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RESUMEN GENERAL

PRODUCCION DE CAPSIDIOL EN Capsicum pubescens R.y P,
MEDIANTE RESISTENCIA SISTEMICA ADQUIDIRIDA PARA EL
MANEJO DE Phytophthora capsici Leo.

La marchitez causada por Phytophthora capsici limita la produccion del chile
manzano (Capsicum pubescens), no obstante, la implementacion de la
resistencia sistémica adquirida (RSA) es una estrategia viable para el manejo
integrado de este oomiceto. Por ello, se evalud la activacion de la RSA mediante
el uso de cepas poco virulentas del fitopatégeno (cero, 2x10° y 1x10°
zoosporas'ml?) y se midi6 el volumen y masa seca de raiz en plantulas
inoculadas con P. capsici. También se aplicaron diferentes elicitores (metalaxil,
acibenzolar, quitosano, fosfanato de potasio, Trichoderma harzianum y Bacilus
subtilis) en plantulas de 100 dias de edad y se determiné la concentracion de
capsidiol, dafio visual de raiz y necrosis en tallo. Ademas, se caracterizd
morfolégicamente al chile serrano Criollo Morelos 344 (Capsicum annuum)
(CM344), resistente universal a P. capsici, que fue utilizado, en este estudio,
como testigo. Los resultados indicaron que a los 7, 14 y 21 dias después de la
inoculacién (DDA), la cepa de baja virulencia de P. capsici redujo el volumen y
masa seca de raiz de 35 a 51 % (P<0.05), y a los 35 DDA se recuperaron, lo que
demostré la induccion de la RSA. El quitosano aplicado en el CM344 fue el que
registré la mayor concentracion de capsidiol (5.38 mg-mL1-g de raiz) (P<0.05).
Por otra parte, T. harzianum y B. subtilis demostraron la mejor manifestacion de
la RSA, al presentar menor longitud de necrosis en tallo (14.7 y 18.5 mm,
respectivamente) (P<0.05) en plantas de chile manzano. Y en la caracterizacion
morfolégica del CM344, se comprobd la resistencia a P. capsici y se concluy6
que la induccion de la RSA es una estrategia viable para el control y manejo de
la marchitez causada por Phytophthora capsici.

Palabras clave: Criollo Morelos 344, resistencia sistémica adquirida, elicitores.

Tesis de Doctorado en Ciencias, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Efrén Cintora Portuguez

Direccion: Dr. Mario Pérez Grajales
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GENERAL ABSTRACT

CAPSIDIOL PRODUCTION IN Capsicum pubescens R. Y P.,
TROUGH ACQUIRED SYSTEMIC RESISTANCE FOR THE
Phytophthora capsici Leo. MANAGEMENT.

Wilt caused by Phytophthora capsici limits the production of the Manzano pepper
(Capsicum pubescens); however, the implementation of Systemic Acquired
Resistance (SAR) is a viable strategy for the integrated management of this
oomycete. Therefore, the activation of SAR was evaluated using low-virulence
strains of the phytopathogen (zero, 2x102 and 1x10°® zoospores-mL1), root volume
and dry mass of seedlings inoculated with P. capsici were measured. Different
elicitors (metalaxyl, acibenzolar, chitosan, potassium phosphonate, Trichoderma
harzianum and Bacillus subtilis) were also applied to 100 days old seedlings;
capsidiol concentration, visual root damage and stem necrosis were determined.
Additionally, the morphological characterization of Criollo Morelos 344 (CM344)
serrano pepper (Capsicum annuum), resistant to P. capsici, was performed,
which was used in this study as control. The results indicated that at 7, 14, and
21 days after inoculation (DAI), the low-virulence strain of P. capsici reduced root
volume and dry mass by 35 to 51% (P<0.05), and at 35 DAI they recovered,
demonstrating the induction of SAR. Chitosan applied to CM344 showed the
highest concentration of capsidiol (5.38 mg-mL-g of root) (P<0.05). T. harzianum
and B. subtilis showed the best manifestation of SAR, with shorter length of stem
necrosis (14.7 and 18.5 mm, respectively) (P<0.05) in Manzano pepper plants. In
the morphological characterization of CM344, was confirmed the resistance to P.
capsici. The induction of SAR is a viable strategy for the control and management
of wilt caused by Phytophthora capsici.

Keywords: Criollo Morelos 344, systemic acquired resistance, elicitors.

Tesis of PhD of Sciences in Horticultural, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Efrén Cintora Portuguez

Advisor: Dr. Mario Pérez Grajales
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

Durante los ultimos 10 afios el chile manzano ha adquirido importancia
econdmica por su alta rentabilidad y estabilidad de precios en el mercado (Torres
& Abarca, 2016). Ademas, a través del Programa de Mejoramiento genético de
Chile Manzano, de la Universidad Auténoma Chapingo ha registrado, cinco son
hibridos de alto rendimiento y dos lineas parentales en el Catalogo Nacional de
Variedades Vegetales para uso comercial (Sistema Nacional de Inspeccion y

Certificacion de Semillas, 2024).

Por otra parte, el oomiceto Phytophthora capsici Leo. es uno de los fitopatégenos
mas devastadores para el cultivo de chile, con dafios en los tejidos de raiz, hoja,
tallo y frutos (Biles et al., 1995). Convencionalmente el manejo para este
microorganismo implica el uso de fungicidas (Castro et al., 2012). Sin embargo,
se han explorado estrategias para reducir el uso de plaguicidas en el combate de
enfermedades, como es el uso de injertos (Guan et al., 2012) de variedades de
chile susceptibles al oomiceto injertados sobre el chile serrano Criollo Morelos
344 (CM344) (Garcia-Rodriguez et al., 2010; Pérez-Grajales et al., 2021).

Otra estrategia con alto potencial para el control de esta enfermedad es la
induccion de la resistencia (Ezziyyani et al., 2005), que implica la utilizacion de
elicitores bidticos o abidticos que promuevan la induccién de la Resistencia
Sistémica Adquirida (RSA) (Hernandez-Santiago et al., 2020). Se ha identificado
gue la fitoalexina capsidiol es un factor clave para combatir la infeccién por P.
capsici (Arreola-Cortés et al., 2007). Por ello, en el presente estudio se plante6
como objetivo activar los mecanismos de defensa del chile manzano ante la
infeccion de Phytophthora capsici, con el uso de cepas atenuadas del
fitopatdgeno y con la aplicacion de elicitores exégenos para estimular la
produccion de capsidiol y con ello reducir los dafios causados por el oomiceto.
También se llevé a cabo la caracterizacion morfolégica del CM344, resistente

universal a P. capsici, que fue empleado como testigo.

14



Lo anterior, con la hipotesis de que la activacion de los mecanismos de defensa
del chile manzano ante la infeccidon de P. capsici esta relacionada con diferentes
genes asociados a la resistencia y a factores ambientales. Se sugiere que es
posible disminuir los efectos causados por el oomiceto mediante el uso de
diferentes elicitores al considerar que a mayor concentracion de capsidiol, habra

menor dafio con una respuesta diferenciada entre genotipos.
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CAPITULO II. ACTIVACION DE LOS MECANISMOS DE
DEFENSA DE Capsicum pubescens ANTE Phytophtora capsici
DE BAJA VIRULENCIA.

RESUMEN

El uso de cepas no patogénicas activa los mecanismos de defensa de las plantas,
previo a la infeccién de cepas altamente patogénicas, motivo por el cual se le
considera una estrategia alternativa al uso de fungicidas para el control de
enfermedades. El objetivo de la presente investigacion fue activar los
mecanismos de defensa de plantulas de chile manzano a través de la inoculacién
de una cepa de Phytophthora capsici de baja virulencia. Para ello, plantulas de
90 dias de edad fueron inoculadas con tres concentraciones de zoosporas de P.
capsici (cero, 2x10% y 1x10% zoosporas-mL?). Se realizaron cinco muestreos
destructivos, cada siete dias, para medir el volumen de raiz, masa seca de raiz,
hoja, tallo; y prevalencia del oomiceto en raices. Las raices de las plantas
inoculadas mostraron coloracion café a los siete dias después de la inoculacién
(ddi), sin detectar necrosis en tallo o marchitez. La masa seca de raiz de las
plantulas inoculadas con concentraciones de 2x102% y 1x10°® fue menor en 51y 49
% respectivamente, a los 21 ddi respecto de las plantas sin zoosporas (P<0.05).
La produccién de masa seca y de volumen de raiz de P. capsici en las tres
concentraciones fue estadisticamente igual (P<0.05) a los 35 ddi. Los resultados
obtenidos sugieren que los mecanismos de defensa de las plantulas de chile
manzano fueron activados, mediante la inoculacién de una cepa atenuada de
Phytophthora capsici.

