, CM-334 was able to give the grafts resistance to the
pathogen since grafted plants were consistently resistant throughout the crop cycle
and no differences were observed for growth and yield parameters when compared
to those of grafted plants in interaction with the pathogen (P<0.05). This evidence
suggests that Cannon/CM-334 combination is a feasible alternative only under high
pressure pathogen conditions, cropping systems where there are high chances of
rapid spread of the disease once the first diseased plants are detected, and/or

fungicide use is restrictive.

KEYWORDS: Capsicum annuum var. annuum, Phytophthora blight, genetic

resistance, rootstock, vegetable grafting
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1. INTRODUCCION

Los artropodos y patdgenos son factores limitantes en la produccion de chiles
(Sarath-Babu et al., 2011). Sin embargo, Phytophthora capsici; uno de los
organismos causantes de la marchitez del chile, es también uno de los patdgenos
mas devastadores para el cultivo en México, su incidencia se reporta en casi la
totalidad de los estados productores de chile (Garcia et al., 2000; Guijon-Lépez y
Gonzalez-Gonzélez, 2001) y puede causar pérdidas de hasta el 100 % cuando las
condiciones ambientales son favorables y no se realiza prevencién (Gonzalez-
Pérez et al., 2004). En México, se ha reportado que P. capsici puede actuar en
complejo con Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, F. equiseti, F. verticilloides,
F. solani y Phytium spp. (Velasquez-Valle et al., 2001, Palomo-Rodriguez et al.,
2003; Gonzalez-Pérez et al., 2004); sin embargo, P. capsici es particularmente
importante porque la planta atacada se vuelve vulnerable a ser invadida por otros

patogenos (Erwin y Ribeiro, 1996).

Phytophthora capsici tiene el potencial para desarrollar una enfermedad poli-
ciclica rapida a partir de una cantidad de indculo limitada (Ristaino, 1991), su
crecimiento optimo es a 25-28°C de temperatura y humedad relativa arriba del
60% (Hausbeck y Lamour, 2004). Es capaz de atacar a la planta en cualquier
etapa de desarrollo y todas sus partes incluyendo raices, hojas y frutos (Candole
et al., 2010) induciendo distintos sindromes, tales como ahogamiento de plantulas,
pudricion radical, pudricion de la corona del tallo, pudricion de fruto y tizones
foliares (Ristaino y Johnston, 1999). Este patdgeno se caracteriza por tener
esporangios papilados, con oogonios globosos y anteridios anfiginos, oosporas
gue generalmente se forman cuando los tipos de compatibilidad A1 y A2 se
aparean (Waterhouse, 1970); es decir, se trata de una especie heterotalica.
Morfologicamente, el talo esta compuesto de micelio cenocitico, el cual puede dar
origen a esporangios de forma alimonada sostenidos en pedicelos caducos
(Alconero y Santiago, 1972). Cuando los esporangios se colocan en agua libre, se

diferencian para producir de 20 a 40 zoosporas bi-flageladas con capacidad para
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nadar (Bernhardt y Grogan, 1982). Las zoosporas tienen un geotropismo negativo
y quimiotacticamente siguen un gradiente de nutrientes mientras nadan (Erwin y
Ribeiro, 1996) y cuando entran en contacto con la superficie de la planta se
enquistan y germinan para generar tubos germinativos (Hickman, 1970). La
penetracion en la superficie de las hojas ocurre directamente a través de aberturas
naturales como los estomas (Katsura y Miyazaki, 1960). Las oosporas son las
estructuras de supervivencia a largo plazo fuera del tejido del hospedante, las
cuales tiene una pared gruesa, multicapa que contiene (3-glucano y celulosa (Erwin
y Ribeiro, 1996). Las oosporas requieren un periodo de dormancia de al menos un
mes antes de germinar directamente o formar esporangios (Satour y Butler, 1968;
Erwin y Ribeiro, 1996) y constituyen la principal fuente de in6culo en campo
(Hausbeck y Lamour, 2004).

El manejo de la enfermedad dentro del manejo integrado del cultivo incluye el uso
de diversas estrategias que involucran fungicidas, inductores de resistencia y
control biologico, métodos culturales como el uso de acolchados, la solarizacion,
rotacion de cultivos, manejo del riego y resistencia genética, cada uno con sus
propias limitaciones. Aunque la resistencia genética se considera de gran utilidad
por varios autores, ninguno de los cultivares de pimiento morrén con algun nivel de
tolerancia a P. capsici, ofrece resistencia a un amplio rango de aislados de este
patdgeno (Glosier et al., 2008; Oelke et al., 2003). Por otra parte, los agricultores
se muestran reacios a utilizar cultivares resistentes o tolerantes debido a la
percepcion de que incrementan la incidencia del plateado o “silvering” (separacion
de la cuticula del fruto de la epidermis) (Wyenandt y Kline, 2006) y a la presencia

de frutos deformes (Ristaino, 1990) no comercializables.

En este contexto, nuevas técnicas para el manejo de P. capsici en pimiento
morron estan surgiendo como es el caso del uso de injertos resistentes al
patogeno. EI 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.,
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2008), lo que evita que la parte superior (injerto) entre en contacto con el suelo y el
patdgeno. Existen posibles desventajas entre las que destacan un prendimiento
mas complicado y sin aporte de vigorosidad adicional a la planta por parte del
portainjerto (Erard y Odet, 2009). La razén mas obvia, es la incompatibilidad
portainjerto-injerto, lo cual induce una disminucion del crecimiento o sobre
crecimiento del injerto y como consecuencia un menor flujo de nutrimentos y agua
a través de la unioén del injerto, causando marchitamiento (Davis et al., 2008). Se
ha reportado que el pH, sabor, azucares, 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 comdn acuerdo que la combinacién patrén-injerto debe ser cuidadosamente

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

Dentro del germoplasma local, el Criollo de Morelos 334 (CM-334) tiene potencial
para su uso como portainjerto de pimiento morrén, ya que ambos tienen un buen
nivel de compatibilidad de injerto y el CM-334 tiene un nivel alto de resistencia
contra todas las razas conocidas de P. capsici (Oelke et al., 2003; Sy et al., 2008;
Foster y Hausbeck, 2010). En estudios previos, seis hibridos descendientes del
CM-334 han sido utilizados como portainjertos de pimiento morrén mostrando
buenos niveles comerciales del control de la enfermedad e inclusive algunas
combinaciones de injertos reportan incrementos en el rendimiento con respecto a
plantas no injertadas u otras combinaciones de injerto (Santos y Goto, 2004; Morra
y Billoto, 2006; Gisbert et al., 2010), lo cual resalta la importancia de la interaccion
patréon-injerto. Un programa de manejo de la enfermedad basado en el uso de
injertos, debe ser complementado con estudios que evalien el desempefio
agronémico de la combinacion portainjerto-injerto para obtener rendimientos y
calidad de fruto éptimos. Ademas, la presencia del patégeno y la incidencia de la
enfermedad son impactadas por factores geograficos, ecoldgicos, ambientales y
antropogénicos que pueden afectar la seleccion de la combinacién portainjerto—

injerto (Louws et al., 2010).
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En México, el uso del CM-334 como portainjerto se ha limitado a la produccién
experimental de chile ancho (Garcia-Rodriguez et al., 2010). La combinacion de
injerto pimiento morrén/CM-334 podria ser capaz de mantener rendimientos
adecuados aun con la presencia de Phytophthora capsici en el sustrato
comparados con plantas no injertadas en ausencia del patégeno. En este trabajo,
se reportan los resultados que se obtuvieron al evaluar la combinacién de pimiento
morrén cv. Cannon injertado sobre CM-334. De esta forma; en un primer
experimento, se evaluo el efecto del CM-334 como portainjerto de pimiento morrén
en las variables morfolégicas y de produccion, comparando plantas sin injertar e
injertadas. En un segundo experimento, se evaluo el efecto de Phytophtora capsici
en las variables morfolégicas y de produccién, comparando plantas injertadas bajo

el estrés del patdgeno con plantas injertadas en ausencia del patégeno.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion y Condiciones del Sitio Experimental

Los experimentos se realizaron simultineamente en dos médulos de los
invernaderos del Posgrado en Horticultura de la Universidad Autbnoma Chapingo,
en Chapingo, estado de México, localizado a 19° 29" LN y 98°53 LO con una
altitud de 2240 msnm. Las condiciones de temperatura, luminosidad y humedad
relativa, fueron monitoreadas con un data logger HOBO ® modelo H8 (EUA). Al
interior del invernadero se registré una temperatura promedio de 24.7 °C durante
el periodo con mayor intensidad luminosa. Las condiciones de Iluminosidad
promedio fueron de 2 020 Im ft (402 pmol m™ s™* de radiacién fotosintéticamente
activa) y la humedad relativa promedio durante el dia fue de 55.6 %.

2.2 Material Vegetal

Se utilizé planta de pimiento morron cv. Cannon (Zeraim Gedera ®, Israel) sin
injertar y planta de pimiento morron cv. Cannon injertada en el CM-334 por el

método de injerto de empalme con grapa de plastico. El genotipo CM-334 es
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altamente resistente a P. capsici y fue utilizado como portainjerto de pimiento
morrén cv. Cannon, el cual es un tipo blocky con maduracién temprana en rojo,
con frutos de 170-250 g de peso y 85-100 mm de diametro. Tiene adaptabilidad a
diversas zonas de produccion para casa sombra o invernadero en primavera,
otofio e invierno manejado bajo sistema de poda holandés o espafiol. No es
declarado con resistencia a P. capsici, pero es resistente a TM2; es decir, al

Tobacco mosaic virus (gen L3).

2.3 Establecimiento y Manejo del Cultivo en Invernadero

2.3.1 Manejo agronémico

Previo a establecer el ensayo, se desinfestaron las paredes y pisos del
invernadero con una aplicacion de sanitizante a base de cuaternario de amonio y
sulfato de cobre Anibac Plus ® (Ultraquimia Agricola, México) (20 mL-L™ de agua).
El sustrato arena de tezontle fue lavado con agua corriente y una vez en las
macetas también se realiz6 una aplicacién del mismo sanitizante (80 mL-L™ de
agua). La parte superior de la maceta fue cubierta con vermicomposta la cual fue

desinfestada de la misma manera.

El trasplante se efectué el 9 de agosto de 2012 a los 60 dias después de la
siembra para el caso de patrén de injerto y 56 dias después de la siembra para el
caso de la variedad que se injerto sobre el patron. Se utilizé un sistema
hidropdnico abierto que consisti6 de macetas de polietileno negro de 35 x 35 cm
rellenas con arena de tezontle rojo nuevo con la mayoria de sus particulas de 1-3
mm de diametro y vermicomposta en la parte superior de la maceta en una
proporcion 3:1 (v:v). Las plantas fueron colocadas en hileras a 1 m de separacion
entre hilera e hilera y a 0.4 m de separacion entre planta y planta, dando una
densidad de 2.5 plantas m™.

A los 15 después del trasplante (ddt), se realizé una aplicacion en drench a la
base del tallo de las plantulas de un biogenerador radicular Raix® (Quimica Sagal,

México) (2 mL-L* de agua) para promover un mayor desarrollo del sistema

38



radicular. Todas las plantas se cultivaron bajo el sistema de manejo Espafiol. Los
tallos y las ramas laterales no se podaron, permitiendo que la planta desarrollara
un dosel con dos o tres tallos principales con ramas laterales en la planta madura.
A la tercera semana después del trasplante, se elimin6 la flor de la primera
bifurcacion de cada planta para permitir que tuviera un adecuado desarrollo
vegetativo antes del cuajado de frutos. Después del primer corte de frutos se
podaron las hojas por debajo de la primera bifurcacién. El dosel de las plantas se
sostuvo verticalmente en ambos lados con la ayuda de rafia de tutoreo atada a

postes colocados en los extremos de la linea de plantas.

2.3.2 Riego y nutricion

Se utiliz6 una cintilla de goteo; con emisores cada 40 cm, por hilera de planta para
proporcionar los riegos con una solucién nutritiva estandar para Capsicum que
contenia los siguientes elementos y concentraciones (mg-L™): N=215, P=60,
K=202, Ca=235, Mg=60, S=217, Fe=3, B=0.6, Mn=0.5, Cu= 0.1 y Zn= 0.1. La
conductividad eléctrica de la solucién oscilaba entre 1.4 - 2.5 dS/m y el pH
oscilaba entre 5.8-6.5. Durante los primeros 30 dias después de haber realizado el
trasplante, la solucion fue concentrada a 50 % y a 100 % a partir del segundo mes
y hasta el final del cultivo. Ante la persistencia de dias nublados y frios, la solucion
nutritiva no se modificd. En su lugar, se realizaron aplicaciones de fertilizante foliar
Bayfolan ® (Bayer CropScience, México) (5 mL-L™Y). Ademaés, la nutricién se
suplementé con cuatro aplicaciones foliares de una mezcla de fertilizantes
quelatados con EDTA Tradecorp ® AZ (Nevada Chemicals, México) (2 g-L™* de

agua) para prevenir deficiencias micronutrimentales.

2.3.3 Plagas

Bajo condiciones de alta humedad relativa (arriba de 75%), se realizaron
aplicaciones preventivas contra tizones y bacterias con Oxicloruro de Cobre
Cupravit ® (Bayer CropScience, México) (2 g-L™* de agua). Durante el ciclo del

cultivo se identificd la incidencia de Leveillula taurica, para lo cual se realizaron
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dos aplicaciones curativas con azoxystrobin Amistar ® (Syngenta Agro, México)
(1.5 g-.L! de agua) a intervalo de diez dias. Ademas, ante la presencia de tizones
en flores y peddnculos florales causados por Botrytis cinerea, también se
realizaron dos aplicaciones de cyprodinil+fludioxonil Switch ® 62.5 WG (Syngenta

Agro, México) (1 g-L™ de agua) a intervalo de diez dias.

La densidad de poblaciones de Bemisia tabaci y Bactericera cockerelli se
combatié con trampas amarillas impregnadas con pegamento de uso agricola
Stick Bug ® (AlternaAgro, México) y dos aplicaciones de flonicamid Beleaf ® (FMC
Agroquimica, México) (1 g-L™ de agua) a intervalo de siete dias. También se
realizaron dos aplicaciones de abamectina Agrimec ® (Syngenta Agro, México) (1
mL-L?* de agua) a intervalo de siete dias para reducir la presencia de Tetranycus

spp. y Bactericera cockerelli.

2.4 Disefo Experimental y Tratamientos

2.4.1 Experimento uno

Pare evaluar el efecto del CM-334 como portainjerto de pimiento morrén en las
variables morfolégicas y de rendimiento, se compararon plantas sin injertar e
injertadas utilizando un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones y
dos tratamientos. La unidad experimental consistio de 10 plantas, con un total de
40 plantas por tratamiento. La descripcidon de los tratamientos que se aplicaron es
como sigue:

T1= Plantas de pimiento morrdn sin injertar

T,= Plantas de pimiento morrén injertadas sobre el CM-334

2.4.2 Experimento dos

En el segundo experimento se evallo el efecto de Phytophtora capsici en las
variables morfolégicas y de rendimiento, comparando plantas injertadas bajo el
estrés del patégeno con plantas injertadas en ausencia del patdgeno, para el cual

se utiliz6 un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones y dos
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tratamientos mas un testigo. La unidad experimental consistié de 10 plantas, con
un total de 40 plantas por tratamiento. La descripcion de los tratamientos que se
aplicaron es como sigue:

To= Plantas de pimiento morrén sin injertar e inoculadas con P. capsici que
funcionan como el testigo del experimento.

T,= Plantas de pimiento morrén injertadas sobre el CM-334 e inoculadas con P.
capsici.

T,= Plantas de pimiento morron injertadas sobre el CM-334 y sin inocular con P.

capsici.

En este experimento también se evallo el progreso de la enfermedad en las
plantas afectadas y se confirmé la presencia de P. capsici en las plantas

enfermas.

2.4.2.1 Obtencion del aislamiento de Phytophthora capsici y preparacion del
inoculo

Para realizar las inoculaciones, se utilizé el aislamiento 6143 de Phytophthora
capsici altamente virulento, el cual proviene de la Universidad Estatal de Nuevo
México en los Estados Unidos. La cepa se sembrd en cajas de Petri de 9 cm de
diametro con medio jugo V8®-agar y se mantuvo a temperatura ambiente durante
cuatro dias periodo en el cual la cepa cubri6 toda la caja (Figura 1A). El inéculo a
emplear fue zoosporas producidas segun el siguiente procedimiento. En cajas de
Petri de 9 cm de diametro con medio de cultivo jugo V8® se colocaron cuatro
hojas de chile, las cuales previamente se esterilizaron hirviéndolas en agua
destilada. Posteriormente, de los aislados cultivados se extrajeron rodajas de 1 cm
de diametro del micelio de P. capsici y se colocaron en las cajas con las hojas de
chile. Se agregaron 20 mL de agua destilada y se colocaron bajo luz blanca a
temperatura ambiente durante cinco a siete dias (Figura 1B). A partir del quinto
dia, se monitorearon las cajas hasta observar la formacion de esporangios (Figura
1C), después las cajas se sometieron a 4°C para inducir la liberacién de
zoosporas (Figura 1D). A los 45 minutos, se monitorearon las cajas hasta observar
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las zoosporas al microscopio compuesto y cuando esto sucedid, se colectd el
medio acuoso de las cajas de Petri en un vaso de precipitados y se contaron el
namero de zoosporas utilizando un hematécitometro Neubaeur-imp® (Marienfeld,
Alemania). La concentracion del indculo se ajusté a 2 000 zoosporas/mL o 50 000

zoosporas/mL segun se requirio.

FIGURA 1. Produccion del in6culo de Phytophthora capsici en laboratorio.
Siembra de la cepa en medio V8® (A), induccion de esporangios (B),
esporangios formados (C) e induccion de liberacion de zoosporas (D).

2.4.2.2 Inoculacion con Phytophthora capsici

A lo largo del experimento se realizaron dos inoculaciones a las plantas con los
tratamientos To y T;; plantas sin injertar e injertadas inoculadas con P. capsici
respectivamente. En las dos ocasiones, la solucion de zoosporas fue aplicada en
la base del tallo de las plantas y a 2 cm de profundidad (Figura 2). Se mantuvieron

42



condiciones de alta humedad en el sustrato mediante riegos pesados un dia antes
de la inoculacion y durante los primeros dos dias después de la inoculacién para

facilitar el movimiento de las zoosporas.

FIGURA 2. Inoculaciéon con una suspension de zoosporas de Phytophthora
capsici L. a plantas injertadas de pimiento morron sobre CM-334 (A) y
plantas de pimiento morrdén sin injertar (B).