Palabras clave: Marchitez del chile, control de enfermedades, cepa atenuada,

elicitores, mecanismos de defensa.

Tesis de Doctorado en Ciencias, Universidad Autonoma Chapingo.
Autor: Efrén Cintora Portuguez

Direccion: Dr. Mario Pérez Grajales
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CHAPTER II. DEFENSE ACTIVATION IN Capsicum pubescens
against LOW-VIRULENCE Phytophthora capsici.

ABSTRACT

The use of non-pathogenic strains activates plant defense mechanisms prior to
infection by highly pathogenic strains, which is why it is considered an alternative
strategy to the use of fungicides for disease control. The objective of this research
was to activate defense mechanisms in seedlings of manzano pepper through
inoculation with a strain of low virulence Phytophthora capsici. To achieve this, 90
day old seedlings were inoculated with three concentrations of P. capsici
zoospores (zero, 2x103, and 1x10® zoospores:mL™1). Five destructive samplings
were conducted every seven days to measure root volume, root dry mass, leaf
and stem mass, and oomycete prevalence in roots. The roots of inoculated plants
showed brown discoloration seven days after inoculation (dai), without detecting
stem necrosis or wilting. The root dry mass of seedlings inoculated with
concentrations of 2x10° and 1x108 was 51 and 49 % lower, respectively, at 21 dai
compared to plants without zoospores (P<0.05). The production of dry mass and
root volume of P. capsici in the three concentrations was statistically equal
(P<0.05) at 35 dai. The results obtained suggest that defense mechanisms of
manzano pepper seedlings were activated by inoculation with an attenuated strain
of Phytophthora capsici.

Keywords: Pepper wilt, disease control, attenuated strain, elicitors, defense

mechanisms.

Tesis of PhD of Sciences in Horticultural, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Efrén Cintora Portuguez

Advisor: Dr. Mario Pérez Grajales
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2.1 INTRODUCCION

El patosistema de P. capsici-Capsicum annum ha sido ampliamente estudiado;
sin embargo, el entendimiento de la resistencia hacia este patdégeno no se ha
definido en su totalidad, lo anterior se debe en gran medida a alta variabilidad del
patdégeno la cual confiere diferentes grados de virulencia dependiendo del aislado
y la zona geografica de origen; asi mismo, aunque se han identificado seis
regiones geénicas relacionadas a la resistencia de esta enfermedad, no se ha
logrado generar variedades comerciales de chile que sean resistentes a este
oomiceto, debido a la baja heredabilidad de estos caracteres y a la relacion
espistatica doble recesiva de los genes estudiados (Castro et al., 2012; Moreno
et al., 2003; Reeves et al., 2013).

Las plantas cuentan con diversos mecanismos que les permiten defenderse ante
cualquier proceso de infeccién provocado por los organismos fitopatégenos,
estos mecanismos pueden ser preformados, metabdlicos o una combinacion de
ambos (Castro et al.,, 2012). En el caso de los mecanismos de defensa
metabdlicos ocurre una comunicacion bioquimica entre patégeno y el hospedero,
donde el primero produce una serie de compuestos conocidos como efectores,
gue al ser reconocidos por la planta se activan los mecanismos de defensa, que
incluyen: muerte celular programada (reaccion de hipersensibilidad), produccion
y acumulacion de fitoalexinas; sintesis de compuestos supresores al patégeno
(glicoproteinas, glucopéptidos, calosa, etc.) (Chavez & Zabaleta, 2019). La
mayoria de los compuestos supresores sintetizados por la planta son especificos
a ciertos patogenos, debido al proceso de coevolucién de ambos organismos,
ademas en dicha coevolucion se incluye a la activacion de los genes de
resistencia (R) y sintesis de las proteinas relacionadas a los genes R (El-Hadrami
et al, 2009).

Los oomycetos, como los del género Phytophthora, producen efectores que
permiten el establecimiento del patdégeno durante la patogénesis y son
secretados de manera apoplastica y citoplasmatica en los tejidos del hospedero,

ejemplo de estos son glucanos solubles en agua, los cuales se pueden exportar
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a células vegetales donde aun no invade el patégeno, la exportacion de los
efectores favorece que la planta tenga la capacidad de confinar al patégeno en
ciertas zonas del tejido vegetal, a través de la reaccion de hipersensibilidad (El-
Hadrami et al, 2009; Kim & Kim, 2009, Li et al. 2020).

El uso de organismos no patogénicos como es el caso de Pythium oligandrum,
funciona como un elicitor, que activan los mecanismos de defensa, estos
elicitores al ser parecidos a los efectores producidos por la variante patogénica
de P. oligandrum incluso de otras especies de Pythium sp. y de Phytophthora sp.
confiere una proteccion ante el proceso de enfermedad de estos organismos
(Trillas & Segara, 2009).

El objetivo del presente trabajo fue estimular la activacion de los mecanismos de
defensa de plantulas de chile manzano a través de la inoculacion de una cepa de
Phytophthora capsici de baja virulencia a tres concentraciones de zoosporas, lo
anterior bajo el supuesto de que los mecanismos de defensa producidos evitaran
la reinoculacion del oomiceto y las plantulas mostraran caracteristicas similares

a un testigo sin inocular.

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 LUGAR DE ESTUDIO

La investigacion se llevé a cabo en las instalaciones de la Universidad Autonoma
Chapingo, localizada en Chapingo, México, en un invernadero con cubierta de
vidrio con temperatura media de 15.9 C; humedad relativa media de 61.5 % vy

radiacion media de 470.73 lum-sqf-*-dia.

2.2.2 MATERIAL VEGETAL

Se utilizo la variedad de chile manzano ‘Reynolito’, con ocho generaciones de
autofecundacion, generada en el programa de mejoramiento de chile manzano
de la Universidad Autbnoma Chapingo, con registro SNICS 3291. La siembra se
realizd en charolas de poliestireno de 200 cavidades, se utiliz6 como sustrato

turba humeda, las semillas se colocaron a una profundidad de dos centimetros y
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se cubrieron con vermiculita. Se trasplantaron a los 70 dias después de la
emergencia a macetas de poliestireno con capacidad de 1.7 L con turba como
sustrato. Las plantas fueron regadas con solucion nutritiva Steiner al 50 % con
490 ml-dia?* fraccionado en 10 eventos.

2.2.3 FUENTE DE INOCULO

Se utilizo la cepa de baja virulencia 6143 del oomiceto Phytophthora capcisi L.
proveniente de la coleccion resguardada por el laboratorio de Micologia Agricola,
de la Universidad Auténoma Chapingo. El oomiceto se cultivd durante cinco dias
en medio de cultivo tomate-agar (20 g de agar, 1 000 mL de agua destilada, 200
mL de pure de tomate y 4.5 g de CaCO), en cajas Petri de 90x15 mm de didmetro,
las cuales se colocaron en incubadora con 24 °C y condiciones de obscuridad.
Posteriormente, se agreg6 15 mL de agua destilada estéril y se dejo incubar por
tres dias mas, para estimular la formacién de esporangios. Finalmente, se realiz6
un choque térmico de frio (4 °C, por 30 min) y calor (28 °C, por 90 min) para
favorecer la liberacion de zoosporas. Las zoosporas se recuperaron a través del
lavado de la caja Petri con agua destilada estéril y se ajustdé a dos
concentraciones: 2x10%y 1x10°% zoosporas-mL™.