La primera inoculacién se realizé a los 61 ddt cuando las plantas estaban en plena
floracién con una suspensiéon de 5 mL de zoosporas de P. capsici (2000 zoosporas

mL), con un total de 10,000 zoosporas por maceta.

Con el objetivo de acentuar el efecto de P. capsici en las variables morfologicas y
el rendimiento, se realiz6 una segunda inoculacion a los 84 ddt. Las plantas se
inocularon con una suspension de 2 mL de zoosporas de P. capsici (50 000

zoosporas/mL), con un total de 100 000 zoosporas por maceta.

2.4.2.3 Evaluacion de la enfermedad y re-aislamiento del patégeno

Las plantas se monitorearon diario posterior a la inoculacion, las de
marchitamiento severo e irreversible se consideraron como plantas muertas. Solo

se evaluaron dos reacciones fenotipicas en las plantas: resistentes y susceptibles.
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Con base en estas observaciones se determind la incidencia de la enfermedad en

los tratamientos inoculados con el patégeno.

No. de plantas muertas * 100

Incidencia de la enfermedad = .
No. de plantas totales por tratamiento

Para confirmar la presencia de P. capsici, se colectaron plantas marchitas, se
colocaron en bolsas de papel y se trasladaron al Laboratorio de Micologia Agricola
del Departamento de Parasitologia Agricola. Se cortaron trozos pequefios de
tejidos afectados (base del tallo y raices), se eliming tierra y otras impurezas con
un lavado de agua potable. Posteriormente se desinfestaron durante tres minutos
con hipoclorito de sodio (1%) seguido de un enjuague con agua destilada estéril y
se secaron con una toalla de papel. Los tejidos se sembraron en cajas Petri con
medio esterilizado agua-agar (A-A) y se mantuvo a temperatura ambiente. Cuando
se observo el crecimiento miceliar al cuarto dia, se realizé la transferencia
nuevamente a medio A-A. El crecimiento se purific6 mediante la técnica de punta

de hifa en medio esterilizado agar-jugo V8® a temperatura ambiente.

El cultivo purificado se sembré en cajas Petri de 9 cm de diametro con medio jugo
V8®-agar y se mantuvo a temperatura ambiente durante cuatro dias periodo en el
cual la cepa cubrié toda la caja. En cajas de Petri de 9 cm de diametro con medio
de cultivo jugo V8® se colocaron cuatro hojas de chile, las cuales previamente se
esterilizaron al hervirlas durante siete minutos en agua destilada. Posteriormente,
de los aislados cultivados se extrajeron rodajas de 1 cm de diametro del micelio y
se colocaron en las cajas con las hojas de chile. Se agregaron 20 mL de agua
destilada y se colocaron bajo luz blanca a temperatura ambiente durante cinco a
siete dias. A partir del quinto dia, se monitorearon las cajas hasta observar la
formacion de esporangios. Se realizaron preparaciones al microscopio 6ptico
fotdnico para observar las caracteristicas del micelio y los esporangios para

confirmar la presencia de P. capsici.
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2.5 Variables Evaluadas en los Dos Experimentos

2.5.1 Variables morfoldgicas

indice de area foliar (IAF)

El indice de &rea foliar expresado en m™? de &rea foliar - m™ de superficie de suelo
se midié con un integrador a area foliar LI-COR ® modelo LI-3100 (Lincoln,
Nebraska). Se obtuvo al dividir el area foliar por planta entre la superficie ocupada
por cada planta (0.4 m™) de acuerdo a la densidad de plantacién del cultivo (2.5

plantas m™) y se utilizaron los valores de cinco plantas por tratamiento.

Peso seco total por planta (PST)

Las hojas, tallo y raiz de cada planta se colocaron en una estufa de secado a 70°C
durante 72 horas para obtener el peso constante en gramos. Se sumé el peso
seco de todos los frutos producidos por planta, obtenido con estimadores a partir
del peso fresco. Se utilizaron los valores de cinco plantas por tratamiento.

Altura de planta (AP)

Después de la ultima cosecha, se midi6 la altura de la planta en centimetros
(distancia promedio de los dos tallos mas largos medidos de la superficie de la
maceta al penultimo nudo de cada tallo). Se utilizaron los valores medios de 10

plantas con cuatro repeticiones por cada tratamiento.

Altura a la primera bifurcacion (AB)
Se midio la altura en centimetros a la primera bifurcacion de cada planta (medida
de la superficie de la maceta hasta el primer nudo de cada tallo). Se utilizaron los

valores medios de 10 plantas con cuatro repeticiones por cada tratamiento.
Diametro de tallo (DT)

Se midi6 el diametro de tallo 1.5 cm arriba de la cicatriz del injerto para el caso de

las plantas injertadas y 1.5 cm arriba de las hojas cotiledones en el caso de las
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plantas no injertadas después del ultimo corte de frutos. Se utilizaron los valores

medios de 10 plantas con cuatro repeticiones por cada tratamiento.
Porcentaje de amarre de frutos
Se contaron los nudos por planta y el nUmero de frutos amarrados y se calculo el

porcentaje de amarre de frutos por planta en diez plantas por cada tratamiento.

Numero de frutos amarrados * 100

Porcentaje de amarre de frutos = -
Numero total de nudos

Los valores de porcentaje de amarre de frutos fueron transformados con arc seno

antes de realizar el analisis de varianza.

2.5.2 Variables del rendimiento y sus componentes

Frutos totales por planta (FT)

Los frutos se cosecharon con al menos 50 % de su coloracion. Todos los frutos
fueron contados y clasificados por tamafio de acuerdo con la escala de diametro
utilizada para pimientos de invernadero de exportacion: extra-grande (diametro>
84.0 mm), grande (76.0 a 83.9 mm), mediano (64.0 a 75.9 mm) y pequeiio (56.0 a
63.9 mm) (Jovicich et al., 2004). Los frutos no comercializables incluyen los frutos
aplanados sin semilla (frutos sin polinizar), deformes, con pudricién apical (BER) y
frutos con diametros menores a 55.9 mm. Los frutos totales por planta es el valor

medio de la produccion de 10 plantas con cuatro repeticiones en cinco cortes.

Frutos comercializables (FC)

Se contabilizaron los frutos que entraron en las categorias utilizadas para pimiento
de invernadero de exportacion: extra-grande, grande, mediano y pequefio. Los
frutos comercializables por planta es el valor medio de la produccion de 10 plantas

con cuatro repeticiones en cinco cortes.
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Peso de fruto por planta (PF)
Se registré el peso de todos los frutos y se clasificaron en comercializables y no
comercializables. El peso de fruto por planta es el valor medio de la produccién de

frutos comercializables de 10 plantas con cuatro repeticiones en cinco cortes.

Diametro de fruto (DF)
Este valor se midié en la parte basal del fruto con ayuda de un vernier electrénico
digital. El didmetro de fruto es el valor medio de los diametros de frutos

comercializables de 10 plantas con cuatro repeticiones en cinco cortes.

Longitud de fruto (LF)

Este valor corresponde a la distancia comprendida entre la parte basal del fruto y
el apice del fruto medido con un vernier electronico digital. La longitud de fruto es
el valor medio de la longitud de frutos comercializables de 10 plantas con cuatro

repeticiones en cinco cortes.

NUmero de frutos por m? (NFM?)
Este valor se estimé a partir de la densidad utilizada en el cultivo; 2.5 plantas/m?,
tomando en cuenta los valores medios de frutos comercializables de 10 plantas

con cuatro repeticiones en cinco cortes.

Rendimiento promedio (RP)
Se estimé a partir de la densidad utilizada en el cultivo; 2.5 plantas/m?, tomando
en cuenta los valores medios de frutos comercializables de 10 plantas con cuatro

repeticiones en cinco cortes y se expresoé en ton-ha™.

2.6 Analisis Estadistico

En ambos experimentos, los datos de las variables morfologicas y de rendimiento
fueron analizados estadisticamente mediante un Andlisis de Varianza y se realiz6
la comparacion de medias (Tukey, P<0.05) utilizando el software SAS (SAS
Institute, 1999).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto del CM-334 como portainjerto de pimiento morron en las variables
morfolégicas y de rendimiento

En este experimento, el analisis de varianza (Cuadro 1) mostro diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) en todas las variables morfoldgicas;
excepto en el porcentaje de amarre de frutos, por lo que se aprecié un efecto
importante de las condiciones de planta.

CUADRO 1. Cuadrados medios de los analisis de varianza para las variables
morfoldgicas al evaluar el efecto del portainjerto CM-334.

F.V. IAF PST PSR AP AB DT PAF
(m*m?) (9) (9) (cm) (cm) (cm) (%)

Condiciones NS
1.98* 6542.34* 117.99* 871.53* 73.21* 0.1105* 10.72

de planta
Error 0.02 680.84 7.15 51.79 2.802 0.0051 100.03
Ccv 6.93 11.85 14.85 7.001 5.29 6.733 22.43
Media 2.1 220.25 18.01 102.79 31.6 1.0625  44.59

F.V.: Fuentes de variacién; IAF: indice de area foliar; PST: Peso seco total; PSR: Peso seco de
raiz; AP: Altura de planta; AB: Altura a la primera bifurcacion; DT: Diametro de tallo; PAF:

Porcentaje de amarre de fruto; C.V.: Coeficiente de variacion.

La reduccion de todos los valores de las variables morfolégicas en las plantas
injertadas; a excepcion del porcentaje de amarre de frutos, muestran un efecto
negativo del patron CM-334 en el desarrollo de las plantas (Cuadro 2). El valor del
indice de area foliar (IAF) es 0.89 mayor en plantas sin injertar. Sin embargo, en
las dos condiciones de planta, el IAF estuvo por debajo del 6ptimo, tres y cuatro
para pimiento morrén (Résendiz-Melgar et al., 2010). Dentro de ciertos limites, un
mayor IAF estd asociado a mayor intercepcion de radiacion fotosintéticamente
activa (RFA) y mayor produccion de materia seca por unidad de tiempo, lo que
explica que el peso seco total (PST) y el peso seco de raiz (PSR) también
disminuyeron en promedio 51.16 g y 6.87 g respectivamente en plantas injertadas.
La altura de la planta (AP) y altura a la primera bifurcacion (APB) tuvieron un

comportamiento similar, ya que sus valores se redujeron en un 20.88 cm (18 %) y
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6.05 cm (17 %) en promedio, respectivamente en plantas injertadas. Este
comportamiento se reportd previamente en plantas de pimiento morron injertadas
(Ros et al., 2005). Por su parte, Santos y Goto (2004) observaron variaciones
significativas en la altura de las plantas de pimiento injertadas dependiendo del
portainjerto utilizado, ya que unas combinaciones se desarrollan mas que otras, lo
cual es atribuido a la influencia del linaje de los portainjertos utilizados (el CM-334
era uno de los progenitores) o a alguna exigencia no conocida en el manejo del
riego y la nutricion. El diametro de tallo disminuy6 0.23 cm en promedio en plantas
injertadas. Garcia-Rodriguez et al. (2010) reportaron un comportamiento contrario
en la combinacién chile ancho/CM-334, puesto que el valor del diametro de
plantas injertadas fue mayor que el de plantas de chile ancho sin injertar (Cuadro
2).

CUADRO 2. Comparacion de medias de las condiciones de la planta para las
variables morfologicas al evaluar el efecto del portainjerto CM-334.

Condiciones IAF PST PSR AP APB DT PAF
delaplanta (m*m?"  (g)" ()" (cm)* (cm*  (cm)”* (%)"
Cannon sin 254a® 24583a 2l1.44a 113.23a 3463a 1.18a 4532a

injertar

Cannon sobre  1.65b 194.67b 1457b 9235b 2858b 0.95b 4385a
CM-334

DMS 0.212 56.375 3.89 12.452 2.89 0.1238 9.39

"Valores de cinco repeticiones por tratamiento. “Valores medios de 10 plantas con cuatro
repeticiones. *Valores de 10 repeticiones por tratamiento. *Valores con la misma letra en cada
columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. IAF: indice de area foliar;
PST: Peso seco total; PSR: Peso seco de raiz; AP: Altura de planta; APB: Altura a la primera
bifurcacion; DT: Diametro de tallo; PAF: Porcentaje de amarre de fruto.

DMS: Diferencia minima significativa.

El crecimiento de las plantas esta influenciado por varios factores como las
condiciones climéticas, la nutricibn y la actividad hormonal, los cuales estan
relacionados con diferentes procesos fisiologicos. Durante los meses de agosto y
septiembre del ciclo de cultivo de nuestro experimento hubo condiciones de dias

nublados y durante diciembre, enero y febrero condiciones de dias frios, lo que
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aunado a la disminucion de la radiacion por efecto de los cristales del invernadero,
limitd la irradiancia necesaria para acumular suficiente materia seca en la planta
con consecuencias directas sobre las variables morfologicas y de rendimiento de
todas las plantas. Por otra parte, los nutrimentos minerales y el agua son
generalmente absorbidos por las raices y transportados en la savia del xilema a la
parte superior de la planta. Una inspeccion visual mostré un sistema radical mas
abundante en las plantas de pimiento morron sin injertar (Figura 3), tal como se ve
reflejado en la comparaciéon de medias para el peso seco de raiz (PSR) (Cuadro
2). Ademas, la injertacion puede producir alteraciones en la absorcion y transporte
de nutrimentos y agua (Santos y Goto, 2004), por lo que es probable que la
conductividad hidraulica del xilema también esté restringida como consecuencia
del proceso de injertacion. En conjunto, las condiciones adversas durante el ciclo
de cultivo, un sistema radical menos eficiente y las alteraciones en la absorcién y
transporte de nutrientes y agua son las probables causas de la disminucion del
crecimiento de las plantas injertadas.

También se pudo observar varios tipos de interaccion en la interface de injerto que
evidenciaban como el portainjerto influenciaba negativamente en el aporte de vigor
al injerto. Algunas plantas injertadas mostraban diametros de tallo del portainjerto
menores que el tallo del injerto (Figuras 4A y 4B), mientras que en otras;
aparentemente mejor adaptadas, los diametros del portainjerto y del injerto fueron
muy similares (Figuras 4C y 4D). Es probable que la heterogeneidad del CM-334
sea el factor principal en los diferentes tipos de respuestas en los que la
combinacion portainjerto-injerto se adapta. La reduccion del vigor en el injerto es
uno de los mayores problemas al injertar pimiento morron (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.
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FIGURA 3. Sistema radical de pimiento morréon (Capsicum annuum cv.
Cannon) injertado sobre CM-334 (izquierda) y sin injertar (derecha).
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FIGURA 4. Diferentes tipos de interaccion en la interface de injerto de
plantas de pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon) sobre CM-334.
Plantas con tallos de portainjerto e injerto diferentes (A, B) y plantas con
tallos de portainjerto e injerto similares (C, D).

La cosecha de las plantas no injertadas empez6 a las 16 semanas después del
trasplante, mientras que los frutos de las plantas injertadas alcanzaron la
maduracion deseada a las 17 semanas después del trasplante. Por otra parte, el
analisis de varianza muestra diferencias estadisticamente significativas para todas
las variables de rendimiento (Cuadro 3).
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CUADRO 3. Cuadrados medios de los andlisis de varianza para las variables
indicadoras de rendimiento al evaluar el efecto del portainjerto CM-334.

F.V. Numero de frutos PF LF DF NFM™ R
FT FC (9) (cm) (cm) (frutos-m?)  (t-ha™)
Condiciones 3.12* 4.81* 2356.75* 1.79* 0.39* 30.03* 224.08*
de planta
Error 0.50 0.48 82.34 0.29 0.02 2.99 3.92
Ccv 10.5 11.67 6.51 6.21 1.85 11.67 9.47
Media 6.75 5.93 139.46 8.77 7.46 14.81 20.92

F.V.: Fuentes de variacién; FT: Frutos totales; FC: Frutos comercializables; PF: Peso de fruto; LF:
Longitud de fruto; DF: Diametro de fruto; NFM™: Ntimero de frutos por m% R: Rendimiento. C.V.:
Coeficiente de variacion.

NS *: No significativo y significativo a una P<0.05, respectivamente.

El injerto del pimiento morron cv. Cannon sobre el CM-334 es intraespecifico, ya
que ambos pertenecen al mismo género y especie (Capsicum annuum L.), lo que
puede anticipar menos efectos negativos en términos de productividad, calidad de
fruto y compatibilidad de injerto (Louws et al., 2010). Sin embargo, esta hipotesis
no se cumple en nuestro experimento, puesto que la produccién de frutos totales
(FT) y frutos comercializables (FC) se redujo en un 1.25 y 1.55 unidades,
respectivamente para el caso de las plantas injertadas. De estos resultados se
deduce que el numero de frutos no comercializables se incrementa en plantas
injertadas, lo cuales solo incluian a frutos aplanados, deformes y con diametros
menores a 55.9 mm, puesto que no se registré la presencia de frutos con pudricién
apical. El peso de fruto (PF) se redujo en un 34.34 g en promedio, el nUumero de
frutos por m? se redujo en 3.87 unidades y el calibre de fruto (diametro y longitud
de fruto) también fue estadisticamente menor en plantas injertadas. En
consecuencia, el rendimiento de las plantas injertadas también disminuy6
drasticamente en 10.59 ton ha™; equivalente a 40%, con respecto a las plantas sin
injertar, lo que evidencia una mala interaccion entre el portainjerto y el injerto
(Cuadro 4). Garcia-Rodriguez et al. (2010) describieron un efecto similar, pues al
injertar chile ancho sobre CM-334 el rendimiento disminuyé en 19%. En
contraparte; mediante una serie de experimentos en invernadero, Morra y Billoto

(2006) demostraron que los hibridos Graffito y Gc 1002; ambos descendientes del
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CM-334, utilizados como portainjertos de injerto de pimiento morron, se puede
alcanzar un incremento de hasta 56 % en el rendimiento sin disminuir el
crecimiento y tamafio de fruto en comparacion con otros patrones y con plantas
sin injertar, en todos los casos bajo la presencia de P. capsici. Ademas, Graffito
presentdé un buen nivel de tolerancia a Meloidogyne incognita pero ningun
portainjerto fue suficientemente resistente a un complejo de patégenos causales
de marchitez. En un estudio mas reciente, Gisbert et al. (2010) evaluaron como
portainjerto a los hibridos Charlot y Foc; ambos descendientes del CM-334, sin
encontrar diferencias en el vigor puesto que algunas combinaciones de injerto
mostraron precocidad y mayores rendimientos con respecto a otras
combinaciones y plantas sin injertar. Los resultados de Morra y Billoto (2006) y
Gisbert et al. (2010), estan relacionados posiblemente con la utilizacion de
portainjertos hibridos que son capaces de otorgar mayor vigor al injerto. Ademas,
en los experimentos de Morra y Billoto (2006) el porcentaje alto en el incremento
del rendimiento se debié a un periodo de cosecha mas amplio (tres meses) y a
gue las plantas sin injertar presentaron una tasa de mortalidad por P. capsci

cercana a 32%, lo que evidentemente disminuyo su rendimiento.