2.2.4 DISENO EXPERIMENTAL Y EVALUACION

El disefio experimental fue completamente al azar con cinco repeticiones, la
unidad experimental consto de una planta, las tres concentraciones de zoosporas
(cero, 2x10% y 1x10° zoosporas-mL?) se aplicaron a grupos de 40 plantas de chile
manzano con 90 dias de edad. La inoculacion consistio en aplicar cinco ml al
cuello de la planta con la concentracién correspondiente de zoosporas. La
concentracion de cero zoosporas:ml? solo se afiadi6 5 mL de agua destilada

estéril.

Se realizaron muestreos de cinco plantas a los 3, 7, 14, 21, 28 y 35 dias después
de la inoculacion (ddi), para medir el volumen de raiz (mL) se utilizé6 la

metodologia descrita por Cérdoba et al. (2011). La planta fue desecada en raiz,
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tallo y hojas, mismas que se colocaron en una estufa de calor seco a 60 °C

durante 24 horas y se registré su masa en gramos (g).

En cada muestreo se tomé una porcion de la parte superior, media e inferior de
la raiz de cada planta y se sembr6 en cajas Petri de 90x15 mm con medio de

cultivo PDA, para obtener la prevalencia del oomiceto.

2.2.5 ANALISIS ESTADISTICO

En cada uno de los muestreos (3, 7, 14, 21, 28 y 35 ddi), se realizaron analisis
de varianza (ANOVA) de una via y con comparacion de medias de Tukey
(P<0.05). También se realizaron analisis de regresion no lineal con el modelo
exponencial (Y, = B, - eP1¥) para cada concentracién del inoculo y se compararon
de los coeficientes de regresion mediante pruebas basadas en la razon de
verosimilitud generalizada (P<0.05) (Seber & Wild, 1989).

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Las raices de las plantas inoculadas con ambas concentraciones de zoosporas
(2x10% y 1x10°) mostraron coloracién café a partir de 7 ddi, sintoma indicado por
Moreira-Morrillo et al., (2022) y Saltos et al. (2022), lo cual es un efecto

caracteristico de P. capsici (Figural).

El volumen de raiz con la concentraciéon de 2x102 disminuyé (P<0.05) con
respecto al testigo en 49, 37, 45y 51 %, en los muestreos 7, 14, 21 y 28 ddi,
respectivamente. La concentracién de 1x10® disminuyd el volumen de raices
(P=<0.05), solo en los muestreos 7, 21, y 28 ddi con reducciones del orden de 35,
41y 34 %, respectivamente (datos no mostrados). Llama la atencién que en 35
ddi, el volumen de raiz fue similar (P<0.05), en las tres concentraciones de

zoosporas inoculadas (Cuadro 1).

En cuanto a la masa seca de raiz, las plantas inoculadas con concentracion de
2x103disminuyé (P<0.05), respecto al testigo, en 46, 51y 50 %, en los muestreos

7, 21 y 28 ddi. En tanto que, en la concentraciéon de 1x10® zoosporas-mL™*
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disminuyo (P<0.05) en el orden de 32, 48 y 36 %, en los muestreos 7, 21 y 28

ddi, respectivamente.

Testigo (cero)

3ddi

2x10°

1x10°

7ddi

14ddi

21 ddi

28 ddi

Figura 1. Plantulas de chile manzano inoculadas con la cepa 6143 atenuada de

Phytophthora capsici, con tres concentraciones de zoosporas (cero, 2x10° y

1x10°%), muestreadas en 3, 7, 14, 21 y 28 dias después de la inoculacién (ddi).
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Particularmente, en las mediciones de la masa seca de tallo, solo se observo
disminucién (P<0.05) en las plantas inoculadas con la concentracién de 2x103en
orden de 17 % a 28 ddi, y de 15y 31% a los 7 y 28 ddi respectivamente, para la
masa seca de hojas. Mientras que con la concentracién de 1x10° zoosporas-mL-
1, fue similar respecto al testigo (P<0.05).

Cuadro 1. Comparacion de medias del volumen de raiz y masa seca de raiz, tallo
y hoja, muestreados a 28 y 35 dias después de la inoculacion (ddi), en plantulas

de chile manzano inoculadas con la cepa 6143 atenuada de Phytophthora
capsici, a tres concentraciones.

28 ddi
ovemarae d\e/?lal_:;n(ergl) MS-raiz () MS-tallo (g) MS-hoja ()

Testigo (cero) 36.67 A 3.34 a 221 a 293 a
2x103 17.77 B 167 b 1.82 b 201 b
1x108 24.10 B 212 b 1.44 ab 2.46 ab
C.vV. 21.02 23.13 16.82 11.11
DMSH 9.50 0.94 0.53 0.48

35 ddi
Testigo (cero) 4558 A 551 a 290 a 3.82 a
2x103 46.09 a 524 a 249 a 3.45 a
1x108 42.70 a 452 a 254 a 3.28 a
C.V. 31.57 34.51 27.41 20.22
DMSH 25.09 3.12 1.29 1.26

*Letras minUsculas diferentes en la misma columna, muestra diferencia
significativa con P<0.05; MS: Masa seca; C.V.: Coeficiente de variaciéon; DMSH:
Diferencia minima significativa homologada.

Estos resultados sugieren la posible presencia de activacién de los mecanismos
de defensa por el efecto de la cepa 6143 atenuada, al detectar los efectores (Fan
et al., 2018, Stam et al., 2013) y contrarrestar la colonizacion del patégeno. El-
Hadrami et al. (2009) mencionaron la actividad de un gen sefializador que codifica
la enzima beta glucoronidasa en plantas de chicharo inoculadas con una cepa

del oomiceto no patogénico.

De acuerdo con los estudios de Wang et al. (2013), la actividad de los metabolitos
secundarios en la raiz para la defensa de Capsicum annum, como la peroxidasa

y la B-1,3-glucanasa es mayor cuando existe una relacién incompatible entre
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patdgeno-hospedero, razén por la que se sugiere que en futuras investigaciones

se evalué el contenido de estas enzimas.

El uso de cepas no patogénicas se encuentra ligado a la resistencia sistémica
inducida (ISR), la cual tiene como caracteristica que la activaciéon de los
mecanismos de defensa de la planta y sus compuestos sintetizados son capaces
de ser transferidos a cualquier parte vegetal disponible (Delgado-Oramas, 2020;
Heil & Bostock 2002). Ademas, con la liberacion de elicitores como el 3-glucano,
que ocurre durante el proceso de patogénesis de P. capsici, la planta comienza

la sintesis de enzimas hidroliticas (Castro et al., 2012).

Algunos ejemplos de la utilizacion de cepas no patogénicas son Fusarium sp. y
Phytium sp.; al respecto, Singh (2016) encontré mayor volumen de raiz en plantas
inoculadas de jitomate. También, Li et al. (2020) demostraron que al silenciar la
expresion de un efector producido por P. capsici la patogenicidad del oomiceto

es reducida e impidio la manifestacion de sintomas de la enfermedad.

La prevalencia de P. capsici de la cepa 6143 atenuada para invadir las raices de
las plantulas de chile manzano, en la concentracién de 2x10° zoosporas-mL™ se
incrementd de 6, 20, 26 hasta 66 % en los muestreos de 3, 7, 14 y 21 ddi,
respectivamente. Mientras que con la concentracion de 1x10° zoosporas: mL™?,
la prevalencia fue de 13, 26, 40 y 46 %, en los mismos muestreos, y prevalencia
cero para el testigo sin inocular. Finalmente, la prevalencia del oomiceto
disminuyé a 33 %, en las plantas inoculadas con la concentracion de 2x103
zoosporas-mL* a 28 y 35 ddi; en contraste, la prevalencia de P. capsici fue de 20

y 26 %, en las plantas con concentracion de 1x108 zoosporas mL™* (Figura 2).

La mayor prevalencia del oomiceto fue en la parte media y superior de la raiz,
esto de acuerdo con Zhou et al. (2017), se debe a que las zoosporas de P.
capsici, buscan establecerse en el primer tejido de la rizosfera con el que tenga
contacto. De acuerdo con Saltos et al. (2022), para que se lleve a cabo el proceso
de patogénesis es necesario que el patdgeno se adhiera a la superficie de la raiz

y forme el haustorio que le permita ingresar al tejido vegetal.
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Testigo (cero)

Superior -

Medio -

Inferior

2x1073

Superior -

Medio -

Inferior -

1x1076

Superior -

Medio -+

Inferior +

10

20
ddi

0%
20 %
40 %

60 %

80 %

Figura 2. Porcentaje de prevalencia de la cepa de Phytophthora capsici 6143
atenuada en el estrato superior, medio e inferior de raices de plantulas de chile
manzano, con tres concentraciones de zoosporas (cero, 2x103 y 1x109),

muestreadas en 3, 7, 14, 21 y 28 dias después
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Figura 3. Regresores estimados correspondientes a una regresion no lineal con
modelo exponencial (Y, = By - eP1%) para volumen de raiz y masa seca de raiz,
tallo y hoja, muestreados a 3, 7, 14, 21, 28 y 35 dias después de la inoculacién
(ddi), en plantula de chile manzano inoculadas con la cepa 6143 atenuada de
Phytophthora capsici, a tres concentraciones de zoosporas: mL™2.
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El hecho de que el oomiceto atenuado no causo la muerte de las plantulas de
chile manzano, inoculadas con 2x103% y 1x10® zoosporas-mL™, sugiere, que
acuerdo con Lamour et al. (2012), el oomiceto se mantuvo en la fase biotréfica;
en la que las células del hospedero no presentaron algun tipo de dafio visual,
debido a una supresion local o activacion de los mecanismos de defensa que
impidieron al ciclo de la enfermedad avanzar a su fase necrofitica.

Cuadro 2. Comparacion de las tasas de crecimiento (B1), de los modelos de
regresion exponencial, a través de los intervalos de confiabilidad de la prueba de

verosimilitud, inoculadas con la cepa 6143 atenuada de Phytophthora capsici, a
tres concentraciones de zoosporas-mL*!

Concentracion  Volumen de raiz Masa seca de raiz Masa seca de tallo Masa seca de hoja

Testigo (cero) 0.06709 a 0.060348 a 0.04611 a 0.037930 a
2x108 0.05220 b 0.047000 b 0.04501 a 0.041977 a
1x106 0.05656 ab 0.054210 ab 0.03823 a 0.034660 a

0.04

0.08 ‘
0.02 ‘

0 |
-0.02 ‘ |
-0.04
-0.08

‘ | I ' \ 1 I W

c1 C_2 c3 c1 c2 c3 c1 cz ca c1 cz c3
L -D.0459 -0.0324 -0.0054 L -0.0599 0.042 0.016 L -0.0086 -0.0059 -0.0104 L 00088 -0.0072 0.006

Ls  -0.0095 0.0078 0.0363 Ls  -0.0051 00119 0.0508 Ls 00154 0.0204 00182 Ls  0.0087 00112 0.0131

* Letras minusculas diferentes dentro de la misma columna es significativo con
P<0.05; si el intervalo de verosimilitud generalizada contiene al cero (linea
central), no se rechaza la hipotesis nula; Cl: comparacion de las tasas de
crecimiento (B,) entre el testigo y las plantas inoculadas con 2x103 zoosporas-mL-
. C2: comparacion de las tasas de crecimiento (B.) entre el testigo y las plantas
inoculadas con 1x10® zoosporas-mL; C3: comparacién de las tasas de
crecimiento (:) en las plantas inoculadas con 2x10% y 1x108 zoosporas: mL™.

El andlisis de regresién no lineal con modelo exponencial (Figura 3), presento
una correcta explicacién de los datos observados con los valores predichos, a
excepcion del volumen de raiz y masa seca de raiz a los 35 ddi, en las plantulas
inoculadas con las concentraciones de 2x10° y 1x10° zoosporas-mL, donde la
media se desvia considerablemente de la linea de regresiéon. De acuerdo con los
intervalos de confiabilidad de la prueba de verosimilitud generalizada de las tasas
de crecimiento (B.), la masa seca de hojay tallo de las plantulas de chile manzano
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no presentaron diferencias (P<0.05) en las tres concentraciones inoculadas de la
cepa 6143 atenuada de P. capsici. Sin embargo, para el volumen y masa seca
de raiz la Unica diferencia (P<0.05) observada fue entre el testigo y las plantulas

inoculadas con la concentracion de 2x102 zoosporas-mL* (Figura 4).

La activacion de los mecanismos de defensa a través del uso de cepas atenuadas
de P. capsici sugiere una relacion estrecha ligada a la concentracion del inoculo

que se utilice, similar a lo encontrado por Castro et al. (2012).

2.4 CONCLUSION

Se estimulo la activacion de los mecanismos de defensa de las plantulas de chile
manzano a través de la inoculacién de la cepa 6143 de baja virulencia de
Phytophthora capsici Leo. a tres concentraciones de zoosporas, evitando la
reinoculacion del oomiceto a los 35 dias después de la inoculacién, fecha en la
que las plantulas inoculadas con las concentraciones de 2x10% y 1x10°
zoosporas mL! produjeron la misma masa seca de hoja, tallo y raiz que el testigo

sin inocular.
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CAPITULO Ill. EFECTO DE ELICITORES EN LA PRODUCCION

DE CAPSIDIOL DE DOS GENOTIPOS DE Capsicum pubescens

Y EN EL CHILE SERRANO CRIOLLO MORELOS 334 (Capsicum
annuum) PARA LA RESISTENCIA A Phytophthora capsici

RESUMEN

La marchitez causada por Phytophthora capsici, representa un problema en el
cultivo de chile, ya que disminuye su productividad y calidad de fruto. El presente
estudio investigo el potencial de diferentes elicitores aplicados a la raiz, en dos
genotipos de chile manzano (L1 y L3) (Capsicum pubescens) y en el chile serrano
Criollo Morelos-334 (CM334) (Capsicum annuum), para estimular la produccion
de capsidiol en raiz y activar la resistencia sistémica adquirida (RSA). En un
experimento se aplicaron seis elicitores a la raiz (metalaxil, acibenzolar,
quitosano, fosfanato de potasio, Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis), y se
evaludé la concentracion del capsidiol en mg-mL*-g! de raiz; y en otro
experimento se inoculo la cepa 6143 de P. capsici en raices y tallos, alos 7y 14
dias después de aplicar elicitores (DDA), y se midio6 la severidad del dafio visual
en raiz (%) y la longitud de necrosis en tallo (mm). Los resultados indican que el
CM334, tuvo mayor concentracién de capsidiol a los 7 y 14 DDA (2.63 y 3.17
mg-mL~, respectivamente), en contraste de 0.35 y 1.33 mg-mL™* a los 7DDA y
0.22y 0.60 mg-mL* alos 14DDA (P<0.05), en L1y L3, respectivamente. Ademas,
el CM334 presenté menor dafio visual en raices (12 %) y necrosis (7.4 mm),
comparado con L1 y L3 (41.32 % y 32.29 %, y 654 mm y 39.6 mm,
respectivamente). El chile manzano, el quitosano y Trichoderma harzianum
mostraron variaciones en la produccion de capsidiol y, por ende, en la RSA.

Palabras clave: Resistencia Sistémica Adquirida, fitoalexina, Criollo Morelos-
334.
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CHAPTER Ill- EFFECT OF ELICITORS ON CAPSIDIOL
PRODUCTION IN TWO Capsicum pubescens GENOTYPES AND
THE SERRANO LANDRACE CRIOLLO MORELOS 334
(Capsicuum anuum) FOR Phytophthora capsici RESISTANCE.

ABSTRACT

Wilt caused by Phytophthora capsici represents a challenge in pepper farming,
as it decreases production and affects fruit quality. This study explored the
potential of different elicitors applied to roots in two genotypes of manzano
peppers (L1 and L3) (Capsicum pubescens), and of serrano landrace CRIOLLO
MORELOS 334 (CM344) (Capsicuum anuum), to stimulate capsidiol production
in roots, and activate acquired systemic resistance (ASR). In one trial, six elicitors
were administered to roots (metalaxyl, azibenzolar, Quitosano, Fosfanato de
potasio, Trichoderma harzianum and Bacillus subtilis), and capsidiol
concentrations were recorded in mg-mL1-g? of root tissue, while in another
experiment, the 6143 isolate of P. capsici was inoculated in roots and stems.
Seven and fourteen days after inoculation (DAI), visual severity of root damages
(%) and length of stem necrosis (mm) were measured. Obtained results indicate
that CM334 produced the highest capsidiol concentration both 7 and 14 after
inoculation (2.63 and 3.17 mg-mL, respectively), differing from 0.35 and 1.33
mg-ml? found at 7 DAI, and 0.22 and 0.60 mg-ml* found at 14 DAI (P<0.05), in
L1 and L3, respectively. Additionally, CM334 demonstrated the least visual
damage in roots (12 %) and stem necrosis (7.4 mm), when compared to L1 and
L3 (41.32 % and 32.29 %, and 65.4 mm and 59.6 mm, respectively). Manzano
peppers, along with quitosano and T. harzianum applications, demonstrated
variations in capsidiol production, and ergo, in ASR.