CUADRO 4. Comparacion de medias de las condiciones de injerto de la
planta para las variables de rendimiento al evaluar el efecto del portainjerto
CM-334.

Condiciones  Numero de frutos PF (g)” LF DF NFM™ R
de la planta FTY FC’ (cm)’  (cm)’  (frutosm?’  (t-ha™)’
Cannon sin 7.38a" 6.7 a 156.63 a 9.25a 7.68 a 16.75a 26.22 a
injertar
Cannon sobre  6.13 b 5.15b 122.29 b 8.30b 7.24b 12.88 b 15.63 Db
CM-334
DMS 1.23 1.19 15.70 0.94 0.24 2.99 3.43

YValores medios de la produccion de 10 plantas en cuatro repeticiones y cinco cortes. “Valores con
la misma letra en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. FT:
Frutos totales; FC: Frutos comercializables; PF: Peso de fruto; LF: Longitud de fruto; DF: Diametro
de fruto; NFM: Ntmero de frutos por m? R: Rendimiento.

DMS: Diferencia minima significativa.
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3.2 Efecto de Phytophtora capsici en las variables morfolégicas y de
rendimiento

Solo la variable morfologica de peso seco de raiz (PSR) presentd diferencias
significativas por efecto de las inoculaciones con Phytophthora capsici. En el resto
de las variables morfologicas y de rendimiento no se encontrd evidencia de algun
efecto de las condiciones de inoculo de la planta; es decir, Phytophthora capsici no
tuvo influencia en las plantas injertadas que fueron inoculadas artificialmente con
el patégeno con respeto a las plantas injertadas que no fueron inoculadas, segun

lo muestran los analisis de varianza realizados (P<0.05) (Cuadros 5y 6).

CUADRO 5. Cuadrados medios de los analisis de varianza para las variables
morfologicas al evaluar el efecto de Phytophtora capsici.

F.V. IAF PST PSR AP AB DT PAF
(m*m’?) (9) (9) (cm) (cm) (cm) (%)

Condiciones
de inéculo  0.081"° 467.04"  43.85* 9522 0.025N 0.378N°  335.46"

de la planta
Error 0.026 1279.56 5.11 67.28 1.79 0.224 161.3
Cv 10.23 19.04 18.12 9.23 4.68 5.13 26.49
Media 1.56 187.84 12.48 88.9 28.63 9.23 47.95

F.V.: Fuentes de variacion; IAF: indice de &rea foliar; PST: Peso seco total; PSR: Peso seco de
raiz; AP: Altura de planta; AB: Altura a la primera bifurcacion; DT: Diametro de tallo; PAF:
Porcentaje de amarre de fruto; C.V.: Coeficiente de variacion.

NS+ No significativo y significativo a una P<0.05, respectivamente.
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CUADRO 6. Cuadrados medios de los andlisis de varianza para las variables
indicadoras de rendimiento al evaluar el efecto de Phytophtora capsici.

F.V. Numero de frutos PF (9) LF DF NFM™ R
FT FC (cm) (cm) (frutos'm?)  (t-ha™)
Condiciones  0.66™ 1.36"  69.44™ 011" 0.01™ 851" 6.64"°

de in6culo de

la planta
Error 1.11 0.59 83.52 0.23 0.02 3.75 3.43
Ccv 18.02 16.34 7.29 5.74 1.74 16.34 12.59
Media 5.84 4.74 125.24 8.42 7.27 11.84 14.72

F.V.: Fuentes de variacion; FT: Frutos totales; FC: Frutos comercializables; PF: Peso de fruto; LF:
Longitud de fruto; DF: Diametro de fruto; NFM™: Nimero de frutos por m% R: Rendimiento. C.V.:
Coeficiente de variacion.

NS *: No significativo y significativo a una P<0.05, respectivamente.

Como se indico anteriormente, el PSR de las plantas injertadas e inoculadas fue
29 % menor en comparacion con las plantas injertadas que no interactuaron con el
patdgeno (Cuadro 7), lo cual coincide con lo reportado por Gisbert et al. (2010)
quienes encontraron que plantas asintomaticas de CM-334 inoculadas con el
aislado Pc-8 de Phytophthora capsici presentaron 30 % de PSR menor comparado
con plantas sin inocular. La evidencia experimental indica que la resistencia del
CM-334 a P. capsici en la raiz, no est4 dada por barreras fisicas que impidan la
penetracion del oomiceto; de hecho cuando el oomiceto penetra los tejidos ocurre
un aumento en la expresion del los genes PAL que codifican para la enzima
fenilalanina amino-liasa (PAL), la cual est4 asociada con cambios cuantitativos y
cualitativos en los componentes fendlicos que inhiben el crecimiento de P. capsici
in vitro (Ferndndez-Pavia y Liddell, 1997). También se ha encontrado que la
fitoalexina capsidiol se acumula en concentraciones toxicas para el oomiceto en el
CM-334 (Candela et al., 2000; Villa-Luna et al., 2009). La defensa quimica del
portainjerto beneficia al injerto susceptible, el cual al no estar en contacto con el

patogeno evade la enfermedad.

Es importante sefialar que las plantas injertadas sometidas al estrés del patdgeno
fueron resistentes a lo largo del ciclo de cultivo y no se pudo observar una
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tendencia diferente en el crecimiento con respecto a las plantas injertadas y sin
inocular (Cuadro 7), lo cual viene a confirmar el alto grado de resistencia del CM-
334 a P. capsici aun en presencia de grandes cantidades de in6culo. Sin embargo,
la altura de las plantas disminuyé en promedio 7.5 % en plantas injertadas e
inoculadas, aunque estadisticamente esta diferencia no es significativa. Gisbert et
al. (2010) sefnalaron que en plantas inoculadas asintomaticas del CM-334 el
crecimiento se reduce de un 10 al 20 % dependiendo de la cepa utilizada y lo
atribuyen a la disminucion del sistema radical. Es probable que este mismo efecto
ocurriera en nuestro experimento, afectando ligeramente la altura de la planta
injertada. Los didmetros de tallo no mostraron diferencias significativas, lo cual
discrepa con lo reportado por Garcia-Rodriguez et al. (2010), ya que sefialan que
el diametro de las plantas injertadas en interaccién con P. capsici disminuye en
comparacion con plantas injertadas que no interactian con el patégeno, similar a
lo que encontraron Kokalis-Burelle et al. (2009) en portainjertos tolerantes a M.
incognita. Por lo tanto, los resultados del presente estudio son evidencia de que
diferentes combinaciones de portainjerto-injerto interactian de manera diferente

en interaccion con P. capsici.

CUADRO 7. Comparacion de medias de las condiciones de indculo de la
planta para las variables morfoldgicas al evaluar el efecto de Phytophtora

capsici.

Condiciones IAF PST PSR AP APB DT PAF

dein6bculode (M*m?*  (g)" ()" (cm)* (cm*  (cm)* (%)
la planta

Sin inocular 1.65a* 194.67a 1457a 9235a” 2858a 095a 43.85a

Inoculada 147 a 181.01a 10.38b 8545a 28.69a 0902a 5205a

DMS 0.233 52.57 3.29 14.19 2.32 0.819 11.93

"Valores de cinco repeticiones por tratamiento. “Valores medios de 10 plantas con cuatro
repeticiones. *Valores de 10 repeticiones por tratamiento. *Valores con la misma letra en cada
columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. IAF: indice de area foliar;
PST: Peso seco total; PSR: Peso seco de raiz; AP: Altura de planta; APB: Altura a la primera
bifurcacion; DT: Diametro de tallo; PAF: Porcentaje de amarre de fruto.

DMS: Diferencia minima significativa.
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Como se mencion6 P. capsici logré6 una afectacion ligera del crecimiento no
significativa; sin embargo, estadisticamente tampoco existe un efecto en las

variables de rendimiento (Cuadro 8).

CUADRO 8. Comparacion de medias de las condiciones de injerto de la
planta para las variables de rendimiento al evaluar el efecto de Phytophtora

capsici.
Condiciones  Numero de frutos PF LF DF NFM™ R
de in6culo de FT’ FC’ @)’ (cm)?  (cm)’  (frutosm?’ (t-ha™)’
la planta
Inoculada 555a° 4.33a 128.19 a 853a 73la 10.81 a 138l a
Sin inocular 6.12 a 5.15a 122.29 a 830a 7.24a 12.87 a 15.63 a
DMS 1.82 1.34 15.81 0.83 0.22 3.35 3.21

YValores medios de la produccion de 10 plantas en cuatro repeticiones y cinco cortes. “Valores con
la misma letra en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. FT:
Frutos totales; FC: Frutos comercializables; PF: Peso de fruto; LF: Longitud de fruto; DF: Diametro
de fruto; NFM?: NGmero de frutos por m% R: Rendimiento.

DMS: Diferencia minima significativa.

3.2.1 Evaluacion de la enfermedad y re-aislamiento del patdogeno

Las plantas de pimiento morrén cv. Cannon sin injertar son susceptibles al
aislamiento 6143 de Phytophthora capsici, ya que presentaron 100% de incidencia
de la enfermedad; mientras que las plantas de pimiento morron cv. Cannon
injertadas en SCM-334 son resistentes (Figura 5). Las plantas inoculadas y sin
injertar presentaron los sintomas caracteristicos del ataque por P. capsici y tras
aproximadamente 16 dias a partir de que se observaba un ligero marchitamiento,
todas las plantas murieron en este tratamiento, por lo que no generaron
informacion paran ser consideradas como testigos. A los ocho dias después de la
inoculacion (ddin), las primeras plantas presentaron sintomas de una marchitez
ligera sin dafio aparente en la base del tallo. Esta condicion podia observarse
principalmente en las horas del dia con mayor intensidad luminosa y temperatura.
Aunque a la mafana siguiente las plantas se observaban turgentes, el dafo fue

progresando hasta que en el dia 12 ddin; ademas de un marchitamiento mas
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pronunciado, fue posible observar un cancro en la base del tallo. A los 16 ddin, el
marchitamiento fue irreversible y las plantas se consideraron muertas. Cuando el
patdgeno se instald completamente en el sistema radical de las plantas atacadas y
al restringirse completamente el transporte de agua y nutrimentos a la parte aérea,

las plantas colapsaron y se defoliaron parcialmente (Figura 6).
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FIGURA 5. Incidencia de la enfermedad (%) en un grupo de 80 plantas de
pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon) sin injertar e injertadas
sobre CM-334. Las plantas fueron inoculadas dos veces con P. capsici (a un
intervalo de 23 dias entre cada inoculacion). Se utilizé una suspensién de 5
mL de zoosporas de P. capsici (2000 zoosporas mL) en la primera
inoculacion y de 2 mL de zoosporas de P. capsici (50 000 zoosporas mL) en
la segunda inoculacion.
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FIGURA 6. Progreso de la enfermedad observado en las primeras plantas de
pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon) sin injertar con sintomas
tras la primera inoculacion artificial de Phytophthora capsici.

En contraste, las plantas injertadas e inoculadas no presentaron ningun sintoma

visible y tuvieron desarrollo normal hasta la fructificacion (Figura 7).
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FIGURA 7. Plantas de pimiento morron (Capsicum annuum cv. Cannon)
injertadas sobre CM-334 pocos dias después de ser inoculadas (izquierda) y
en fructificacion (centro y derecha) sin ningun sintoma del ataque de
Phytophthora capsici.

Las caracteristicas de los aislamientos obtenidos a partir de plantas con sintomas
corresponden a las del oomiceto P. capsici, puesto que el micelio es cenocitico y
los esporangios con una sola papila conspicua tienen forma alimonada y se
encuentran sostenidos en pedicelos caducos (Figura 8A). No se observaron otras
formas de esporangios. En la Figura 8B se pueden observar un esporangio
maduro con zoosporas diferenciadas, las cuales mediante un geotropismo
negativo y quimiotacticamente nadan siguiendo un gradiente de nutrientes hasta
alcanzar la superficie de la planta; en este caso la raiz, donde se enquistan y

germinan para generar tubos germinativos.

A -

FIGURA 8. Esporangioforo y su esporangio con papila conspicua en forma
alimonada de Phytophthora capsici (A), esporangios maduros con
zoosporas diferenciadas en su interior (B).
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En los experimentos de esta investigacion, las plantas que fueron injertadas y no
fueron inoculadas evidenciaron una reduccion significativa en el crecimiento y el
rendimiento con respecto a plantas sin injertar y que no fueron expuestas al
patdogeno. Sin embargo, es importante sefalar que ninguna de las plantas sin
injertar bajo el estrés del patégeno sobrevivio. Este hecho, denota la importancia
de la técnica de injertos cuando la presion de la enfermedad es muy alta, ya que
en ausencia de un cultivar de pimiento morrén con un buen nivel de resistencia a

P. capsici podria alcanzar 100% de mortalidad de las plantas.

Por otra parte, la utilizacién de macetas individuales por planta y las inoculaciones
artificiales controladas nos permitio aislar el efecto de P. capsici para comparar el
diferencial de vigor que existe entre las plantas injertadas y plantas sin injertar,
una caracteristica que no se habia estudiado puesto que los trabajos realizados al
respecto se han llevado a cabo en condiciones de suelo naturalmente infestado
con P. capsici ocasionando un alto porcentaje de mortalidad en las plantas sin

injertar.

Es importante sefialar que la técnica de injertos no puede usarse como un método
anico para reducir la incidencia de la enfermedad. El uso continuo de portainjertos
resistentes en un mismo terreno podria ocasionar el surgimiento de poblaciones
resistentes a P. capsici, como ha ocurrido con portainjertos resistentes a
Meloidogyne incognita (Ros et al., 2005). Por otra parte, una combinacion
intraespecifica a menudo se basa en el uso de genes de resistencia principales
que pueden ser superados por razas nativas o nuevas del patégeno que se esta
combatiendo (Louws et al., 2010). Otras alternativas no quimicas que pueden
combinarse con la técnica de injertacion de plantulas son la biofumigacion
(incorporacion de estiércol animal al suelo) y la solarizacion del suelo (Ros et al.,
2005). Uno de las grandes inconvenientes asociados al uso de plantula injertada
es su costo relativamente alto; sin embargo, su costo puede ser compensado por
el ahorro en el gasto del manejo de enfermedades, particularmente el de

desinfestacion del suelo.
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4. CONCLUSIONES

El portainjerto CM-334 disminuy6 el vigor de la planta injertada en comparacion
con plantas sin injertar; sin embargo, es capaz de conferir resistencia a
Phytophthora capsici a la planta injertada. Bajo condiciones de alta presion del
patégeno, las plantas de pimiento morrén cv. Cannon presentaron 100 % de

incidencia de la enfermedad.

En general, no hubo un efecto de P. capsici sobre las variables morfologicas y de
crecimiento de plantas injertadas en comparacion con plantas injertadas que no

fueron expuestas al patégeno.

5. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados de esta investigacion sugieren que el uso de portainjertos de
pimiento morrén consistentemente resistentes a P. capsici; como el caso del CM-
334, pueden ser un método de manejo de la enfermedad efectivo cuando la
presion de la enfermedad es muy alta, especialmente en ausencia de cultivares
resistentes a la enfermedad o cuando no sea posible el uso de fungicidas, como
en la produccion organica. Esta técnica, también puede presentar grandes
ventajas en sistemas hidroponicos cuando las posibilidades de rapida
diseminacién de la enfermedad son altas una vez que se presenten las primeras

plantas enfermas.
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8. ANEXO

Cuadro 1. Costos en pesos mexicanos para la produccién de 1000 plantulas

injertadas de pimiento morrén.

CONCEPTO CANTIDAD PRECIO TOTAL
UNITARIO
Semilla Pimiento 1 000 3.69 3690
morrén cv. Cannon
(Zeraim Gedera ®,
Israel)
Grapa de plastico 1 000 0.50 500
Charola 22 unidades (17 de 60 1320
60 cavidades + 5
de 200 cavidades)
Navaja 1 unidad 5 5
Sustrato 2 bultos (un bulto 400 800
de peat moss + un
bulto de
vermiculita)
Acido Ascorbico 50 gramos 336 336
Jornales 3 150 450
Nitrofoska 5 kg 30 150
Costo total 7 251
Precio unitario por plantula 7.25

Los conceptos no toman en cuenta la infraestructura utilizada como la camara de curado,

bomba, tanque y microaspersores. Tampoco el costo de la semilla del Criollo de Morelos-

334 puesto que es un material experimental no comercial.
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CM-334 COMO PORTAINJERTO DE PIMIENTO MORRON:
COMPATIBILIDAD, RESISTENCIA A Phytophthora capsici L. Y
DESEMPENO AGRONOMICO

Andrés Martinez Vera' y Mario Pérez Grajales?®

RESUMEN GENERAL
En México, el pimiento morron es la segunda hortaliza de exportacion con un

volumen de produccion de 675 112 ton y un valor aproximado de 668 millones de
dolares en 2012. Sin embargo, Phytophtora capsici constituye una seria limitante
para su cultivo, por lo que el objetivo de este trabajo fue estudiar la compatibilidad
del pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon) injertado sobre el chile
Criollo de Morelos-334 (CM-334) para evaluar su resistencia y desempefo
agronomico. Después de la injertacion, la tasa de sobrevivencia fue 14 % mas
baja en comparacion con homoinjertos de pimiento morron (P<0.05) y se
distinguieron tres eventos principales durante el desarrollo estructural de la union
del injerto. Las plantas fueron cultivadas bajo el sistema de manejo Espafiol por
seis meses después del trasplante en invernadero con riego por goteo. El pimiento
morrén cv. Cannon fue susceptible a la cepa 6143 de P. capsici. Sin embargo, el
CM-334 usado como portainjerto fue capaz de otorgarle resistencia al patégeno a
las plantas injertadas, ya que su crecimiento y rendimiento no difiere con respecto
a plantas injertadas que no fueron expuestas al patdgeno (P<0.05) en la
evaluacion agronémica. Al estudiar el efecto individual del portainjerto, los valores
promedio de las variables morfologicas y de rendimiento fueron menores en
plantas injertadas versus plantas sin injertar (P<0.05), con una disminucion del
rendimiento de 40 %. El uso del CM-334 como portainjerto de pimiento morrén es
una alternativa viable solo en condiciones de alta presién del patdgeno, en
sistemas de produccion donde las posibilidades de rapida diseminacion de la

enfermedad son altas y/o el uso de fungicidas esté restringido.
PALABRAS CLAVE: Capsicum annuum, marchitez del chile, injerto de hortalizas,
resistencia a enfermedades

1 Autor de la tesis
2 Director de tesis





CM-334 AS BELL PEPPER ROOTSTOCK: COMPATIBILITY,
RESISTANCE TO Phytophthora capsici L. AND AGRONOMIC
PERFORMANCE

Andrés Martinez Vera® Mario Pérez Grajales?