Key words: Systemic acquired resistance, Phytoalexins, Criollo Morelos-334
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3.1 INTRODUCCION

En las plantas, el metabolismo secundario proporciona la capacidad de
defenderse contra plagas (Sepulveda et al., 2003), a través de los mecanismos
de defensa, mismos que son inducidos por diferentes factores ambientales y han
sido estudiados desde principios del siglo XX. El término de “resistencia inducida”
se acufio en el afio 2000 (Delgado-Oramas, 2020), el cual se refiere a una
respuesta local o sistémica ante una infeccion (Ku¢, 2001; Van Loon, 1997), en
la actualidad existen dos formas de resistencia inducida, la resistencia sistémica
adquirida (RSA) y la resistencia sistémica inducida (RSI) y son resultado a la
exposicion de la planta a microorganismos no patogénicos, virulentos o

avirulentos (Choudhary et al., 2007).

Los principales mecanismos de defensa de las plantas son la sintesis de
proteinas R, acumulacion de acido salicilico (AS) y &cido jasménico (AJ),
modificacion de la pared celular, acumulacion de enzimas hidroliticas (quitinasas,
B-1,3-glucanasa) (Heil & Bostock, 2002) y formacién de fitoalexinas como el
capsidiol, escopoletina, resveratrol, etc. (Ahuja et al., 2012). La activacion de los
mecanismos de defensa provocada por la RSA o por la RSI es mas répida y
efectiva, a este proceso se le conoce como cebado o ‘priming’ en inglés (Conrath
et al., 2001). El cebado se alcanza con la interaccion de la planta con
microorganismos benéficos como Trichoderma sp., Bacillus sp, rizobacterias y
microrrizas (Shoresh et al., 2010); también de agroquimicos como el metalaxil,

acibenzolar, fosfitos, fosetil y quitosano (Guarnizo et al., 2020).

Para llevar a cabo la activacion de los mecanismos de defensa de la planta, es
necesario la interaccibn metabdlica con los microorganismos o de agroquimicos
denominados elicitores y es indispensable el reconocimiento por la célula vegetal
(Benhamou, 1996), para realizar diferentes estrategias de defensa como la
acumulacion de iones de calcio en la membrana celular (Meena et al., 2022)
conlleva a una serie de cambios como el cierre de canales idnicos, cambios de

polaridad, activacion de cinasas (Garagounis et al., 2021), mayor concentracion
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de AS y AJ y posteriormente la reaccion de hipersensibilidad (Choi & Hwang;

2015), lo que se conoce como RSIy RSA (Oostendorp et al., 2001).

La actividad enzimatica en la sintesis de fitoalexinas se considera como un
proceso clave durante la activacion de los mecanismos de defensa en
solanaceas (Egea et al., 1996b), especificamente de la 5-epi-aristoloqueno
sintetasa, catalizador de compuestos sesquiterpenicos como el capsidiol en
plantas de tabaco y chile (Zavala et al., 2000). El capsidiol se ha identificado como
uno de los metabolitos de defensa mas importantes para el combate de
patdgenos en estas especies (Araceli et al., 2007) y esta involucrado tanto en la
RSIy como en la RSA (Maldonado et al., 2008).

El chile manzano (Capsicum pubescens R. y P.) es un cultivo tipicamente
establecido en las zonas altas y templadas de México, tanto en condiciones de
campo abierto como en invernadero (Pérez & Castro, 2008). Se ha observado un
crecimiento en la produccion y rentabilidad de este cultivo en ambos sistemas de
produccion (Puente et al., 2014). Los genotipos L1 y L3 son lineas progenitoras
del hibrido ‘Dali’ de chile manzano, obtenidos dentro del programa de
mejoramiento genético de chile manzano de la Universidad Autonoma Chapingo.
Entre las estrategias evaluadas para el manejo de la marchitez causada por P.
capsici se encuentra el uso del chile serrano ‘Criollo Morelos 334’ como
portainjerto del chile manzano (Pérez et al., 2021).

Sin embargo, debido que la RSA y RSI son estrategias de manejo y control de
enfermedades con mayor potencial para la sustentabilidad en el manejo de
cultivos (Vallad & Goodman, 2004), el objetivo de esta investigacién fue medir la
concentracion de capsidiol y su relacion con la respuesta de resistencia sistémica
adquirida a la marchitez causada por el oomiceto Phytophthora capsici Leo., en
dos genotipos de chile manzano ‘L1’ y ‘L3’ (Capsicum pubescens R. y P.) y uno
de chile serrano ‘Criollo Morelos 334’ (Capsicum annuum L.), tratados con seis
elicitores y aplicados a la raiz. Bajo la hipotesis que el ‘Criollo Morelos 334’ tendra
mayor concentracion de capsidiol, menor severidad dafo en raiz y longitud de

necrosis en el tallo que el chile manzano.
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 MATERIAL VEGETAL

Se evaluaron dos lineas avanzadas de chile manzano (Capsicum pubescens R.
y P.) ‘L1’ y ‘L3, generadas en el programa de mejoramiento de chile manzano de
la Universidad Autonoma Chapingo (UACh) y el chile serrano (Capsicum annum
L.) ‘Criollo Morelos-334’ (CM334), resistente a Phytophthora capsici (Castro et
al., 2012), del mismo programa. La siembra de los tres genotipos de chile se llevé
a cabo en charolas de poliestireno de 200 cavidades y se utilizé turba humeda
como sustrato, 60 dias después fueron transplantadas en macetas de polivinilo
con capacidad de 1.5 L rellenas con una mezcla de turba (50 %), vermiculita (25
%) y perlita (25 %). Las plantulas fueron regadas con solucion nutritiva de Steiner
al 50 % de concentracion con un gasto de 490 mL-dial-planta’t, fraccionado en

10 eventos de riego por goteo.

3.2.2 ELICITORES Y DOSIS

Se estudiaron seis elicitores, dos de origen quimico (metalaxil y acibenzolar), dos
organicos (fosfanato de potasio y quitosano) y dos bio-fungicidas (Trichoderma
harzianum y Bacilus subtilis) (Godinez et al., 2020; Lyon, 2014). La aplicacién de
los elicitores se realiz6 30 dias después del transplante (100 dias después de la
siembra), las dosis de cada ingrediente activo (i.a.) fueron las siguientes:
metalaxil (1.68 mL-L de i.a), acibenzolar (200 mg-L? de i.a.-), fosfanato de
potasio (150 mg-L* dei.a.), quitosano (250 mg-L* dei.a.), T. harzianum (60 000
000 ufc-L?), B. subtilis (60 000 000 ufc-Lt) y un testigo (Blanco), al cual se le
aplicé agua destilada estéril. La aplicacion de los elicitores implicé la adicién de
50 mL de cada solucion preparada a la base del tallo de cada plantula.

3.2.3 EXPERIMENTO 1: EXTRACCION Y MEDICION DE LA

CONCENTRACION DE CAPSIDIOL

La extraccion de capsidiol se realizé mediante una serie de tres experimentos

completamente al azar con arreglo factorial de doble entrada 3x7 con tres
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repeticiones, la unidad experimental consistio en una plantula por tratamiento
(100 dias de edad). Se separd y lavé la raiz de cada plantula a los cero, 7y 14
dias después de la aplicacion de los elicitores (DDA) y se midio la masa fresca
en gramos (g). Luego, se congel6 la raiz con nitrégeno liquido y se macero hasta
obtener un polvo fino, después se transfirié a un tubo de centrifugado de 15 mL,

al que se afnadieron 10 mL de diclorometano (Song et al., 2019).

Posteriormente, se centrifugé a 5000 revoluciones por minuto, durante cinco
minutos y se dejo reposar durante 36 horas. Pasado este tiempo, se centrifugo
nuevamente en las mismas condiciones y se recuperd el sobrenadante en un
nuevo tubo para evaporar el solvente a bafio maria a una temperatura de 90 °C.
El soluto resultante se re-diluyd con 1 mL de acetonitrilo y se filtr6 a través de
acrodiscos de PTFE con poro de 0.2 um. Las muestras filtradas se analizaron en
el HPLC Agilent® mod. HP-1260, equipado con un detector de UV y una columna
Agilent HYPERSIL ODS de 4.0 x 250 mm y 5 um de tamafio de particula, con un
tiempo de corrida por muestra de 22 minutos.

La concentracion del capsidiol en las raices se determind con el area bajo la curva
(ABC) calculada por el HPLC, se utilizo la sefial correspondiente a una longitud
de onda de 209.4 nm, se calculé la concentraciéon de en mg-ml?, utilizando el

ABC de la muestra estandar de capsidiol (1.5 mg-mL?), con la siguiente ecuacion:

(ABCmueStra*l.Smg-mL_l)
ABCestandar
g de raiz fresca

Concentracion de capsidiol =

3.2.4 EXPERIMENTO 2: EVALUACION DE LA RESISTENCIA SISTEMICA

ADQUIRIDA (RSA)

Para la evaluacién de la RSA se utilizé un disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial de doble entrada 3x8 con cuatro repeticiones, la unidad
experimental consistid en tres plantulas por tratamiento. A los siete DDA de los
elicitores, se llevo a cabo la inoculaciéon de Phytophthora capsici. Para ello, se
agregd 5 mL al cuello de la planta con la suspensién de zoosporas, a una

concentracion de 3x10° zoosporas-mL1. Ademas, se incluyé a un doble testigo
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al cual se le afiadié 5 mL de agua destilada estéril (Godinez et al., 2020). A los
14 DDA, se corto el tallo de las plantulas a la altura de la primera bifurcacion,
aproximadamente 30 y 15 cm, para el chile manzano y el CM334,
respectivamente, sobre el corte del tallo, se colocé un disco de 5 mm de diametro
de tomate agar que contenia el micelio del oomiceto P. capsici y se cubrié con
papel aluminio (Union Internacional para la Proteccion de las Obtenciones
Vegetales, 2018).

Se midid la longitud (mm) del avance de la necrosis en el tallo, a los 7, 14 y 21
dias después de la inoculacion del oomiceto en tallo (DDIT). A los 35 DDA, se
separd la plantula de la maceta de cultivo y se procedié a lavar la raiz, para
determinar el dafio fisico de las mismas. Para ello, en este estudio, se propuso y
utilizé una escala diagramatica del dafio (%) fisico en raices de chile manzano,

causado por P. capsici, a los 140 dias de edad de las plantulas (Figura 4).

Class 1 Class 2 Class 3 Class 4 Class 5 Class 6
0 % 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %

Figura 4. Escala diagramatica para la evaluacién del dafio fisico (%) en raices de
chile manzano (Capsicum pubescens R. y P.), atacadas por Phytophthora capsici
Leo., propuesta de este trabajo.

3.2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para la concentracion de capsidiol, severidad de dafio fisico en raiz y longitud de

necrosis en tallo, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y comparacion de
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medias de Tukey-Kramer (P<0.05). Ademas de andlisis de regresion no lineal con
modelos exponenciales (Y, = S - eP1*) y cuadraticos (Y, = Bo + B1x + B,x?) para
las interacciones de genotipo y elicitores evaluados para la concentracion de

capsidiol.
3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 PRODUCCION DE CAPSIDIOL EN RESPUESTA A LA APLICACION DE

ELICITORES

La concentracion de capsidiol en el Criollo Morelos 334 (CM334) superé
significativamente a la L3 de chile manzano con 47 y 81 % (P<0.05) alos 7 y 14
dias después de la aplicacion de los elicitores (DDA), respectivamente y mas aun
ala ‘Ll con 87y 93 %. Aunque, antes de la aplicacion de los elicitores la ‘L3’ de
chile manzano fue el genotipo que mayor concentracion de capsidiol (Cuadro 3).
Cuadro 3. Comparacion de medias de la concentracion de capsidiol, sin
aplicacién y alos 7 y 14 dias después de la aplicacion de los elicitores (DDA), en

dos genotipos de chile manzano (L1 y L3) y en el chile serrano Criollo Morelos
334 (CM334).

Concentracion de capsidiol mg-mL-"-g™" of root tissue

Genotipo Sin aplicacion de elicitor 7 DAA 14 DAA

L1 0.03 c* 0.35 ¢ 022 c
L3 0.34 a 133 b 0.60 b
CM334 0.11 b 263 a 3.17 a
C.V. 18.93 34.21 27.81
DMSH 0.02 0.37 0.27

*Letras minUsculas diferentes en la misma columna, muestra diferencia
significativa con P<0.05; C.V.: Coeficiente de variacion, DMSH: Diferencia
minima significativa homologada.

Las mediciones del capsidiol en CM334, superaron la concentracion de 2 mg-mL-
1 a los siete y 14 DDA, de acuerdo con lo publicado por Castro et al. (2012) y
Egea et al. (1996a), la accion de defensa del capsidiol depende de su
concentracion, teniendo una accion fungistatica a 3.75 mM y fungitéxica a niveles

mayores de 5 mM, lo que equivale aproximadamente a 0.887 y 1.182 mg-mL*,
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respectivamente. La importancia de esta fitoalexina, de acuerdo con
Giannakopoulou et al. (2014), es que reduce en 50 % el contenido de proteinas

de la membrana celular de P. capsici y un 33 % de los fosfolipidos.

La alta produccion de capsidiol observada en las raices del CM334, se relaciona
con lo mencionado en los estudios de Glosier et al. (2008) y Oelke & Bosland,
(2006), al establecer que el Criollo Morelos-334 es la fuente de resistencia mas

estable a la enfermedad de la marchitez causada por P. capsici.

También se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en la concentracion
de capsidiol entre los dos genotipos de chile manzano, destacando la L3 con los
mayores valores, ademas de alcanzar niveles fungitéxicos con 1.33 mg-mL? a
los 7 DDA (Cuadro 3). En particular, la L3 es una linea pura que se emplea como
progenitor en varios de los hibridos comerciales de chile manzano. Incluso, se
tiene su registro en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales del Servicio
Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS) y se caracteriza por
tener un porte de planta intermedio (entrenudos de tamafio medio), alto
rendimiento de fruto de tamafio medio y pericarpio grueso, de color amarillo
intenso y de larga vida poscosecha, que le proporciona alto valor comercial
(Pérez et al., 2019; Pérez et al., 2021), y en adicidén a estas caracteristicas ahora
se incorpora su capacidad de respuesta favorable en la produccién de capsidiol
con la aplicacion de elicitores.

3.3.2 PRODUCCION DE CAPSIDIOL EN LA INTERACCION GENOTIPO POR

ELICITOR

La mayor produccion de capsidiol alcanzada en la interaccion Genotipo x Elicitor
fue de 5.386 mg-mL1-g de raiz a los 7 DDA, (P<0.05), en el CM334 vy el elicitor
quitosano, mientras que la menor fue de 0.032 mg-mL*-g! de raiz a los 7 DDA,
en mismo genotipo con Bacillus subtilis. Para el caso de la L1 de chile manzano
la interaccion con el metalaxil fue la de mayor concentracion de capsidiol con
1.578 mg-mL*-g? de raiz a los 7 DDA y la minima se registré con Trichoderma

harzianum con 0.004 mg-mL*-g* de raiz a los 14 DDA. En la L3 de chile manzano
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la concentracion maxima de capsidiol se alcanzé con T. harzianum con 2.598
mg-mL~*-g* de raiz a los 7 DDA y la minima de 0.003 mg-mL*-g* de raiz a los 14
DDA en el Blanco sin elicitor. Este comportamiento indica que la produccion de
capsidiol dependera del genotipo de chile y el elicitor empleado.