GENERAL ABSTRACT
Bell peppers are Mexico’s second largest vegetable export, with a production

volume of 675,112 ton valued at approximately 668 million (US) dollars in 2012.
However, Phytophthora capsici constitutes a limiting factor to bell pepper
production. The objective of this work was focused on studying the graft
compatibility of bell pepper (Capsicum annuum cv. Cannon) onto Serrano type
Criollo de Morelos-334 (CM-334) to evaluate resistance to P. capsici and
agronomic performance. After grafting, the survival rate of the bell pepper/CM-334
combination was 14% lower than homo-grafted bell pepper plants (P<0.05). During
the structural development of the graft union, three major events were recognized.
After transplanting, plants were grown under the Spanish plant trellis system for six
months in a greenhouse, with drip irrigation. Bell pepper cv. Cannon was
susceptible to the highly virulent Phytophthora capsici strain 6143. However, when
used as bell pepper rootstock, CM-334 was able to grant the grafted plants
resistance to the pathogen and no differences were observed for growth and yield
parameters compared to those of grafted plants that were not exposed to the
pathogen (P<0.05), in the agronomic evaluation. Also, the individual effect of the
rootstock was studied and the average values of morphological and vyield
parameters were lower in grafted plants than in ungrafted plants (P<0.05), with a
yield reduction of 40 %. CM-334 as bell pepper rootstock is a feasible alternative
only under high pressure pathogen conditions, in cropping systems where there
are high chances of rapid spread of the disease, and/or fungicide use is restrictive.

KEYWORDS: Capsicum annuum, Phytophthora blight, vegetable grafting, disease

resistance

1 Graduated student
2 Thesis advisor





INTRODUCCION GENERAL

Las especies de Capsicum annuum L. var. annuum; que incluyen a los cultivares
jalapefno, poblano, Anaheim, ancho, bell, big Jim, cayenne y los tipo serrano,
fueron originalmente descritos por Linnaeus en Species Plantarum. La informacion
arqueoldgica y los analisis fitogeograficos y genéticos, llevaron a los
investigadores a sugerir que Capsicum annuum fue domesticado en México o el

norte de Centro América (Russo, 2012).

En la actualidad, practicamente en todo el territorio mexicano se cultiva una amplia
variedad de chiles; sin embargo, los chiles picantes y de relleno dominan el
mercado de consumo nacional. El pimiento morrén (Capsicum annuum var.
annuum) también conocido como chile bell o bell pepper, es el cuarto cultivo en
volumen de produccion después del tipo jalapefio, serrano y poblano (SIAP, 2010),
constituye la segunda hortaliza de exportacion con un valor de produccion
aproximado de 668 millones de ddlares y 675 112 ton (SICAGRO-SAGARPA,
2012) por lo que su cultivo es una importante fuente de divisas y empleos. El
destino de exportacion principal es Estados Unidos, pais que factura mas del 99%
del pimiento morrén que se exporta (SICAGRO-SAGARPA, 2012). El estado de
Sinaloa concentra 96% de la produccion de pimiento morrén, aunque también es
cultivado en Baja California, Baja California Sur, Jalisco, Sonora y Morelos, entre
otros estados donde existen buenas condiciones para su cultivo (SIAP, 2010), las

cuales también favorecen al desarrollo de enfermedades fungosas.

La marchitez del chile causada por Phytophthora capsici es una de las
enfermedades fungosas limitantes en la produccién de pimiento morrén y se
encuentra distribuida en todo el mundo (Bosland y Lindsey, 1991; Ristaino y
Johnston, 1999; Sy et al., 2005;) en un rango amplio de hospedantes (Hausbeck y
Lamour, 2004). México no es la excepcion y a P. capsici le favorecen las
condiciones de clima subtropical de las regiones productoras, en donde puede
alcanzar incidencias altas cercanas a 100 % (Gonzalez-Pérez et al., 2004). Para el
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manejo de la enfermedad se reportan métodos culturales y quimicos. Este ultimo,
ha dependido fuertemente del uso de fungicidas de sitio especifico como metalaxyl
y su enantidmero mefenoxam; lo cuales pertenecen al grupo de las fenilamidas
que actuan en la sintesis de acidos nucleicos, por lo que han surgido poblaciones
del patdgeno resistentes a estos ingredientes activos (Hausbeck y Lamour, 2004).
El uso de bromuro de metilo como fumigante del suelo conservé niveles
aceptables en el manejo de la enfermedad, pero su prohibicion a partir del 2005 a

consecuencia del dafio severo al medio ambiente, lo hace improcedente.

La resistencia genética se considera una de las estrategias mas efectivas en el
control de plagas. Existe una diversidad genética en las especies de Capsicum
domesticadas y silvestres para desarrollar cultivares resistentes a plagas; sin
embargo, la introgresion de resistencia y al mismo tiempo mantener caracteristicas
horticolas aceptables es una tarea laboriosa. Como resultado, se necesitan
muchos afios para liberar un cultivar resistente. La tarea es mas dificil si la
naturaleza genética de la resistencia es heredada cuantitativamente (Russo,
2012). Como centro de origen del chile, México posee germoplasma con potencial
genético para este proposito. El criollo de Morelos 334 (CM-334) es resistente a P.
capsici (Guerrero 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 inoculacion en mezcla de Fusarium spp., Rhizoctonia spp y P.
capsici (Anaya-Lopez et al.,, 2011). Las accesiones mexicanas Pl 201237 y PI
640532, fueron descritas por Candole et al. (2010) como resistentes a seis
aislados de P. capsici. A pesar de estas fuentes de resistencia y grandes
esfuerzos de mejoramiento genético, no han sido suficientes para que actualmente
exista un cultivar de pimiento morrén resistente al complejo de marchitez en

condiciones de campo (Oelke et al., 2003; Sy et al., 2008).

Una técnica que simplifica las labores del mejoramiento genético, es la injertacion
de plantulas de hortalizas, tecnologia horticola Unica que se ha practicado por

muchos afios en el este de Asia para combatir problemas asociados con la





agricultura intensiva usando una superficie limitada de tierra arable. 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 adaptacion
mayor a ambientes desfavorables (Kubota et al., 2008). Sin embargo, el uso de
portainjertos con resistencia a ciertos patdogenos y otro tipo de estrés bidtico puede
tener un impacto negativo, neutro o positivo en el rendimiento ain en ausencia del
patdgeno o estrés bidtico (Louws et al., 2010), por lo que es necesario que las
combinaciones portainjerto-injerto sean seleccionadas cuidadosamente para
condiciones climaticas y geograficas especificas. Una seleccion apropiada puede
ayudar a reducir la incidencia de enfermedades que afectan la raiz e incrementar y
mejorar la calidad de fruto, por lo que en este trabajo se planteé evaluar el
comportamiento productivo del pimiento morrén injertado sobre el portainjerto CM-
334, como alternativa al manejo de la marchitez del chile ocasionada por P.
capsici. La investigacion se dividio en dos etapas, en la primera se establecio una
metodologia de injerto para pimiento morron con la finalidad de estudiar su
compatibilidad con el genotipo CM-334 al evaluar su prendimiento y desarrollo
estructural de la union de injerto. La segunda etapa fue para evaluar los efectos
del portainjerto CM-334 y de P. capsici en las variables de crecimiento y de

rendimiento.





CAPITULO I. SINCRONIZACION, COMPATIBILIDAD Y ANATOMIA
DEL PIMIENTO MORRON INJERTADO SOBRE CRIOLLO DE
MORELOS 334

RESUMEN

Este trabajo se enfocé en establecer una metodologia de injerto para pimiento
morron (Capsicum annuum cv. Cannon) y estudiar su compatibilidad con la
accesion mexicana Criollo de Morelos-334 (CM-334) resistente a Phytophthora
capsici L. como portainjerto. El CM-334 alcanz6 un diametro promedio de 1.8 mm
a los 44 dias después de la siembra (dds) para ser injertado; mientras que el
pimiento morrdn lo hizo a los 40 dds. La tasa de sobrevivencia de la combinacion
pimiento morron/CM-334 fue 14% mas baja en comparacion con homoinjertos de
pimiento morrén (P<0.05). Durante el desarrollo estructural de la formacién de la
unién del injerto, se distinguieron tres eventos principales: 1) En los primeros dias
después de la injertacion (ddi) ocurre la cohesién del portainjerto y el injerto, 2) la
formacion del callo y 3) la diferenciacion del sistema vascular en la interface del
injerto ocurrié progresivamente de los 10 a los 20 ddi. La combinacion pimiento

morron/CM-334 tiene un buen nivel de compatibilidad anatomica.

PALABRAS CLAVE: Capsicum annuum, Solanaceae, injerto de hortalizas,

compatibilidad de injerto, anatomia de la unién de injerto





SYNCHRONIZATION, COMPATIBILITY, AND ANATOMY OF BELL
PEPPER GRAFTED ONTO CRIOLLO DE MORELOS 334

ABSTRACT

This work was focused on establishing a graft methodology for bell pepper plants,
and a compatibility study of bell pepper grafted onto the Mexican landrace Criollo
de Morelos-334 (CM-334) resistant to Phytophthora capsici L. was conducted. CM-
334 plants and pepper plants take 44 and 40 days after sowing (das) respectively,
to reach a 1.8 mm stem diameter on average when they are ready to be grafted.
The survival rate of the bell pepper/CM-334 combination was 14 % lower than
homo-grafted bell pepper plants (P<0.05). During the structural development of the
graft union, three major events are recognized: 1) In the first days after grafting
(dag), cohesion of the rootstock and the scion is established. 2) Callus formation
along with 3) vascular differentiation across the graft interface develops
progressively from 10 to 20 dag. The combination bell pepper/CM-334 has a good

level of anatomical compatibility.

KEYWORDS: Capsicum annuum, Solanaceae, vegetable grafting, graft

compatibility, graft union anatomy





1. INTRODUCCION

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 patégenos que afectan las raices de solanaceas y cucurbitaceas.
Japon y Corea, fueron los primeros paises en usar esta técnica a finales de los
afios 1920’s cuando injertaron meldn (Citrullus lanatus) en calabaza tipo botella
(Lagenaria siceraria) (Lee, 1994) y se ha ido adaptado a la produccion organica
asi como a otros sistemas con un enfoque bioracional para minimizar la absorcion
de residuos de agroquimicos (Lee et al.,, 2010). La técnica no es comin en
pimiento morrén (Capsicum annuum L.). AUn en los paises pioneros, en donde los
patdgenos del suelo que atacan las raices no han representado un problema
fitosanitario en el cultivo de pimiento morrén, la demanda de plantula injertada
apenas esta aumentando para combatir el incremento en la incidencia de

enfermedades bacterianas (Johkan et al. 2008).

Generalmente, la compatibilidad del conjunto portainjerto-injerto esta relacionada
con la afinidad taxonémica de los materiales. El injerto en pimiento morrén se
puede realizar sobre su misma especie (Erard y Odet, 2009) y C. chinense
(Yazawa et al., 1980). Las opciones de portainjertos comerciales son limitadas, las
cuales son lineas de hibridos de C. annuum o lineas de hibridos interespecificos
C. annuum x C. chinense (Erard y Odet, 2009). Su severa incompatibilidad con
portainjertos de otras solandceas como tomate (Solanum lycopersicum L.) y
berenjena (Solanum melongena L.) fueron probadas por Kawaguchi et al. (2008) y

Tai et al. (2004), respectivamente.

La formacion de callo y la diferenciacion y conexion de los haces vasculares en la
interface del injerto, son esenciales para el prendimiento exitoso de los injertos
(Ogata et al., 2005), ya que una conexion insuficiente de los haces vasculares
entre el portainjerto y el injerto, disminuye la cantidad del flujo de agua (Torii et al.,

1992). Sin embargo, ni la formacion de callo ni la diferenciacion y desarrollo de los





haces vasculares se logra facilmente en plantas de pimiento morron injertadas a
diferencia de otras solanaceas como el tomate y la berenjena (Johkan et al.,

2008), lo que hace que su prendimiento sea mas complicado.

El genotipo mexicano conocido como Criollo de Morelos 334 (CM-334), tiene
potencial para ser usado como portainjerto de pimiento morrén, ya que es la
fuente principal de resistencia a la pudricion de la raiz por P. capsici que
actualmente se utiliza en los programas de mejoramiento de pimiento (Ortega-Gil
et al., 1991; Thabuis et al., 2003). Hasta la fecha, el CM-334 tiene el mayor nivel
de resistencia contra todas las razas conocidas de P. capsici (Oelke et al., 2003;
Sy et al., 2008; Foster y Hausbeck, 2010). Ademas, se ha demostrado que el CM-
334 es resistente a P. capsici en raices, tallos y hojas (Alcantara y Bosland, 1994;
Bosland y Lindsey, 1991; Walker y Bosland, 1999) y su resistencia se mantiene en
presencia de estrés por salinidad de hasta 10 dS/m (Sanogo, 2004). Aunque la
resistencia a P. capsici es genéticamente y fisiolégicamente compleja (Quirin,
2005), se han hecho esfuerzos para comprenderla y actualmente se considera que
diferentes genes controlan la resistencia en raiz, tallo y follaje (Sy et al., 2005;
Walker y Bosland, 1999). También es resistente a los nematodos agalladores
Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood, M. incognita (Kafoid y White) Chitwood y
M. javanica (Treub) Chitwood (Pegard et al., 2005); sin embargo, es susceptible al
nematodo Nacobbus aberrans y cuando las plantas son infectadas por el
nematodo previo a la inoculacion con P. capsici, éstas son susceptibles al
oomiceto, un fendbmeno conocido como “rompimiento de resistencia” (Trujillo-
Viramontes et al., 2005; Vargas et al., 1996). En México, no hay reportes del uso
del CM-334 como portainjerto de pimiento morron; sin embargo, los dos

pertenecen a la misma especie, por lo que son compatibles para ser injertados.

Este estudio planted establecer una metodologia de injerto para pimiento morron y
estudiar su compatibilidad con el genotipo CM-334 al determinar su prendimiento y

observar el desarrollo estructural de la formacion de la unién del injerto.





2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion del sitio experimental

La producciéon de plantula y el proceso de injerto se realizaron en un invernadero
del Campo Experimental de la Universidad Autonoma Chapingo, ubicado en
Chapingo, estado de México, a 19° 29’ LN y 98°53’ LO, con una altitud de 2 250

msnm.

2.2 Produccion de plantula

Los materiales utilizados fueron el genotipo CM-334 que se utilizd6 como
portainjerto y el hibrido de pimiento morrén cv. Cannon (Zeraim Gedera ®, Israel)

como injerto para produccién de frutos.

Las semillas del material que se utilizaron como portainjerto se sembraron en
charolas de poliestireno de 60 cavidades utilizando como sustrato una mezcla de
peat-moss y vermicultia (1:1, v/v) y las del material para produccién de fruta se
sembraron en charolas de 200 cavidades de poliestireno con el mismo sustrato. Lo
anterior, con la finalidad de realizar los injertos en las charolas de 60 cavidades y
tener mas espacio para realizar este procedimiento. Cada tercer dia se realizo el
riego con una solucién nutritiva preparada con Nitrofoska 12-12-12-2 (N-P-K-Mg:
1 g L™ de agua). El resto de los dias el riego se realizé con agua corriente.

2.3 Pruebas de germinacion y sincronizaciéon de la plantula para la
injertacion

Con el fin de determinar el porcentaje de germinacion y los dias hasta la
germinacion de la semilla, se realizaron pruebas de germinacion con 100 semillas

de cada material.

No. de semillas sembradas * 100

Porcentaje de germinacion = - -
] g No. de semillas germinadas
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También se determinaron los dias que tardaron en germinar ambos materiales y
los dias que tardaron en alcanzar un diametro de 1.8 mm en el tallo medido a 1.5
cm por arriba de las hojas cotiledonares. EI nimero de dias transcurridos en que
habian germinado al menos 80% de las plantulas se registr6 como el tiempo que
tardan las semillas en germinar. Asi mismo, el numero de dias transcurridos en los
gue al menos el 80% de las plantulas habian alcanzado un diametro de tallo igual
0 mayor a 1.8 mm se registré como el tiempo que tardan las plantulas en alcanzar

el diametro para ser injertadas.

2.4 Proceso de injertacion

A partir de plantula sincronizada (con didmetros de tallos similares), el 19 de julio
de 2012 se injertaron plantulas de la variedad de pimiento morrén cv. Cannon
sobre si mismas (homo-injerto) y plantulas de Cannon sobre Criollo de Morelos-
334. Dos dias previos a que las plantulas se sometieran al proceso de injertacion,
se suspendio el riego y se realizé una aplicacién de 100 mg L™ de &cido ascérbico
via foliar por dia. El método usado para la injertacién fue de empalme con grapa
de plastico basado en una descripcion hecha por Palada y Wu (2003), con algunas

modificaciones:

1. Seleccionar el injerto y el portainjerto con un diametro de tallo igual (1.8 — 2
mm) (Figura 1A).
2. Cortar el tallo del portainjerto con un angulo de 30°; 1.5 cm arriba de las

hojas cotiledonares, procurando que el diametro del tallo del injerto coincida con el
del portainjerto. Seleccionar el lugar correcto en el tallo del injerto para obtener el
diametro adecuado (Figura 1B).

3. Colocar la pinza de plastico de 10 mm de diametro sobre 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 1C).

4. Deslizar el tallo del injerto sobre el tubo de plastico de la grapa hasta
empalmarlo con el tallo del portainjerto. Si los cortes se mantuvieron paralelos,

entonces se puede estar seguro de que los dos tallos estan en contacto. La pinza
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de plastico permanece en la plantula hasta que ésta forme callo natural y
finalmente caiga en el campo (Figura 1D).

5. Aplicar 100 mg L™ de é&cido ascérbico via foliar para promover el
prendimiento del conjunto portainjerto-injerto (Johkan et al., 2008) (Figura 1E).

6. Mover inmediatamente las plantas injertadas a la camara de curado para
asegurar las condiciones de temperatura (25+5°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 colocadas sobre las
paredes y techo (Figuras 1F y 1G).

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

8. Al sexto ddi, 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.

9. Al octavo dia, mover las plantulas al invernadero protegiéndolas con una
malla de sombreo para disminuir la intensidad luminosa (Figura 11).