En contraste, la concentracion del capsidiol en la interaccion del CM334 sin
inductor, mostré una eficiencia igual (P<0.05) a las mediciones con inductores a
los 14 DDA (Figura 5), lo cual es consistente con la complejidad de la maquinaria
bioquimica involucrada en la resistencia a P. capsici (Chavez-Diaz & Zabaleta-
Mejia, 2019).
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Figura 5. Comparacion de medias de minimos cuadrados Tukey-Kramer, de la
interaccion (Genotipo x Inductor), en plantulas de dos genotipos de chile
manzano (L1 y L3) y el chile serrano Criollo Morelos-334 (CM334). *Letras
minusculas diferentes en la misma fila muestra diferencia significativa a los 7DDA
con P<0.05. Letras mayusculas diferentes en la misma fila muestra diferencia
significativa a los 14DDA con P<0.05.

Los analisis de regresion (Cuadro 4) revelaron que la respuesta en la
concentracion del capsidiol predicha a la influencia del acibenzolar y B. subtilis,
mostraron una distribucién exponencial (P<0.05), destacando este ultimo por su

mayor tasa de crecimiento. Estos resultados corresponden a las mediciones del
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CM334 y la L1 del chile manzano. En contraste, se identificaron respuestas
cuadraticas ante la influencia de metalaxil, quitosano, fosfanato de potasioy T.
harzianum (P<0.05), este comportamiento es caracteristico de una respuesta
donde se alcanza un punto méaximo, seguido de una disminucién en la misma.
Dichos patrones se reflejan en los tiempos de 9.5, 8.7, 8.6 y 10.6 DDA para el
genotipo CM334, mientras que para la linea L1 se predijeron tiempos maximos

de 7.4, 6.5, 7.0 y 6.6 DDA en los mismos inductores (Figura 5).

Cuadro 4. Modelos ajustados de regresion no lineal (Y, = f, - efrxy Y, =PBo+
B1x + B,x?) para la concentracion de capsidiol, medida a los cero, 7 y 14 dias
después de la aplicacion de elicitores (DDA), de la interaccion (Genotipo X
Inductor), en plantulas de dos genotipos de chile manzano (L1 y L3) y el chile
serrano Criollo Morelos 334 (CM334).

- L R-
Interaccién Modelo de regresion ajustado para la cuadrada
Genotipo x Elicitor concentracion de capsidiol .
ajustada
Metalaxyl y = 0.114237 + 0.410089x — 0.02157x? 0.896
Azibenzolar y = 0.8654210 - g0:110635x 0.790
Quitosano y = 0.114237 + 1.260173 — 0.07244x? 0.847
CM334 Fosfanato de potasio y = 0.114237 + 0.729543x — 0.04225x? 0.902
Trichoderma harzianum y = 0.114237 + 0.716491x — 0.0339x? 0.808
Bacilus subtilis y = 0.09469 - 0-251544x 0.992
Control y = 0.582491 - ¢0:139926x 0.859
Metalaxyl y = 0.03039 + 0.418477x — 0.0282x? 0.910
Azibenzolar y = 0.148624 - ¢0:129161x 0.912
Quitosano y = 0.03039 + 0.015741x — 0.00122x? 0.796
L1 Fosfanato de potasio y = 0.020257 + 0.081535x — 0.00584x2 0.999
Trichoderma harzianum y = 0.03039 + 0.030243x — 0.0023x? 0.870
Bacilus subtilis y = 0.021071 - g0-163484x 0.871
Control y = 0.013918 - g0-069027x 0.827
Metalaxyl y = 0.343235 + 0.118818x — 0.00874x2 0.963
Azibenzolar y = 0.369593 - ¢0:110292x 0.924
Quitosano y = 0.343235 + 0.217106x — 0.01625x2 0.969
L3 Fosfanato de potasio y = 0.343235 + 0.080803x — 0.00485x2 0.901
Trichoderma harzianum y = 0.343235 + 0.564933x — 0.03469x> 0.937
Bacilus subtilis y = 0.343235 + 0.505394x — 0.03778x2 0.991
Control y = 0.343235 + 0.384843x — 0.02923x2 0.986

El genotipo L3 de chile manzano mostro una sintesis de capsidiol,

significativamente mayor (P<0.05) en respuesta a los inductores biologicos (T.
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harzianum y B. subitilis) a los 7 DDA. Los analisis de regresion para este genotipo
revelaron una respuesta cuadratica en la concentracion de capsidiol para todos
los inductores evaluados, excepto para el acibenzolar el cual presenté una
tendencia exponencial. Se predijeron tiempos maximos de 6.8, 6.7, 8.3, 8.1y 6.7
DDA para el efecto del metalaxil, quitosano, fosfanato de potasio, T. harzianumy

B. subtilis, respectivamente (Cuadro 4).

3.3.3 SEVERIDAD DE LA MARCHITEZ

De acuerdo con las “Directrices para la ejecucion del examen de la distincién, la
homogeneidad y la estabilidad” para el cultivo de chile de la Union Internacional
para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (2018), un genotipo se
considera altamente resistente a P. capsici, si muestra un avance de la necrosis
en tallo menor a cinco mm por semana. Este criterio se cumplié con el CM334,
donde la diferencia entre las mediciones semanales de las necrosis de tallo no
superd los cuatro mm (Cuadro 3). Lo que coincide con lo ya mencionado por
Castro et al. (2012), Glosier et al. (2008) y Oelke & Bosland (2006); al catalogarlo
como la fuente estable y universal de resistencia a P. capsici.

En contraste, para ambos genotipos (L1 y L3) de chile manzano, el avance de la
necrosis semanal en tallo varié desde los 15 mm hasta los 40 mm (Cuadro 3),
gue supera significativamente la referencia de los 5 mm establecida por la UPOV
(2006), para catalogarlos como variedades resistentes a P. capsici. Al respecto,
Vallejo et al. (2019), evaluaron a la resistencia de 16 genotipos de chile manzano

a P. capsici y solo encontraron tolerancia en tres genotipos.

Asi mismo, T. harzianum registré el menor avance de necrosis en tallo en la L3
de chile manzano (P<0.05) a los 14 y 21 DDA (Cuadro 5). En relacion con esto,
se sabe que T. harzianum promueve la acumulacion del acido salicilico en los
vasos del floema en plantas tabaco y que esta acumulacion activa diferentes
mecanismos de defensa independientes entre si Alfiky & Weisskopf, (2021),
Ezziyyani et al. (2005), Khan et al. (2022), Kessmann et al. (1994) y Pieterse et
al. (2014). También, Jimenéz et al. (2013), indicaron la accion sistémica de los

mecanismo de defensa en plantas de ajo, tratadas con T. harziamun, a través de
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la accion de enzimas peroxidasas, polifenol oxidasa y de la B-1,3-glucansa,
proteinas involucradas en la acumulacion de acido salicilico y acido jasmonico,
para la posterior indicacion de la sintesis de fitoalexinas (Ahuja et al., 2012;
Gayoso et al., 2004; Quispe & Garcés, 2022), y la respuesta de la L3 de chile
manzano y el tabaco con T. harzianum se relaciona al pertenecer a la misma
familia botanica (Solanaceae).

Cuadro 5. Comparacién de medias de minimos cuadrados Tukey-Kramer, de la
interaccion Genotipo x Inductor, en la severidad visual de raiz (%) y longitud de
necrosis en tallo (mm), a los 7, 14 y 21 dias después de la inoculacién en tallo

(DDIT), en dos genotipos de chile manzano (L1 y L3) y el chile serrano Criollo
Morelos 334 (CM334).