10. Cuando las plantulas ya no muestren marchitamiento, retirar la malla de
sombreo y mantener esta condicién por dos o tres dias mas, antes de realizar el

trasplante.
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FIGURA 1. Diagrama esquemético del método de injerto de empalme con
grapa de plastico para injertar las plantulas de pimiento morréon (Capsicum
annuum).
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Ademas de una instalacion para germinar la semilla (invernadero), se utilizd6 una
camara de curado para asegurar las condiciones necesarias de temperatura
(alrededor de los 25°C) y humedad relativa (arriba de 90%) y tener mayor éxito en
el prendimiento, de la cual se desinfestaron las paredes y piso con una aplicacion
de sanitizante a base de cuaternario de amonio y sulfato de cobre Anibac Plus ®
(Ultraquimfa Agricola, México) (20 mL-L* de agua). La camara de curado;
ubicada dentro de un invernadero de polietileno con ventilacion cenital, contd con
microaspersores que se encendian durante un minuto cada cinco minutos en el
periodo de mayor intensidad solar del dia (11:00 a 16:00 h). Durante los primeros
dias las plantulas estuvieron protegidas con una capa adicional de material ground
cover blanco para evitar que el agua de los microaspersores cayera directamente

sobre las plantulas.

Se establecié un cronograma para obtener plantula injertada, especificamente
para el material vegetal utilizado en este estudio (Figura 2). En el dia uno, se
sembré el CM-334 (portainjerto) y cuatro dias después; es decir en el dia cinco, se
sembr¢ la variedad Cannon (injerto). Al octavo dia después de la siembra (dds)
emergié el CM-334 y Cannon lo hizo en el dia 13. Para el dia 39 a partir de la
siembra del CM-334, ambos materiales alcanzaron un diametro de tallo
aproximado de 1.8 mm medido 1.5 cm arriba de las hojas cotiledonares. En este

dia se realiz6 la injertacion y las plantulas se colocaron en la camara de curado.
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FIGURA 2. Esquema de sincronizacion del Criollo de Morelos 334 y el
pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon).

Durante dos dias después de la injertacion (ddi); dias 39 y 40, se mantuvo
oscuridad total dentro de la camara de curado, mientras que la humedad relativa
estuvo arriba de 95% hasta el sexto ddi (dia 44). Los primeros seis dias ddi se
observo 100% de plantulas turgentes en ambas combinaciones, ya que a pesar de
gue la radiacién fotosintéticamente activa (RFA) se incrementé gradualmente al
retirar la sombra artificial de la camara de curado (plastico negro), la humedad
relativa se conservd por arriba de 95 % y las plantulas practicamente no

transpiraron (Figura 3).
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FIGURA 3. Correlacion de las condiciones de aclimatacion de las plantas de
pimiento morron (Capsicum annuum cv. Cannon) injertadas sobre el CM-334.
La temperatura del aire se mantuvo en 25 a 30°C.

En el séptimo dia ddi y al disminuir la humedad relativa al 85%, se observo un
ligero grado de marchitez en la mayoria de las plantulas. Para el dia 11 ddi (dia 49
dds); se sacaron las plantulas de la camara de curado al invernadero bajo sombra
ligera, solo 68% y 85% de la combinacién Cannon sobre CM-334 y el homoinjerto
de Cannon respectivamente se encontraban completamente turgentes. En esta
etapa, 4% de las plantulas en ambas combinaciones presentaban un
marchitamiento severo desde la base de la union de injerto hasta el apice, por lo
gue su probabilidad de supervivencia era nula. Sin embargo, el resto de las
plantulas que no estaban completamente turgentes, presentaban algin grado de
marchitamiento no severo y el primordio vegetativo en el apice se encontraba

turgente.

En el dia 16 ddi (54), a las plantulas se les retiré la sombra ligera, exponiéndolas
finalmente a las condiciones predominantes dentro del invernadero; es decir 239-
358 umol m? s de RFA, 65 % de humedad relativa y de 25-30°C. En esta etapa,
el porcentaje de las plantulas totalmente turgentes de la combinacion Cannon
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sobre CM-334 habia aumentado a 78% y el de los homoinjertos de Cannon a
92%. Se mantuvieron estas condiciones por tres dias mas para considerar que la
planta estaba lista para ser trasplantada. No se registr6 defoliacion en las

plantulas que sobrevivieron después del periodo de aclimatacion.

2.5 Porcentaje de prendimiento

Se contabilizé el nUumero de plantas turgentes a los 19 dias después de haber
realizado el injerto. Se realizaron cuatro repeticiones, con 25 plantas por repeticion
de cada combinacion, Cannon injertado sobre CM-334 y el homoinjerto de
Cannon. Se registro el porcentaje de prendimiento en cada repeticion.

No. de plantulas turgentes * 100
25

Porcentaje de Prendimiento =

2.6 Anatomia del tallo en el proceso de prendimiento de la plantula injertada

Se realizaron tres muestreos para la evaluaciéon de la anatomia de los tejidos
vasculares, a los 10,15 y 20 dias después de la injertacion (ddi). Se muestrearon
tres plantulas por cada conjunto; Cannon sobre Cannon y Cannon sobre CM-334.
De cada uno, se obtuvo un tramo de 5 mm de largo de tallo de la unién del injerto
a los ddi sefalados para cada muestreo. Se fijaron en una solucién folmaldehido-
alcohol-acido 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) hasta el momento de procesar las muestras.

Una semana después de realizar el ultimo muestreo, las muestras se metieron a
un procesador automatico de tejidos Leica® modelo 2000 (Alemania) para su
deshidratacion, aclaramiento e inclusién en parafina, segun el cronograma del
Cuadro 1. Cada muestra se monto en un bloque de parafina de acuerdo a Sass

(1968) y se realizaron cortes transversales y longitudinales de 10 um de espesor
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en un micrétomo rotatorio Leica®, modelo 820 (Alemania). Cada corte se mont6
en portaobjetos utilizando el adhesivo de Haupt y formol a 10%. La tincién de
tejidos se realizé con safranina (20 minutos) y fast green (10 minutos) de acuerdo
con la metodologia de Sass (1968). Finalmente, se coloc6 un cubreobjetos sobre

los tejidos ya tefiidos con ayuda de balsamo de Canada Meyer® (México).

CUADRO 1. Cronograma para la deshidratacion, aclaramiento e inclusion en
parafina de las muestras de tejidos colectados en un procesador de tejidos
automatico.

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
Transparentacion 7. Etanol 100% + Xileno 100% 4 horas + 48 minutos
8. Xileno 100% 4 horas + 48 minutos
9. Xileno 100% 4 horas + 48 minutos
10. Xileno 100% 4 horas + 48 minutos
Inclusion 11. Parafina 56°C 4 horas + 48 minutos
12. Parafina 56°C 4 horas + 48 minutos

Los cortes histolégicos de las uniones de injerto se observaron y fotografiaron en

un microscopio equipado con una camara digital.

2.7 Analisis Estadistico

Los valores medios de los porcentajes de prendimiento de cada combinacion se
separaron con la prueba de t con P<0.05 utilizando el programa computacional
SigmaPlot (Systas Sofware Inc., 2008).
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3. RESULTADOS

3.1 Porcentaje de germinacion y sincronizacion de plantulas

El porcentaje de germinacion de la variedad de pimiento morrén cv. Cannon y del
genotipo Criollo de Morelos 334, es de 99 % y de 82 % respectivamente. Estos
resultados no consideran plantulas que germinaron pero no se desarrollaron
adecuadamente o que germinaron y las hojas cotiledonares no lograron romper la
testa de la semilla para comenzar a fotosintetizar. Esto Ultimo sucedi6

principalmente en el genotipo CM-334.

El CM-334 requiere siete dias después de haberse sembrado para germinar,
mientras que Cannon requiere ocho. A pesar de que el CM-334 germina primero,
su crecimiento tiende a ser mas lento que el de la variedad de pimiento morrén
Cannon, ya que tardan 39 y 35 dias en alcanzar un diametro de tallo de 1.8 mm

respectivamente (Figura 4).

20 Oddg = dddt

30

Dias (d)
N
o

10

CM-334 Cannon

FIGURA 4. Dias después de la germinacion (ddg) y dias después de que la
planta alcanza un diametro de tallo (dddt) de 1.8 mm de chile tipo serrano
CM-334 y pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon).
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3.2 Porcentaje de prendimiento

Después del periodo de aclimatacion, 78% de las plantulas de la combinacion
Cannon sobre CM-334 sobrevivieron, mientras que el porcentaje de plantas
prendidas del homoinjerto de Cannon fue de 92% (P<0.05) (Figura 5).

100

Porcentaje de prendimiento (%)

Cannon =cbre CM-334 Cannon sobre Cannon

FIGURA 5. Porcentaje de prendimiento de la combinacion de injerto Cannon
sobre CM-334 y el homoinjerto de Cannon. Cada barra representa el
promedio de cuatro repeticiones y la linea en cada barra representa la
desviacion estandar, * significativamente diferente (prueba de t, P<0.05).

3.3 Anatomia de los tejidos vasculares de la plantula injertada

Las secciones transversales de la Figura 6 comparan la diferenciacion morfoldgica
de la combinacién Cannon/CM-334 (Figura 6A, Figura 6C y Figura 6E) con los
homoinjertos de Cannon (Figura 6B, Figura 6D, Figura 6F) en tres etapas de
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desarrollo (10 ddi, 15 ddi y 20 ddi). Se observa el desarrollo progresivo de un anillo
de haces vasculares, al mismo tiempo que la cicatriz de la herida va
disminuyendo. En otra perspectiva, la Figura 7 permite observar el mismo proceso

en secciones longitudinales.

La unién del injerto ya estaba desarrollada a los 10 ddi en ambas combinaciones
(Figura 6A, Figura 6B, Figura 7A, Figura 7B), aunque ésta todavia es débil en la
parte externa del tallo pues se observa que las células de parénquima del callo
aun no llenan esta parte (Figura 7A). Las células con hipertrofia en la interface del
injerto corresponden a la formacion del callo y es visible desde los 10 ddi (Figura
7Ay Figura 7B).

A los 15 ddi, se observd continuidad del sistema vascular en algunas zonas
(Figura 7C, Figura 7D). La Figura 7C muestra la diferenciacion de los haces
vasculares que se curvan a conveniencia para buscar su contraparte en el otro
tallo. EI area con continuidad aumenta a los 20 ddi, la cicatriz del injerto se
desvanece notoriamente al nivel del sistema vascular. La Figura 7F muestra un
detalle de los elementos traqueales uniendo el conjunto portainjerto-injerto. La
proliferacion de células del callo evidencian el lugar donde se encontraba la

cicatriz del injerto, indicado con flechas en la Figura 7F.
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FIGURA 6. Secciones transversales de la union del injerto en pimiento
morrén Cannon/CM-334 (A, C, E) y pimiento Cannon/Cannon (B, D, F). Ay
B, a los 10 dias después de injertacion; C y D, a los 15 dias después de
injertacion; E y F a los 20 dias después de injertacion. Las flechas indican la
zona de unién de injerto, a menos que se indique una letra; x, xilema; f,
floema; m, médula; c, corteza.

22





FIGURA 7. Secciones longitudinales de la unién del injerto en pimiento
morrén Cannon/CM-334 (A, C, E) y pimiento Cannon/Cannon (B, D, F). Ay
B, a los 10 dias después de injertacion; C y D, a los 15 dias después de
injertacion; E y F a los 20 dias después de injertacion. Las flechas indican la
zona de unién de injerto; x, xilema; ¢, corteza; m, médula.
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4. DISCUSION

El genotipo CM-334 utilizado como portainjerto de pimiento morron es una colecta
de un chile criollo tipo serrano, por lo que presenta mucha heterogeneidad a nivel
fenotipico y probablemente genotipico. En comparacion con la variedad de
pimiento morrén Cannon, CM-334 presentd un porcentaje de germinacion menor

que puede atribuirse a la calidad de la semilla utilizada.

Por otra parte, el porcentaje de prendimiento fue menor para la combinacion
Cannon sobre CM-334 comparada con homoinjertos de Cannon. Aun cuando se
mantuvo una alta humedad relativa durante seis dias para limitar la transpiracion
de las plantulas, 22 % de la combinacion Cannon sobre CM-334 no pudo superar
el estrés ocasionado por la herida que se realiz6 en los injertos cuando se redujo
la humedad relativa a 65 %. De la misma forma, 8 % de los homoinjertos de
Cannon, no sobrevivieron a esta condicion. El estrés por heridas ocasiona que las
células de la planta generen oxigeno activo, lo que resulta en varios desordenes
fisiologicos (Berlett y Stadtman, 1997). En plantas de tomate, la concentracion de
oxigeno activo se incrementa después de la injertacién y la actividad de enzimas
antioxidantes como la peroxidasa, acido ascorbico y la catalasa aumentan para
eliminar el oxigeno activo (Fernandez-Garcia et al. 2004). Johkan et al. (2008),
observaron que la aplicacion de acido ascérbico via foliar es una forma efectiva
para proteger a las plantas de pimiento del estrés generado por el corte en plantas
injertadas promoviendo la formacion de callo y aumentando la tasa de
sobrevivencia. El acido ascoérbico actla como un antioxidante a través de una
reaccion catalitica con la ascorbato peroxidasa (Shigeoka et al.,, 2002). En
pimiento morron, es probable que la actividad antioxidante en la interface del
injerto no sea suficiente para eliminar el oxigeno activo, lo que dificultd su

prendimiento en este estudio.

La edad de la plantula también es un factor importante en el prendimiento. Johkan
et al. (2008), encontraron que con tratamiento de 4cido ascorbico el porcentaje de
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prendimiento de homoinjertos de pimiento morron con plantula joven (34 dias)
alcanzaba 100%, mientras que con plantula vieja (58 dias) disminuia a 89%.
Ademas, ellos mismos sefialaron que en plantulas viejas ocurre defoliacion y un
bajo porcentaje de sobrevivencia debido a una baja tasa de formacién del callo en
la interface del injerto, lo que resulta en valores de resistencia estomatica y
potencial hidrico més bajos en comparacion con plantulas jévenes. En el presente
estudio, se utilizé plantula joven de pimiento morrén (35 dias de edad); sin
embargo, la edad de la plantula del portainjerto fue cuatro dias mayor que la de
pimiento morrén, porque es cuando ocurre la sincronizacion de sus diametros para
poder ser injertadas. Aunque la edad del portainjerto pudo haber influenciado el
porcentaje de prendimiento, no se registrd defoliacion en las plantas prendidas.

Gisbert et al. (2010) obtuvieron porcentajes de prendimiento de 95-98 % al injertar
pimientos tipo Lamuyo y blocky sobre portainjertos hibridos descendientes del CM-
334. En este experimento, la semilla del CM-334 provenia de una colecta y no de
una linea. Es probable que la heterogeneidad del material haya influido en un
porcentaje de prendimiento mas bajo, ya que plantas del mismo material pero con
algunas diferencias genotipicas podrian tener una capacidad diferente para
desarrollar una union fuerte. También puede ocurrir una incompatibilidad
fisiolégica como consecuencia de una falta de reconocimiento celular, presencia
de reguladores de crecimiento o toxinas de incompatibilidad (Andrews y Serrano-
Marquez, 1993).

En el prendimiento de plantulas de ambas combinaciones, pueden reconocerse
tres eventos principales. En primer lugar ocurre la cohesion del portainjerto y el
injerto que puede explicarse como resultado de la deposicion y la subsecuente
polimerizacion de los materiales de la pared celular en respuesta a la herida que
se hace cuando se injerta la plantula (Moore y Walker, 1981). Esta etapa ocurre
antes de los diez ddi, puesto que la union del injerto ya esta desarrollada en esta
etapa, aunque todavia es débil en la parte mas externa de los tallos. No se

encontré evidencia de que la médula de los tallos se vea afectada por el proceso
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de injertacion a diferencia de lo que ocurre en plantula de tomate injertada.
Fernandez-Garcia et al. (2004) reportaron que en plantulas de tomate injertadas,
las células parenquimatosas de la médula central se mueren formando una
cavidad cubierta por una capa necrotica, la cual es visible aun a los 15 ddi; sin
embargo, el sistema vascular permanece inalterado permitiendo que las plantulas

sobrevivan.

En segundo lugar ocurre una proliferacion de las células del callo la cual es visible
a los 10 ddi cuando éstas empiezan a crecer en tamafo (hipertrofia) y a dividirse.
La formacion del callo se promueve a partir de las células vivas en la interface del
injerto a excepciéon de las células de la médula. Como se menciond, a pesar de
que las células de parénquima de la médula no se ven afectadas por la herida al
realizar los injertos, éstas no parecen contribuir a la formacion del callo. Las
células de parénquima del callo se diferenciaran para formar los haces vasculares
que permitiran el flujo de agua entre el patron y el injerto (Moore, 1984). Las
plantas de pimiento morron forman menos callo que las de tomate o berenjena
(Johkan et al., 2008) y es probable que este proceso inicie mas tarde en pimiento

morrén en comparacion con otras solanaceas.

La diferenciacion del sistema vascular, es el Ultimo evento que ocurre en la
formacion de un injerto compatible (Moore, 1984) para lo cual es necesaria la
diferenciacion del xilema y la lignificacion (Fernandez-Garcia et al., 2004). Las
conexiones del xilema pueden diferenciarse al primer ddi en zonas muy pequefias
(1%) (Johkan et al., 2009) pero para que la union del injerto se considere exitosa
se necesitan que varias conexiones de xilema y floema atraviesen la interface del
injerto. 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, sin0 que se curvan a conveniencia para

buscar su contraparte en el otro tallo. Esta situacion, puede hacer el proceso de
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prendimiento tardado aun en combinaciones compatibles, lo que denota la

importancia de contar con diametros de tallos similares.

5. CONCLUSIONES

El pimiento morrén cv. Cannon tiene un buen nivel de compatibilidad anatémica
para ser injertado sobre el CM-334. Durante el desarrollo estructural de la union
del injerto se identificaron tres etapas principales. En primer lugar ocurrié la
cohesion del portainjerto y el injerto la cual tuvo lugar durante los primeros dias
después de la injertacién (ddi). Posteriormente ocurrié la formacién del callo la
cual fue visible desde los 10 ddi. La diferenciacion del sistema vascular es el
altimo evento de una union de injerto exitosa, la cual se pudo observar a manera
de continuidad del sistema vascular a los 15 ddi avanzando progresivamente
hasta los 20 ddi.
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CAPITULO Il. DESEMPENO AGRONOMICO DE PIMIENTO
MORRON INJERTADO SOBRE CRIOLLO DE MORELOS 334 PARA
EL MANEJO DE Phytophthora capsici L.

RESUMEN

Se evallo el efecto del Criollo de Morelos 334 (CM-334) como portainjerto de
pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon) al comparar las variables
morfologicas y de rendimiento con plantas de pimiento morron sin injertar.
También, se evallo el efecto de Phytophtora capsici en plantas injertadas
comparadas con plantas injertadas sin el estrés del patégeno. El uso del CM-334
como portainjerto de pimiento morron disminuy6 el vigor de la planta. Los valores
promedio de las variables morfoldgicas y de rendimiento fueron menores en
plantas injertadas en comparacion con plantas sin injertar (P<0.05), con una
disminucién del rendimiento de 40 %. El pimiento morron cv. Cannon fue
susceptible a la cepa 6143 altamente virulenta de P. capsici. Sin embargo, el CM-
334 usado como portainjerto fue capaz de otorgarle resistencia al patdgeno ya que
las plantas injertadas fueron consistentemente resistentes a lo largo del ciclo de
cultivo y su crecimiento y rendimiento no difirid con respecto a plantas injertadas
gue no interactdan con el patdgeno (P<0.05). Estas evidencias sugieren gque la
combinacion Cannon/CM-334 es una alternativa viable con condiciones de alta
presion del patégeno, en sistemas de produccion donde las posibilidades de
rapida diseminacién de la enfermedad son altas una vez que se presenten las

primeras plantas enfermas y/o el uso de fungicidas esté restringido.

PALABRAS CLAVE: Capsicum annuum var. annuum, marchitez del chile,

resistencia genética, portainjerto, injerto de hortalizas
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AGRONOMIC PERFORMANCE OF BELL PEPPER (Capsicum
annuum L.) GRAFTED ONTO CRIOLLO DE MORELOS 334 FOR
THE MANAGEMENT OF Phytophthora capsici L.

ABSTRACT

In this work, the effect of the Mexican landrace Criollo de Morelos 334 (CM-334) as
rootstock of bell pepper (Capsicum annuum cv. Cannon) was evaluated.
Morphological and yield parameters of grafted plants were compared to those of
ungrafted bell pepper plants. Also, the effect of Phytophtora capsici in grafted
plants compared to grafted plants in the absence of the pathogen was evaluated.
CM-334 as bell pepper rootstock reduced plant vigor. Average values of
morphological and yield parameters were lower in grafted plants than in ungrafted
plants (P<0.05), with a yield reduction of 40 %. Bell pepper cv. Cannon is
susceptible to the highly virulent P. capsici strain 6143. However, when used as
bell pepper rootstock, CM-334 was able to give the grafts resistance to the
pathogen since grafted plants were consistently resistant throughout the crop cycle
and no differences were observed for growth and yield parameters when compared
to those of grafted plants in interaction with the pathogen (P<0.05). This evidence
suggests that Cannon/CM-334 combination is a feasible alternative only under high
pressure pathogen conditions, cropping systems where there are high chances of
rapid spread of the disease once the first diseased plants are detected, and/or

fungicide use is restrictive.

KEYWORDS: Capsicum annuum var. annuum, Phytophthora blight, genetic

resistance, rootstock, vegetable grafting
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1. INTRODUCCION

Los artropodos y patdgenos son factores limitantes en la produccion de chiles
(Sarath-Babu et al., 2011). Sin embargo, Phytophthora capsici; uno de los
organismos causantes de la marchitez del chile, es también uno de los patdgenos
mas devastadores para el cultivo en México, su incidencia se reporta en casi la
totalidad de los estados productores de chile (Garcia et al., 2000; Guijon-Lépez y
Gonzalez-Gonzélez, 2001) y puede causar pérdidas de hasta el 100 % cuando las
condiciones ambientales son favorables y no se realiza prevencién (Gonzalez-
Pérez et al., 2004). En México, se ha reportado que P. capsici puede actuar en
complejo con Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, F. equiseti, F. verticilloides,
F. solani y Phytium spp. (Velasquez-Valle et al., 2001, Palomo-Rodriguez et al.,
2003; Gonzalez-Pérez et al., 2004); sin embargo, P. capsici es particularmente
importante porque la planta atacada se vuelve vulnerable a ser invadida por otros

patogenos (Erwin y Ribeiro, 1996).

Phytophthora capsici tiene el potencial para desarrollar una enfermedad poli-
ciclica rapida a partir de una cantidad de indculo limitada (Ristaino, 1991), su
crecimiento optimo es a 25-28°C de temperatura y humedad relativa arriba del
60% (Hausbeck y Lamour, 2004). Es capaz de atacar a la planta en cualquier
etapa de desarrollo y todas sus partes incluyendo raices, hojas y frutos (Candole
et al., 2010) induciendo distintos sindromes, tales como ahogamiento de plantulas,
pudricion radical, pudricion de la corona del tallo, pudricion de fruto y tizones
foliares (Ristaino y Johnston, 1999). Este patdgeno se caracteriza por tener
esporangios papilados, con oogonios globosos y anteridios anfiginos, oosporas
gue generalmente se forman cuando los tipos de compatibilidad A1 y A2 se
aparean (Waterhouse, 1970); es decir, se trata de una especie heterotalica.
Morfologicamente, el talo esta compuesto de micelio cenocitico, el cual puede dar
origen a esporangios de forma alimonada sostenidos en pedicelos caducos
(Alconero y Santiago, 1972). Cuando los esporangios se colocan en agua libre, se

diferencian para producir de 20 a 40 zoosporas bi-flageladas con capacidad para
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nadar (Bernhardt y Grogan, 1982). Las zoosporas tienen un geotropismo negativo
y quimiotacticamente siguen un gradiente de nutrientes mientras nadan (Erwin y
Ribeiro, 1996) y cuando entran en contacto con la superficie de la planta se
enquistan y germinan para generar tubos germinativos (Hickman, 1970). La
penetracion en la superficie de las hojas ocurre directamente a través de aberturas
naturales como los estomas (Katsura y Miyazaki, 1960). Las oosporas son las
estructuras de supervivencia a largo plazo fuera del tejido del hospedante, las
cuales tiene una pared gruesa, multicapa que contiene (3-glucano y celulosa (Erwin
y Ribeiro, 1996). Las oosporas requieren un periodo de dormancia de al menos un
mes antes de germinar directamente o formar esporangios (Satour y Butler, 1968;
Erwin y Ribeiro, 1996) y constituyen la principal fuente de in6culo en campo
(Hausbeck y Lamour, 2004).

El manejo de la enfermedad dentro del manejo integrado del cultivo incluye el uso
de diversas estrategias que involucran fungicidas, inductores de resistencia y
control biologico, métodos culturales como el uso de acolchados, la solarizacion,
rotacion de cultivos, manejo del riego y resistencia genética, cada uno con sus
propias limitaciones. Aunque la resistencia genética se considera de gran utilidad
por varios autores, ninguno de los cultivares de pimiento morrén con algun nivel de
tolerancia a P. capsici, ofrece resistencia a un amplio rango de aislados de este
patdgeno (Glosier et al., 2008; Oelke et al., 2003). Por otra parte, los agricultores
se muestran reacios a utilizar cultivares resistentes o tolerantes debido a la
percepcion de que incrementan la incidencia del plateado o “silvering” (separacion
de la cuticula del fruto de la epidermis) (Wyenandt y Kline, 2006) y a la presencia

de frutos deformes (Ristaino, 1990) no comercializables.

En este contexto, nuevas técnicas para el manejo de P. capsici en pimiento
morron estan surgiendo como es el caso del uso de injertos resistentes al
patogeno. EI 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.,
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2008), lo que evita que la parte superior (injerto) entre en contacto con el suelo y el
patdgeno. Existen posibles desventajas entre las que destacan un prendimiento
mas complicado y sin aporte de vigorosidad adicional a la planta por parte del
portainjerto (Erard y Odet, 2009). La razén mas obvia, es la incompatibilidad
portainjerto-injerto, lo cual induce una disminucion del crecimiento o sobre
crecimiento del injerto y como consecuencia un menor flujo de nutrimentos y agua
a través de la unioén del injerto, causando marchitamiento (Davis et al., 2008). Se
ha reportado que el pH, sabor, azucares, 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 comdn acuerdo que la combinacién patrén-injerto debe ser cuidadosamente

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

Dentro del germoplasma local, el Criollo de Morelos 334 (CM-334) tiene potencial
para su uso como portainjerto de pimiento morrén, ya que ambos tienen un buen
nivel de compatibilidad de injerto y el CM-334 tiene un nivel alto de resistencia
contra todas las razas conocidas de P. capsici (Oelke et al., 2003; Sy et al., 2008;
Foster y Hausbeck, 2010). En estudios previos, seis hibridos descendientes del
CM-334 han sido utilizados como portainjertos de pimiento morrén mostrando
buenos niveles comerciales del control de la enfermedad e inclusive algunas
combinaciones de injertos reportan incrementos en el rendimiento con respecto a
plantas no injertadas u otras combinaciones de injerto (Santos y Goto, 2004; Morra
y Billoto, 2006; Gisbert et al., 2010), lo cual resalta la importancia de la interaccion
patréon-injerto. Un programa de manejo de la enfermedad basado en el uso de
injertos, debe ser complementado con estudios que evalien el desempefio
agronémico de la combinacion portainjerto-injerto para obtener rendimientos y
calidad de fruto éptimos. Ademas, la presencia del patégeno y la incidencia de la
enfermedad son impactadas por factores geograficos, ecoldgicos, ambientales y
antropogénicos que pueden afectar la seleccion de la combinacién portainjerto—

injerto (Louws et al., 2010).
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En México, el uso del CM-334 como portainjerto se ha limitado a la produccién
experimental de chile ancho (Garcia-Rodriguez et al., 2010). La combinacion de
injerto pimiento morrén/CM-334 podria ser capaz de mantener rendimientos
adecuados aun con la presencia de Phytophthora capsici en el sustrato
comparados con plantas no injertadas en ausencia del patégeno. En este trabajo,
se reportan los resultados que se obtuvieron al evaluar la combinacién de pimiento
morrén cv. Cannon injertado sobre CM-334. De esta forma; en un primer
experimento, se evaluo el efecto del CM-334 como portainjerto de pimiento morrén
en las variables morfolégicas y de produccion, comparando plantas sin injertar e
injertadas. En un segundo experimento, se evaluo el efecto de Phytophtora capsici
en las variables morfolégicas y de produccién, comparando plantas injertadas bajo

el estrés del patdgeno con plantas injertadas en ausencia del patégeno.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion y Condiciones del Sitio Experimental

Los experimentos se realizaron simultineamente en dos médulos de los
invernaderos del Posgrado en Horticultura de la Universidad Autbnoma Chapingo,
en Chapingo, estado de México, localizado a 19° 29" LN y 98°53 LO con una
altitud de 2240 msnm. Las condiciones de temperatura, luminosidad y humedad
relativa, fueron monitoreadas con un data logger HOBO ® modelo H8 (EUA). Al
interior del invernadero se registré una temperatura promedio de 24.7 °C durante
el periodo con mayor intensidad luminosa. Las condiciones de Iluminosidad
promedio fueron de 2 020 Im ft (402 pmol m™ s™* de radiacién fotosintéticamente
activa) y la humedad relativa promedio durante el dia fue de 55.6 %.

2.2 Material Vegetal

Se utilizé planta de pimiento morron cv. Cannon (Zeraim Gedera ®, Israel) sin
injertar y planta de pimiento morron cv. Cannon injertada en el CM-334 por el

método de injerto de empalme con grapa de plastico. El genotipo CM-334 es
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altamente resistente a P. capsici y fue utilizado como portainjerto de pimiento
morrén cv. Cannon, el cual es un tipo blocky con maduracién temprana en rojo,
con frutos de 170-250 g de peso y 85-100 mm de diametro. Tiene adaptabilidad a
diversas zonas de produccion para casa sombra o invernadero en primavera,
otofio e invierno manejado bajo sistema de poda holandés o espafiol. No es
declarado con resistencia a P. capsici, pero es resistente a TM2; es decir, al

Tobacco mosaic virus (gen L3).

2.3 Establecimiento y Manejo del Cultivo en Invernadero

2.3.1 Manejo agronémico

Previo a establecer el ensayo, se desinfestaron las paredes y pisos del
invernadero con una aplicacion de sanitizante a base de cuaternario de amonio y
sulfato de cobre Anibac Plus ® (Ultraquimia Agricola, México) (20 mL-L™ de agua).
El sustrato arena de tezontle fue lavado con agua corriente y una vez en las
macetas también se realiz6 una aplicacién del mismo sanitizante (80 mL-L™ de
agua). La parte superior de la maceta fue cubierta con vermicomposta la cual fue

desinfestada de la misma manera.

El trasplante se efectué el 9 de agosto de 2012 a los 60 dias después de la
siembra para el caso de patrén de injerto y 56 dias después de la siembra para el
caso de la variedad que se injerto sobre el patron. Se utilizé un sistema
hidropdnico abierto que consisti6 de macetas de polietileno negro de 35 x 35 cm
rellenas con arena de tezontle rojo nuevo con la mayoria de sus particulas de 1-3
mm de diametro y vermicomposta en la parte superior de la maceta en una
proporcion 3:1 (v:v). Las plantas fueron colocadas en hileras a 1 m de separacion
entre hilera e hilera y a 0.4 m de separacion entre planta y planta, dando una
densidad de 2.5 plantas m™.

A los 15 después del trasplante (ddt), se realizé una aplicacion en drench a la
base del tallo de las plantulas de un biogenerador radicular Raix® (Quimica Sagal,

México) (2 mL-L* de agua) para promover un mayor desarrollo del sistema
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radicular. Todas las plantas se cultivaron bajo el sistema de manejo Espafiol. Los
tallos y las ramas laterales no se podaron, permitiendo que la planta desarrollara
un dosel con dos o tres tallos principales con ramas laterales en la planta madura.
A la tercera semana después del trasplante, se elimin6 la flor de la primera
bifurcacion de cada planta para permitir que tuviera un adecuado desarrollo
vegetativo antes del cuajado de frutos. Después del primer corte de frutos se
podaron las hojas por debajo de la primera bifurcacién. El dosel de las plantas se
sostuvo verticalmente en ambos lados con la ayuda de rafia de tutoreo atada a

postes colocados en los extremos de la linea de plantas.

2.3.2 Riego y nutricion

Se utiliz6 una cintilla de goteo; con emisores cada 40 cm, por hilera de planta para
proporcionar los riegos con una solucién nutritiva estandar para Capsicum que
contenia los siguientes elementos y concentraciones (mg-L™): N=215, P=60,
K=202, Ca=235, Mg=60, S=217, Fe=3, B=0.6, Mn=0.5, Cu= 0.1 y Zn= 0.1. La
conductividad eléctrica de la solucién oscilaba entre 1.4 - 2.5 dS/m y el pH
oscilaba entre 5.8-6.5. Durante los primeros 30 dias después de haber realizado el
trasplante, la solucion fue concentrada a 50 % y a 100 % a partir del segundo mes
y hasta el final del cultivo. Ante la persistencia de dias nublados y frios, la solucion
nutritiva no se modificd. En su lugar, se realizaron aplicaciones de fertilizante foliar
Bayfolan ® (Bayer CropScience, México) (5 mL-L™Y). Ademaés, la nutricién se
suplementé con cuatro aplicaciones foliares de una mezcla de fertilizantes
quelatados con EDTA Tradecorp ® AZ (Nevada Chemicals, México) (2 g-L™* de

agua) para prevenir deficiencias micronutrimentales.

2.3.3 Plagas

Bajo condiciones de alta humedad relativa (arriba de 75%), se realizaron
aplicaciones preventivas contra tizones y bacterias con Oxicloruro de Cobre
Cupravit ® (Bayer CropScience, México) (2 g-L™* de agua). Durante el ciclo del

cultivo se identificd la incidencia de Leveillula taurica, para lo cual se realizaron
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dos aplicaciones curativas con azoxystrobin Amistar ® (Syngenta Agro, México)
(1.5 g-.L! de agua) a intervalo de diez dias. Ademas, ante la presencia de tizones
en flores y peddnculos florales causados por Botrytis cinerea, también se
realizaron dos aplicaciones de cyprodinil+fludioxonil Switch ® 62.5 WG (Syngenta

Agro, México) (1 g-L™ de agua) a intervalo de diez dias.

La densidad de poblaciones de Bemisia tabaci y Bactericera cockerelli se
combatié con trampas amarillas impregnadas con pegamento de uso agricola
Stick Bug ® (AlternaAgro, México) y dos aplicaciones de flonicamid Beleaf ® (FMC
Agroquimica, México) (1 g-L™ de agua) a intervalo de siete dias. También se
realizaron dos aplicaciones de abamectina Agrimec ® (Syngenta Agro, México) (1
mL-L?* de agua) a intervalo de siete dias para reducir la presencia de Tetranycus

spp. y Bactericera cockerelli.

2.4 Disefo Experimental y Tratamientos

2.4.1 Experimento uno

Pare evaluar el efecto del CM-334 como portainjerto de pimiento morrén en las
variables morfolégicas y de rendimiento, se compararon plantas sin injertar e
injertadas utilizando un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones y
dos tratamientos. La unidad experimental consistio de 10 plantas, con un total de
40 plantas por tratamiento. La descripcidon de los tratamientos que se aplicaron es
como sigue:

T1= Plantas de pimiento morrdn sin injertar

T,= Plantas de pimiento morrén injertadas sobre el CM-334

2.4.2 Experimento dos

En el segundo experimento se evallo el efecto de Phytophtora capsici en las
variables morfolégicas y de rendimiento, comparando plantas injertadas bajo el
estrés del patégeno con plantas injertadas en ausencia del patdgeno, para el cual

se utiliz6 un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones y dos
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tratamientos mas un testigo. La unidad experimental consistié de 10 plantas, con
un total de 40 plantas por tratamiento. La descripcion de los tratamientos que se
aplicaron es como sigue:

To= Plantas de pimiento morrén sin injertar e inoculadas con P. capsici que
funcionan como el testigo del experimento.

T,= Plantas de pimiento morrén injertadas sobre el CM-334 e inoculadas con P.
capsici.

T,= Plantas de pimiento morron injertadas sobre el CM-334 y sin inocular con P.

capsici.

En este experimento también se evallo el progreso de la enfermedad en las
plantas afectadas y se confirmé la presencia de P. capsici en las plantas

enfermas.

2.4.2.1 Obtencion del aislamiento de Phytophthora capsici y preparacion del
inoculo

Para realizar las inoculaciones, se utilizé el aislamiento 6143 de Phytophthora
capsici altamente virulento, el cual proviene de la Universidad Estatal de Nuevo
México en los Estados Unidos. La cepa se sembrd en cajas de Petri de 9 cm de
diametro con medio jugo V8®-agar y se mantuvo a temperatura ambiente durante
cuatro dias periodo en el cual la cepa cubri6 toda la caja (Figura 1A). El inéculo a
emplear fue zoosporas producidas segun el siguiente procedimiento. En cajas de
Petri de 9 cm de diametro con medio de cultivo jugo V8® se colocaron cuatro
hojas de chile, las cuales previamente se esterilizaron hirviéndolas en agua
destilada. Posteriormente, de los aislados cultivados se extrajeron rodajas de 1 cm
de diametro del micelio de P. capsici y se colocaron en las cajas con las hojas de
chile. Se agregaron 20 mL de agua destilada y se colocaron bajo luz blanca a
temperatura ambiente durante cinco a siete dias (Figura 1B). A partir del quinto
dia, se monitorearon las cajas hasta observar la formacion de esporangios (Figura
1C), después las cajas se sometieron a 4°C para inducir la liberacién de
zoosporas (Figura 1D). A los 45 minutos, se monitorearon las cajas hasta observar
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las zoosporas al microscopio compuesto y cuando esto sucedid, se colectd el
medio acuoso de las cajas de Petri en un vaso de precipitados y se contaron el
namero de zoosporas utilizando un hematécitometro Neubaeur-imp® (Marienfeld,
Alemania). La concentracion del indculo se ajusté a 2 000 zoosporas/mL o 50 000

zoosporas/mL segun se requirio.

FIGURA 1. Produccion del in6culo de Phytophthora capsici en laboratorio.
Siembra de la cepa en medio V8® (A), induccion de esporangios (B),
esporangios formados (C) e induccion de liberacion de zoosporas (D).

2.4.2.2 Inoculacion con Phytophthora capsici

A lo largo del experimento se realizaron dos inoculaciones a las plantas con los
tratamientos To y T;; plantas sin injertar e injertadas inoculadas con P. capsici
respectivamente. En las dos ocasiones, la solucion de zoosporas fue aplicada en
la base del tallo de las plantas y a 2 cm de profundidad (Figura 2). Se mantuvieron
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condiciones de alta humedad en el sustrato mediante riegos pesados un dia antes
de la inoculacion y durante los primeros dos dias después de la inoculacién para

facilitar el movimiento de las zoosporas.

FIGURA 2. Inoculaciéon con una suspension de zoosporas de Phytophthora
capsici L. a plantas injertadas de pimiento morron sobre CM-334 (A) y
plantas de pimiento morrdén sin injertar (B).

La primera inoculacién se realizé a los 61 ddt cuando las plantas estaban en plena
floracién con una suspensiéon de 5 mL de zoosporas de P. capsici (2000 zoosporas

mL), con un total de 10,000 zoosporas por maceta.

Con el objetivo de acentuar el efecto de P. capsici en las variables morfologicas y
el rendimiento, se realiz6 una segunda inoculacion a los 84 ddt. Las plantas se
inocularon con una suspension de 2 mL de zoosporas de P. capsici (50 000

zoosporas/mL), con un total de 100 000 zoosporas por maceta.

2.4.2.3 Evaluacion de la enfermedad y re-aislamiento del patégeno

Las plantas se monitorearon diario posterior a la inoculacion, las de
marchitamiento severo e irreversible se consideraron como plantas muertas. Solo

se evaluaron dos reacciones fenotipicas en las plantas: resistentes y susceptibles.

43





Con base en estas observaciones se determind la incidencia de la enfermedad en

los tratamientos inoculados con el patégeno.

No. de plantas muertas * 100

Incidencia de la enfermedad = .
No. de plantas totales por tratamiento

Para confirmar la presencia de P. capsici, se colectaron plantas marchitas, se
colocaron en bolsas de papel y se trasladaron al Laboratorio de Micologia Agricola
del Departamento de Parasitologia Agricola. Se cortaron trozos pequefios de
tejidos afectados (base del tallo y raices), se eliming tierra y otras impurezas con
un lavado de agua potable. Posteriormente se desinfestaron durante tres minutos
con hipoclorito de sodio (1%) seguido de un enjuague con agua destilada estéril y
se secaron con una toalla de papel. Los tejidos se sembraron en cajas Petri con
medio esterilizado agua-agar (A-A) y se mantuvo a temperatura ambiente. Cuando
se observo el crecimiento miceliar al cuarto dia, se realizé la transferencia
nuevamente a medio A-A. El crecimiento se purific6 mediante la técnica de punta

de hifa en medio esterilizado agar-jugo V8® a temperatura ambiente.

El cultivo purificado se sembré en cajas Petri de 9 cm de diametro con medio jugo
V8®-agar y se mantuvo a temperatura ambiente durante cuatro dias periodo en el
cual la cepa cubrié toda la caja. En cajas de Petri de 9 cm de diametro con medio
de cultivo jugo V8® se colocaron cuatro hojas de chile, las cuales previamente se
esterilizaron al hervirlas durante siete minutos en agua destilada. Posteriormente,
de los aislados cultivados se extrajeron rodajas de 1 cm de diametro del micelio y
se colocaron en las cajas con las hojas de chile. Se agregaron 20 mL de agua
destilada y se colocaron bajo luz blanca a temperatura ambiente durante cinco a
siete dias. A partir del quinto dia, se monitorearon las cajas hasta observar la
formacion de esporangios. Se realizaron preparaciones al microscopio 6ptico
fotdnico para observar las caracteristicas del micelio y los esporangios para

confirmar la presencia de P. capsici.
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2.5 Variables Evaluadas en los Dos Experimentos

2.5.1 Variables morfoldgicas

indice de area foliar (IAF)

El indice de &rea foliar expresado en m™? de &rea foliar - m™ de superficie de suelo
se midié con un integrador a area foliar LI-COR ® modelo LI-3100 (Lincoln,
Nebraska). Se obtuvo al dividir el area foliar por planta entre la superficie ocupada
por cada planta (0.4 m™) de acuerdo a la densidad de plantacién del cultivo (2.5

plantas m™) y se utilizaron los valores de cinco plantas por tratamiento.

Peso seco total por planta (PST)

Las hojas, tallo y raiz de cada planta se colocaron en una estufa de secado a 70°C
durante 72 horas para obtener el peso constante en gramos. Se sumé el peso
seco de todos los frutos producidos por planta, obtenido con estimadores a partir
del peso fresco. Se utilizaron los valores de cinco plantas por tratamiento.

Altura de planta (AP)

Después de la ultima cosecha, se midi6 la altura de la planta en centimetros
(distancia promedio de los dos tallos mas largos medidos de la superficie de la
maceta al penultimo nudo de cada tallo). Se utilizaron los valores medios de 10

plantas con cuatro repeticiones por cada tratamiento.

Altura a la primera bifurcacion (AB)
Se midio la altura en centimetros a la primera bifurcacion de cada planta (medida
de la superficie de la maceta hasta el primer nudo de cada tallo). Se utilizaron los

valores medios de 10 plantas con cuatro repeticiones por cada tratamiento.
Diametro de tallo (DT)

Se midi6 el diametro de tallo 1.5 cm arriba de la cicatriz del injerto para el caso de

las plantas injertadas y 1.5 cm arriba de las hojas cotiledones en el caso de las
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plantas no injertadas después del ultimo corte de frutos. Se utilizaron los valores

medios de 10 plantas con cuatro repeticiones por cada tratamiento.
Porcentaje de amarre de frutos
Se contaron los nudos por planta y el nUmero de frutos amarrados y se calculo el

porcentaje de amarre de frutos por planta en diez plantas por cada tratamiento.

Numero de frutos amarrados * 100

Porcentaje de amarre de frutos = -
Numero total de nudos

Los valores de porcentaje de amarre de frutos fueron transformados con arc seno

antes de realizar el analisis de varianza.

2.5.2 Variables del rendimiento y sus componentes

Frutos totales por planta (FT)

Los frutos se cosecharon con al menos 50 % de su coloracion. Todos los frutos
fueron contados y clasificados por tamafio de acuerdo con la escala de diametro
utilizada para pimientos de invernadero de exportacion: extra-grande (diametro>
84.0 mm), grande (76.0 a 83.9 mm), mediano (64.0 a 75.9 mm) y pequeiio (56.0 a
63.9 mm) (Jovicich et al., 2004). Los frutos no comercializables incluyen los frutos
aplanados sin semilla (frutos sin polinizar), deformes, con pudricién apical (BER) y
frutos con diametros menores a 55.9 mm. Los frutos totales por planta es el valor

medio de la produccion de 10 plantas con cuatro repeticiones en cinco cortes.

Frutos comercializables (FC)

Se contabilizaron los frutos que entraron en las categorias utilizadas para pimiento
de invernadero de exportacion: extra-grande, grande, mediano y pequefio. Los
frutos comercializables por planta es el valor medio de la produccion de 10 plantas

con cuatro repeticiones en cinco cortes.
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Peso de fruto por planta (PF)
Se registré el peso de todos los frutos y se clasificaron en comercializables y no
comercializables. El peso de fruto por planta es el valor medio de la produccién de

frutos comercializables de 10 plantas con cuatro repeticiones en cinco cortes.

Diametro de fruto (DF)
Este valor se midié en la parte basal del fruto con ayuda de un vernier electrénico
digital. El didmetro de fruto es el valor medio de los diametros de frutos

comercializables de 10 plantas con cuatro repeticiones en cinco cortes.

Longitud de fruto (LF)

Este valor corresponde a la distancia comprendida entre la parte basal del fruto y
el apice del fruto medido con un vernier electronico digital. La longitud de fruto es
el valor medio de la longitud de frutos comercializables de 10 plantas con cuatro

repeticiones en cinco cortes.

NUmero de frutos por m? (NFM?)
Este valor se estimé a partir de la densidad utilizada en el cultivo; 2.5 plantas/m?,
tomando en cuenta los valores medios de frutos comercializables de 10 plantas

con cuatro repeticiones en cinco cortes.

Rendimiento promedio (RP)
Se estimé a partir de la densidad utilizada en el cultivo; 2.5 plantas/m?, tomando
en cuenta los valores medios de frutos comercializables de 10 plantas con cuatro

repeticiones en cinco cortes y se expresoé en ton-ha™.

2.6 Analisis Estadistico

En ambos experimentos, los datos de las variables morfologicas y de rendimiento
fueron analizados estadisticamente mediante un Andlisis de Varianza y se realiz6
la comparacion de medias (Tukey, P<0.05) utilizando el software SAS (SAS
Institute, 1999).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto del CM-334 como portainjerto de pimiento morron en las variables
morfolégicas y de rendimiento

En este experimento, el analisis de varianza (Cuadro 1) mostro diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) en todas las variables morfoldgicas;
excepto en el porcentaje de amarre de frutos, por lo que se aprecié un efecto
importante de las condiciones de planta.

CUADRO 1. Cuadrados medios de los analisis de varianza para las variables
morfoldgicas al evaluar el efecto del portainjerto CM-334.

F.V. IAF PST PSR AP AB DT PAF
(m*m?) (9) (9) (cm) (cm) (cm) (%)

Condiciones NS
1.98* 6542.34* 117.99* 871.53* 73.21* 0.1105* 10.72

de planta
Error 0.02 680.84 7.15 51.79 2.802 0.0051 100.03
Ccv 6.93 11.85 14.85 7.001 5.29 6.733 22.43
Media 2.1 220.25 18.01 102.79 31.6 1.0625  44.59

F.V.: Fuentes de variacién; IAF: indice de area foliar; PST: Peso seco total; PSR: Peso seco de
raiz; AP: Altura de planta; AB: Altura a la primera bifurcacion; DT: Diametro de tallo; PAF:

Porcentaje de amarre de fruto; C.V.: Coeficiente de variacion.

La reduccion de todos los valores de las variables morfolégicas en las plantas
injertadas; a excepcion del porcentaje de amarre de frutos, muestran un efecto
negativo del patron CM-334 en el desarrollo de las plantas (Cuadro 2). El valor del
indice de area foliar (IAF) es 0.89 mayor en plantas sin injertar. Sin embargo, en
las dos condiciones de planta, el IAF estuvo por debajo del 6ptimo, tres y cuatro
para pimiento morrén (Résendiz-Melgar et al., 2010). Dentro de ciertos limites, un
mayor IAF estd asociado a mayor intercepcion de radiacion fotosintéticamente
activa (RFA) y mayor produccion de materia seca por unidad de tiempo, lo que
explica que el peso seco total (PST) y el peso seco de raiz (PSR) también
disminuyeron en promedio 51.16 g y 6.87 g respectivamente en plantas injertadas.
La altura de la planta (AP) y altura a la primera bifurcacion (APB) tuvieron un

comportamiento similar, ya que sus valores se redujeron en un 20.88 cm (18 %) y
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6.05 cm (17 %) en promedio, respectivamente en plantas injertadas. Este
comportamiento se reportd previamente en plantas de pimiento morron injertadas
(Ros et al., 2005). Por su parte, Santos y Goto (2004) observaron variaciones
significativas en la altura de las plantas de pimiento injertadas dependiendo del
portainjerto utilizado, ya que unas combinaciones se desarrollan mas que otras, lo
cual es atribuido a la influencia del linaje de los portainjertos utilizados (el CM-334
era uno de los progenitores) o a alguna exigencia no conocida en el manejo del
riego y la nutricion. El diametro de tallo disminuy6 0.23 cm en promedio en plantas
injertadas. Garcia-Rodriguez et al. (2010) reportaron un comportamiento contrario
en la combinacién chile ancho/CM-334, puesto que el valor del diametro de
plantas injertadas fue mayor que el de plantas de chile ancho sin injertar (Cuadro
2).

CUADRO 2. Comparacion de medias de las condiciones de la planta para las
variables morfologicas al evaluar el efecto del portainjerto CM-334.

Condiciones IAF PST PSR AP APB DT PAF
delaplanta (m*m?"  (g)" ()" (cm)* (cm*  (cm)”* (%)"
Cannon sin 254a® 24583a 2l1.44a 113.23a 3463a 1.18a 4532a

injertar

Cannon sobre  1.65b 194.67b 1457b 9235b 2858b 0.95b 4385a
CM-334

DMS 0.212 56.375 3.89 12.452 2.89 0.1238 9.39

"Valores de cinco repeticiones por tratamiento. “Valores medios de 10 plantas con cuatro
repeticiones. *Valores de 10 repeticiones por tratamiento. *Valores con la misma letra en cada
columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. IAF: indice de area foliar;
PST: Peso seco total; PSR: Peso seco de raiz; AP: Altura de planta; APB: Altura a la primera
bifurcacion; DT: Diametro de tallo; PAF: Porcentaje de amarre de fruto.

DMS: Diferencia minima significativa.

El crecimiento de las plantas esta influenciado por varios factores como las
condiciones climéticas, la nutricibn y la actividad hormonal, los cuales estan
relacionados con diferentes procesos fisiologicos. Durante los meses de agosto y
septiembre del ciclo de cultivo de nuestro experimento hubo condiciones de dias

nublados y durante diciembre, enero y febrero condiciones de dias frios, lo que
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aunado a la disminucion de la radiacion por efecto de los cristales del invernadero,
limitd la irradiancia necesaria para acumular suficiente materia seca en la planta
con consecuencias directas sobre las variables morfologicas y de rendimiento de
todas las plantas. Por otra parte, los nutrimentos minerales y el agua son
generalmente absorbidos por las raices y transportados en la savia del xilema a la
parte superior de la planta. Una inspeccion visual mostré un sistema radical mas
abundante en las plantas de pimiento morron sin injertar (Figura 3), tal como se ve
reflejado en la comparaciéon de medias para el peso seco de raiz (PSR) (Cuadro
2). Ademas, la injertacion puede producir alteraciones en la absorcion y transporte
de nutrimentos y agua (Santos y Goto, 2004), por lo que es probable que la
conductividad hidraulica del xilema también esté restringida como consecuencia
del proceso de injertacion. En conjunto, las condiciones adversas durante el ciclo
de cultivo, un sistema radical menos eficiente y las alteraciones en la absorcién y
transporte de nutrientes y agua son las probables causas de la disminucion del
crecimiento de las plantas injertadas.

También se pudo observar varios tipos de interaccion en la interface de injerto que
evidenciaban como el portainjerto influenciaba negativamente en el aporte de vigor
al injerto. Algunas plantas injertadas mostraban diametros de tallo del portainjerto
menores que el tallo del injerto (Figuras 4A y 4B), mientras que en otras;
aparentemente mejor adaptadas, los diametros del portainjerto y del injerto fueron
muy similares (Figuras 4C y 4D). Es probable que la heterogeneidad del CM-334
sea el factor principal en los diferentes tipos de respuestas en los que la
combinacion portainjerto-injerto se adapta. La reduccion del vigor en el injerto es
uno de los mayores problemas al injertar pimiento morron (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.
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FIGURA 3. Sistema radical de pimiento morréon (Capsicum annuum cv.
Cannon) injertado sobre CM-334 (izquierda) y sin injertar (derecha).
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FIGURA 4. Diferentes tipos de interaccion en la interface de injerto de
plantas de pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon) sobre CM-334.
Plantas con tallos de portainjerto e injerto diferentes (A, B) y plantas con
tallos de portainjerto e injerto similares (C, D).

La cosecha de las plantas no injertadas empez6 a las 16 semanas después del
trasplante, mientras que los frutos de las plantas injertadas alcanzaron la
maduracion deseada a las 17 semanas después del trasplante. Por otra parte, el
analisis de varianza muestra diferencias estadisticamente significativas para todas
las variables de rendimiento (Cuadro 3).
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CUADRO 3. Cuadrados medios de los andlisis de varianza para las variables
indicadoras de rendimiento al evaluar el efecto del portainjerto CM-334.

F.V. Numero de frutos PF LF DF NFM™ R
FT FC (9) (cm) (cm) (frutos-m?)  (t-ha™)
Condiciones 3.12* 4.81* 2356.75* 1.79* 0.39* 30.03* 224.08*
de planta
Error 0.50 0.48 82.34 0.29 0.02 2.99 3.92
Ccv 10.5 11.67 6.51 6.21 1.85 11.67 9.47
Media 6.75 5.93 139.46 8.77 7.46 14.81 20.92

F.V.: Fuentes de variacién; FT: Frutos totales; FC: Frutos comercializables; PF: Peso de fruto; LF:
Longitud de fruto; DF: Diametro de fruto; NFM™: Ntimero de frutos por m% R: Rendimiento. C.V.:
Coeficiente de variacion.

NS *: No significativo y significativo a una P<0.05, respectivamente.

El injerto del pimiento morron cv. Cannon sobre el CM-334 es intraespecifico, ya
que ambos pertenecen al mismo género y especie (Capsicum annuum L.), lo que
puede anticipar menos efectos negativos en términos de productividad, calidad de
fruto y compatibilidad de injerto (Louws et al., 2010). Sin embargo, esta hipotesis
no se cumple en nuestro experimento, puesto que la produccién de frutos totales
(FT) y frutos comercializables (FC) se redujo en un 1.25 y 1.55 unidades,
respectivamente para el caso de las plantas injertadas. De estos resultados se
deduce que el numero de frutos no comercializables se incrementa en plantas
injertadas, lo cuales solo incluian a frutos aplanados, deformes y con diametros
menores a 55.9 mm, puesto que no se registré la presencia de frutos con pudricién
apical. El peso de fruto (PF) se redujo en un 34.34 g en promedio, el nUumero de
frutos por m? se redujo en 3.87 unidades y el calibre de fruto (diametro y longitud
de fruto) también fue estadisticamente menor en plantas injertadas. En
consecuencia, el rendimiento de las plantas injertadas también disminuy6
drasticamente en 10.59 ton ha™; equivalente a 40%, con respecto a las plantas sin
injertar, lo que evidencia una mala interaccion entre el portainjerto y el injerto
(Cuadro 4). Garcia-Rodriguez et al. (2010) describieron un efecto similar, pues al
injertar chile ancho sobre CM-334 el rendimiento disminuyé en 19%. En
contraparte; mediante una serie de experimentos en invernadero, Morra y Billoto

(2006) demostraron que los hibridos Graffito y Gc 1002; ambos descendientes del
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CM-334, utilizados como portainjertos de injerto de pimiento morron, se puede
alcanzar un incremento de hasta 56 % en el rendimiento sin disminuir el
crecimiento y tamafio de fruto en comparacion con otros patrones y con plantas
sin injertar, en todos los casos bajo la presencia de P. capsici. Ademas, Graffito
presentdé un buen nivel de tolerancia a Meloidogyne incognita pero ningun
portainjerto fue suficientemente resistente a un complejo de patégenos causales
de marchitez. En un estudio mas reciente, Gisbert et al. (2010) evaluaron como
portainjerto a los hibridos Charlot y Foc; ambos descendientes del CM-334, sin
encontrar diferencias en el vigor puesto que algunas combinaciones de injerto
mostraron precocidad y mayores rendimientos con respecto a otras
combinaciones y plantas sin injertar. Los resultados de Morra y Billoto (2006) y
Gisbert et al. (2010), estan relacionados posiblemente con la utilizacion de
portainjertos hibridos que son capaces de otorgar mayor vigor al injerto. Ademas,
en los experimentos de Morra y Billoto (2006) el porcentaje alto en el incremento
del rendimiento se debié a un periodo de cosecha mas amplio (tres meses) y a
gue las plantas sin injertar presentaron una tasa de mortalidad por P. capsci

cercana a 32%, lo que evidentemente disminuyo su rendimiento.

CUADRO 4. Comparacion de medias de las condiciones de injerto de la
planta para las variables de rendimiento al evaluar el efecto del portainjerto
CM-334.

Condiciones  Numero de frutos PF (g)” LF DF NFM™ R
de la planta FTY FC’ (cm)’  (cm)’  (frutosm?’  (t-ha™)’
Cannon sin 7.38a" 6.7 a 156.63 a 9.25a 7.68 a 16.75a 26.22 a
injertar
Cannon sobre  6.13 b 5.15b 122.29 b 8.30b 7.24b 12.88 b 15.63 Db
CM-334
DMS 1.23 1.19 15.70 0.94 0.24 2.99 3.43

YValores medios de la produccion de 10 plantas en cuatro repeticiones y cinco cortes. “Valores con
la misma letra en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. FT:
Frutos totales; FC: Frutos comercializables; PF: Peso de fruto; LF: Longitud de fruto; DF: Diametro
de fruto; NFM: Ntmero de frutos por m? R: Rendimiento.

DMS: Diferencia minima significativa.
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3.2 Efecto de Phytophtora capsici en las variables morfolégicas y de
rendimiento

Solo la variable morfologica de peso seco de raiz (PSR) presentd diferencias
significativas por efecto de las inoculaciones con Phytophthora capsici. En el resto
de las variables morfologicas y de rendimiento no se encontrd evidencia de algun
efecto de las condiciones de inoculo de la planta; es decir, Phytophthora capsici no
tuvo influencia en las plantas injertadas que fueron inoculadas artificialmente con
el patégeno con respeto a las plantas injertadas que no fueron inoculadas, segun

lo muestran los analisis de varianza realizados (P<0.05) (Cuadros 5y 6).

CUADRO 5. Cuadrados medios de los analisis de varianza para las variables
morfologicas al evaluar el efecto de Phytophtora capsici.

F.V. IAF PST PSR AP AB DT PAF
(m*m’?) (9) (9) (cm) (cm) (cm) (%)

Condiciones
de inéculo  0.081"° 467.04"  43.85* 9522 0.025N 0.378N°  335.46"

de la planta
Error 0.026 1279.56 5.11 67.28 1.79 0.224 161.3
Cv 10.23 19.04 18.12 9.23 4.68 5.13 26.49
Media 1.56 187.84 12.48 88.9 28.63 9.23 47.95

F.V.: Fuentes de variacion; IAF: indice de &rea foliar; PST: Peso seco total; PSR: Peso seco de
raiz; AP: Altura de planta; AB: Altura a la primera bifurcacion; DT: Diametro de tallo; PAF:
Porcentaje de amarre de fruto; C.V.: Coeficiente de variacion.

NS+ No significativo y significativo a una P<0.05, respectivamente.
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CUADRO 6. Cuadrados medios de los andlisis de varianza para las variables
indicadoras de rendimiento al evaluar el efecto de Phytophtora capsici.

F.V. Numero de frutos PF (9) LF DF NFM™ R
FT FC (cm) (cm) (frutos'm?)  (t-ha™)
Condiciones  0.66™ 1.36"  69.44™ 011" 0.01™ 851" 6.64"°

de in6culo de

la planta
Error 1.11 0.59 83.52 0.23 0.02 3.75 3.43
Ccv 18.02 16.34 7.29 5.74 1.74 16.34 12.59
Media 5.84 4.74 125.24 8.42 7.27 11.84 14.72

F.V.: Fuentes de variacion; FT: Frutos totales; FC: Frutos comercializables; PF: Peso de fruto; LF:
Longitud de fruto; DF: Diametro de fruto; NFM™: Nimero de frutos por m% R: Rendimiento. C.V.:
Coeficiente de variacion.

NS *: No significativo y significativo a una P<0.05, respectivamente.

Como se indico anteriormente, el PSR de las plantas injertadas e inoculadas fue
29 % menor en comparacion con las plantas injertadas que no interactuaron con el
patdgeno (Cuadro 7), lo cual coincide con lo reportado por Gisbert et al. (2010)
quienes encontraron que plantas asintomaticas de CM-334 inoculadas con el
aislado Pc-8 de Phytophthora capsici presentaron 30 % de PSR menor comparado
con plantas sin inocular. La evidencia experimental indica que la resistencia del
CM-334 a P. capsici en la raiz, no est4 dada por barreras fisicas que impidan la
penetracion del oomiceto; de hecho cuando el oomiceto penetra los tejidos ocurre
un aumento en la expresion del los genes PAL que codifican para la enzima
fenilalanina amino-liasa (PAL), la cual est4 asociada con cambios cuantitativos y
cualitativos en los componentes fendlicos que inhiben el crecimiento de P. capsici
in vitro (Ferndndez-Pavia y Liddell, 1997). También se ha encontrado que la
fitoalexina capsidiol se acumula en concentraciones toxicas para el oomiceto en el
CM-334 (Candela et al., 2000; Villa-Luna et al., 2009). La defensa quimica del
portainjerto beneficia al injerto susceptible, el cual al no estar en contacto con el

patogeno evade la enfermedad.

Es importante sefialar que las plantas injertadas sometidas al estrés del patdgeno
fueron resistentes a lo largo del ciclo de cultivo y no se pudo observar una
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tendencia diferente en el crecimiento con respecto a las plantas injertadas y sin
inocular (Cuadro 7), lo cual viene a confirmar el alto grado de resistencia del CM-
334 a P. capsici aun en presencia de grandes cantidades de in6culo. Sin embargo,
la altura de las plantas disminuyé en promedio 7.5 % en plantas injertadas e
inoculadas, aunque estadisticamente esta diferencia no es significativa. Gisbert et
al. (2010) sefnalaron que en plantas inoculadas asintomaticas del CM-334 el
crecimiento se reduce de un 10 al 20 % dependiendo de la cepa utilizada y lo
atribuyen a la disminucion del sistema radical. Es probable que este mismo efecto
ocurriera en nuestro experimento, afectando ligeramente la altura de la planta
injertada. Los didmetros de tallo no mostraron diferencias significativas, lo cual
discrepa con lo reportado por Garcia-Rodriguez et al. (2010), ya que sefialan que
el diametro de las plantas injertadas en interaccién con P. capsici disminuye en
comparacion con plantas injertadas que no interactian con el patégeno, similar a
lo que encontraron Kokalis-Burelle et al. (2009) en portainjertos tolerantes a M.
incognita. Por lo tanto, los resultados del presente estudio son evidencia de que
diferentes combinaciones de portainjerto-injerto interactian de manera diferente

en interaccion con P. capsici.

CUADRO 7. Comparacion de medias de las condiciones de indculo de la
planta para las variables morfoldgicas al evaluar el efecto de Phytophtora

capsici.

Condiciones IAF PST PSR AP APB DT PAF

dein6bculode (M*m?*  (g)" ()" (cm)* (cm*  (cm)* (%)
la planta

Sin inocular 1.65a* 194.67a 1457a 9235a” 2858a 095a 43.85a

Inoculada 147 a 181.01a 10.38b 8545a 28.69a 0902a 5205a

DMS 0.233 52.57 3.29 14.19 2.32 0.819 11.93

"Valores de cinco repeticiones por tratamiento. “Valores medios de 10 plantas con cuatro
repeticiones. *Valores de 10 repeticiones por tratamiento. *Valores con la misma letra en cada
columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. IAF: indice de area foliar;
PST: Peso seco total; PSR: Peso seco de raiz; AP: Altura de planta; APB: Altura a la primera
bifurcacion; DT: Diametro de tallo; PAF: Porcentaje de amarre de fruto.

DMS: Diferencia minima significativa.
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Como se mencion6 P. capsici logré6 una afectacion ligera del crecimiento no
significativa; sin embargo, estadisticamente tampoco existe un efecto en las

variables de rendimiento (Cuadro 8).

CUADRO 8. Comparacion de medias de las condiciones de injerto de la
planta para las variables de rendimiento al evaluar el efecto de Phytophtora

capsici.
Condiciones  Numero de frutos PF LF DF NFM™ R
de in6culo de FT’ FC’ @)’ (cm)?  (cm)’  (frutosm?’ (t-ha™)’
la planta
Inoculada 555a° 4.33a 128.19 a 853a 73la 10.81 a 138l a
Sin inocular 6.12 a 5.15a 122.29 a 830a 7.24a 12.87 a 15.63 a
DMS 1.82 1.34 15.81 0.83 0.22 3.35 3.21

YValores medios de la produccion de 10 plantas en cuatro repeticiones y cinco cortes. “Valores con
la misma letra en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. FT:
Frutos totales; FC: Frutos comercializables; PF: Peso de fruto; LF: Longitud de fruto; DF: Diametro
de fruto; NFM?: NGmero de frutos por m% R: Rendimiento.

DMS: Diferencia minima significativa.

3.2.1 Evaluacion de la enfermedad y re-aislamiento del patdogeno

Las plantas de pimiento morrén cv. Cannon sin injertar son susceptibles al
aislamiento 6143 de Phytophthora capsici, ya que presentaron 100% de incidencia
de la enfermedad; mientras que las plantas de pimiento morron cv. Cannon
injertadas en SCM-334 son resistentes (Figura 5). Las plantas inoculadas y sin
injertar presentaron los sintomas caracteristicos del ataque por P. capsici y tras
aproximadamente 16 dias a partir de que se observaba un ligero marchitamiento,
todas las plantas murieron en este tratamiento, por lo que no generaron
informacion paran ser consideradas como testigos. A los ocho dias después de la
inoculacion (ddin), las primeras plantas presentaron sintomas de una marchitez
ligera sin dafio aparente en la base del tallo. Esta condicion podia observarse
principalmente en las horas del dia con mayor intensidad luminosa y temperatura.
Aunque a la mafana siguiente las plantas se observaban turgentes, el dafo fue

progresando hasta que en el dia 12 ddin; ademas de un marchitamiento mas
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pronunciado, fue posible observar un cancro en la base del tallo. A los 16 ddin, el
marchitamiento fue irreversible y las plantas se consideraron muertas. Cuando el
patdgeno se instald completamente en el sistema radical de las plantas atacadas y
al restringirse completamente el transporte de agua y nutrimentos a la parte aérea,

las plantas colapsaron y se defoliaron parcialmente (Figura 6).
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FIGURA 5. Incidencia de la enfermedad (%) en un grupo de 80 plantas de
pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon) sin injertar e injertadas
sobre CM-334. Las plantas fueron inoculadas dos veces con P. capsici (a un
intervalo de 23 dias entre cada inoculacion). Se utilizé una suspensién de 5
mL de zoosporas de P. capsici (2000 zoosporas mL) en la primera
inoculacion y de 2 mL de zoosporas de P. capsici (50 000 zoosporas mL) en
la segunda inoculacion.
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FIGURA 6. Progreso de la enfermedad observado en las primeras plantas de
pimiento morrén (Capsicum annuum cv. Cannon) sin injertar con sintomas
tras la primera inoculacion artificial de Phytophthora capsici.

En contraste, las plantas injertadas e inoculadas no presentaron ningun sintoma

visible y tuvieron desarrollo normal hasta la fructificacion (Figura 7).
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FIGURA 7. Plantas de pimiento morron (Capsicum annuum cv. Cannon)
injertadas sobre CM-334 pocos dias después de ser inoculadas (izquierda) y
en fructificacion (centro y derecha) sin ningun sintoma del ataque de
Phytophthora capsici.

Las caracteristicas de los aislamientos obtenidos a partir de plantas con sintomas
corresponden a las del oomiceto P. capsici, puesto que el micelio es cenocitico y
los esporangios con una sola papila conspicua tienen forma alimonada y se
encuentran sostenidos en pedicelos caducos (Figura 8A). No se observaron otras
formas de esporangios. En la Figura 8B se pueden observar un esporangio
maduro con zoosporas diferenciadas, las cuales mediante un geotropismo
negativo y quimiotacticamente nadan siguiendo un gradiente de nutrientes hasta
alcanzar la superficie de la planta; en este caso la raiz, donde se enquistan y

germinan para generar tubos germinativos.

A -

FIGURA 8. Esporangioforo y su esporangio con papila conspicua en forma
alimonada de Phytophthora capsici (A), esporangios maduros con
zoosporas diferenciadas en su interior (B).
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En los experimentos de esta investigacion, las plantas que fueron injertadas y no
fueron inoculadas evidenciaron una reduccion significativa en el crecimiento y el
rendimiento con respecto a plantas sin injertar y que no fueron expuestas al
patdogeno. Sin embargo, es importante sefalar que ninguna de las plantas sin
injertar bajo el estrés del patégeno sobrevivio. Este hecho, denota la importancia
de la técnica de injertos cuando la presion de la enfermedad es muy alta, ya que
en ausencia de un cultivar de pimiento morrén con un buen nivel de resistencia a

P. capsici podria alcanzar 100% de mortalidad de las plantas.

Por otra parte, la utilizacién de macetas individuales por planta y las inoculaciones
artificiales controladas nos permitio aislar el efecto de P. capsici para comparar el
diferencial de vigor que existe entre las plantas injertadas y plantas sin injertar,
una caracteristica que no se habia estudiado puesto que los trabajos realizados al
respecto se han llevado a cabo en condiciones de suelo naturalmente infestado
con P. capsici ocasionando un alto porcentaje de mortalidad en las plantas sin

injertar.

Es importante sefialar que la técnica de injertos no puede usarse como un método
anico para reducir la incidencia de la enfermedad. El uso continuo de portainjertos
resistentes en un mismo terreno podria ocasionar el surgimiento de poblaciones
resistentes a P. capsici, como ha ocurrido con portainjertos resistentes a
Meloidogyne incognita (Ros et al., 2005). Por otra parte, una combinacion
intraespecifica a menudo se basa en el uso de genes de resistencia principales
que pueden ser superados por razas nativas o nuevas del patégeno que se esta
combatiendo (Louws et al., 2010). Otras alternativas no quimicas que pueden
combinarse con la técnica de injertacion de plantulas son la biofumigacion
(incorporacion de estiércol animal al suelo) y la solarizacion del suelo (Ros et al.,
2005). Uno de las grandes inconvenientes asociados al uso de plantula injertada
es su costo relativamente alto; sin embargo, su costo puede ser compensado por
el ahorro en el gasto del manejo de enfermedades, particularmente el de

desinfestacion del suelo.
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4. CONCLUSIONES

El portainjerto CM-334 disminuy6 el vigor de la planta injertada en comparacion
con plantas sin injertar; sin embargo, es capaz de conferir resistencia a
Phytophthora capsici a la planta injertada. Bajo condiciones de alta presion del
patégeno, las plantas de pimiento morrén cv. Cannon presentaron 100 % de

incidencia de la enfermedad.

En general, no hubo un efecto de P. capsici sobre las variables morfologicas y de
crecimiento de plantas injertadas en comparacion con plantas injertadas que no

fueron expuestas al patégeno.

5. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados de esta investigacion sugieren que el uso de portainjertos de
pimiento morrén consistentemente resistentes a P. capsici; como el caso del CM-
334, pueden ser un método de manejo de la enfermedad efectivo cuando la
presion de la enfermedad es muy alta, especialmente en ausencia de cultivares
resistentes a la enfermedad o cuando no sea posible el uso de fungicidas, como
en la produccion organica. Esta técnica, también puede presentar grandes
ventajas en sistemas hidroponicos cuando las posibilidades de rapida
diseminacién de la enfermedad son altas una vez que se presenten las primeras

plantas enfermas.
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8. ANEXO

Cuadro 1. Costos en pesos mexicanos para la produccién de 1000 plantulas

injertadas de pimiento morrén.

CONCEPTO CANTIDAD PRECIO TOTAL
UNITARIO
Semilla Pimiento 1 000 3.69 3690
morrén cv. Cannon
(Zeraim Gedera ®,
Israel)
Grapa de plastico 1 000 0.50 500
Charola 22 unidades (17 de 60 1320
60 cavidades + 5
de 200 cavidades)
Navaja 1 unidad 5 5
Sustrato 2 bultos (un bulto 400 800
de peat moss + un
bulto de
vermiculita)
Acido Ascorbico 50 gramos 336 336
Jornales 3 150 450
Nitrofoska 5 kg 30 150
Costo total 7 251
Precio unitario por plantula 7.25

Los conceptos no toman en cuenta la infraestructura utilizada como la camara de curado,

bomba, tanque y microaspersores. Tampoco el costo de la semilla del Criollo de Morelos-

334 puesto que es un material experimental no comercial.
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