- Necrosis en tallo (mm) Severidad
Int_eracmon _ (%) visual
Genotipo x Elicitor 7 DDIT 14 DDIT 21 DDIT P
en raiz
Metalaxyl 5.29 a 5.83 a 7.88 a 8.33 a*
Azibenzolar 5.13 a 450 a 6.38 a 18.33 a
Quitosano 492 a 7.00 a 8.08 a 20.00 a
cM Fosfanato de potasio 3.67 a 6.63 a 8.58 a 545 a
Trichoderma harzianum 6.88 a 7.25 a 9.38 a 28.33 a
Bacilus subtilits 5.00 a 8.25 a 9.67 a 6.67 a
Blanco 4.67 a 8.04 a 9.71 a 10.00 a
Control (sin inocular) 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 b
Metalaxyl 18.63 bc 47.46 b 73.58 bc 27.27 bc
Azibenzolar 14.11 ¢ 28.00 c 39.21 d 49.09 ab
Quitosano 3356 a 51.21 ab 56.11 cd 36.67 b
L1 Fosfanato de potasio 19.25 bc 45.79 b 73.54 bc 46.67 b
Trichoderma harzianum 1500 ¢ 68.79 a 104.50 a 75.00 a
Bacillus subtilis 17.83 bc 42.79 bc 68.38 bc 33.33 b
Blanco 28.00 ab 54.67 ab 89.46 ab 51.67 ab
Control (sin inocular) 0.00 d 0.00 d 0.00 e 0.00 c
Metalaxyl 21.17 a 39.22 ab 35.75 bc 41.67 ab
Azibenzolar 1417 a 3254 b 38.25 bc 29.67 b
Quitosano 1554 a 37.67 ab 51.54 abc 40.00 ab
L3 Fosfanato de potasio 1729 a 3158 b 4458 abc 30.00 ab
Trichoderma harzianum 1454 a 2367 b 30.63 ¢ 41.67 ab
Bacillus subtilis 19.17 a 51.42 a 54,71 ab 25.00 bc
Blanco 16.38 a 34.88 ab 61.88 a 53.33 a
Control (sin inocular) 0.00 b 0.00 c 0.00 d 0.00 c

* Letras minusculas diferentes en la misma columna, muestra diferencia
significativa con P<0.05.
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Figura 6. Representacion diagramatica de la severidad del dafio en raiz, de dos
genotipos de chile manzano y el CM334, a los 140 de edad, tratadas con seis
elicitores e inoculadas con Phytophthora capsici.

La severidad del dafio visual en raiz para el CM334 vario de 6.67 hasta 28.33 %,
gue corresponden a las clases 1y 2 de la escala diagramatica para la evaluaciéon
de dafo fisico en raices de chile manzano, atacadas por P. capsici propuesta
para la evaluacion en este estudio. En contraste, en el chile manzano (L1) vario
de 27 a 75 %, que corresponde a las clases de la 2, 3, 4 y 5 de la misma escala.
En la L3 la variacion fue de 25 hasta 53.33 % y corresponden a las clases 2, 3y
4 (Figura 6).
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3.3.4 RESISTENCIA SITEMICA ADQUIRIDA

El genotipo CM334 destacé por mostrar la mayor concentraciéon de capsidiol
(Cuadro 4), menor severidad de dafio visual en raiz y menor longitud de necrosis
en tallo (Cuadro 5). Estos resultados reflejan la importancia del capsidiol en la
defensa contra fitopatdgenos en el cultivo de chile. Dichos resultados son
consistentes con el estudio de Villar-Luna et al. (2015), que encontraron una
mayor acumulacion de capsidiol en el patosistema incompatible del CM334 y
Meloidogyne incognita que evito el establecimiento del nematodo en las células
vegetales de raiz, en comparacion con el patosistema compatible con Naccobus

aberrans que produjo enfermedad.

Para la L1 y L3 del chile manzano, las concentraciones de capsisdiol fueron
menores significativamente con relacién al CM334 (0.081 y 1.067 mg-ml*-g de
raiz a los 7 DDA, respectivamente). Estos niveles estan por debajo del umbral de
la fungitoxicidad segun Egea et al. (1996a), lo que se reflejo en el dafio visual de
raiz con una severidad estimada de 25 al 75 % (Cuadro 5), ademas de una
longitud de necrosis de tallo final de hasta 100 mm, en la L1, lo que cataloga a
estas lineas como susceptibles al ataque de P. capsici.

En relaciébn con la accion de los elicitores, el quitosano fue el de mayor
concentracion de capsidiol, a los 7 DDA, en el CM334 y en la L3 de chile
manzano. Ademas, el quitosano con la L3 tuvo una severidad media de dafio de
raiz (40 %) y longitud de necrosis en tallo (de 15.54 a 51.54 mm). De acuerdo
con Riseh et al. (2022) el efecto de activacion de los genes de defensa por el
quitosano se relaciona con la produccion de quitinasa y acumulacion de acido
jasmonico. También Ueeda et al. (2005) lo vinculan con la acumulacién de iones
de calcio en la pared celular, y de acuerdo con Chavéz-Diaz & Zavaleta-Mejia,
(2019) son parte fundamental para alcanzar la resistencia a P. capsici.

Trichoderma harzianum, fue el segundo elicitor con mayor concentracion de
capsidiol (P<0.05) a los 7 DDA. En particular, la L3 de chile manzano este
tratamiento fue el de mayor produccién de capsidiol con 2.598 mg-mL1-g de raiz
a los 7 DDA, no obstante, fue de los tratamientos con mayor severidad de dafio
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visual de raices con 41.67 % (P<0.05). Estos resultados concuerdan con los
indicados por Ahmed et al. (2000), en plantas de “bell pepper”, ya que las lesiones
necréticas producidas por P. capsici continuaron su progreso aun con la
presencia de T. harzianum. Lo anterior, se atribuye al mecanismo de accion del
Trichoderma, que al invadir las células vegetales de raiz desencadenan la
sintesis de compuestos fendlicos en las paredes celulares y de esta manera el
desarrollo del microorganismo benéfico se limita, ademas, Trichoderma segrega
proteinas como xylanasa y celulasa relacionadas con lesiones necroticas en la
raiz (Shoresh et al., 2010).

3.4 CONCLUSIONES

La produccién y acumulacion del capsidiol es una estrategia que usan las plantas
de chile para defenderse al ataque de los patégenos, lo cual se reflejé en lo
observado en el chile serrano Criollo Morelos 334 que fue resistente, en contraste
las dos lineas de chile manzano (L1 y L3) que fueron susceptibles a la
enfermedad de la marchitez causada por Phytophthora capsici Leo.

Los diferentes elicitores utilizados mostraron variaciones en su eficacia para
inducir la produccion de capsidiol y la resistencia sistémica adquirida. El
quitosano y Trichoderma harzianum destacaron por sus efectos en la produccion
de capsidiol lo que desencadena una serie de procesos de defensa de manera

local y sistémica en la planta, para el combate de Phytophthora capsici Leo.
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CAPITULO IV. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL CHILE
SERRANO CRIOLLO MORELOS CM-344, RESISTENTE A
Phytophthora capsici (2do ciclo).

RESUMEN

El chile serrano (Capsicum annuum) Criollo Morelos 344 (CM344) es una de las
fuentes mas estables de resistencia ante la enfermedad de la marchitez causada
por Phytophthora capsici, por lo que este genotipo se emplea en el desarrollo de
diferentes estrategias de manejo de la enfermedad. En el presente estudio, se
tuvo como objetivo realizar el segundo ciclo de caracterizacion morfolégica en el
CM344 para contar con la informacion necesaria dentro de un esquema de
registro ante el Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas. La
caracterizacion se llevo a cabo bajo las directrices de la Unidn Internacional para
la Proteccion de las Obtenciones Vegetales para la ejecucion del examen de la
distincion, la homogeneidad y estabilidad de Capsicum. El estudio se efectud en
24 plantas del CM344 resistente a P. capsici, y en 6 plantas de la variedad Mayito
de chile manzano como referencia susceptible. Para determinar la resistencia o
susceptibilidad, en ambos genotipos, se inoculé con P. capsici los tallos de las
plantas a través de discos de tomate-agar con micelio del fitopatdgeno. Como
resultado en el CM344, se describieron 40 variables cuantitativas (porte, hoja,
tallo, flor y fruto) y 7 cualitativas (pigmentacién y presencia de capsaicina y
entrenudos acortados de tallo), y se confirmé la resistencia del CM344 y la
susceptibilidad de Mayito a P. capsici.

Tesis de Doctorado en Ciencias, Universidad Autonoma Chapingo.
Autor: Efrén Cintora Portuguez
Direccion: Dr. Mario Pérez Grajales
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CHAPTER IV. MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF
CRIOLLO MORELOS 344 SERRANO PEPPER, Phytophthora
capsici RESISTANT (2ND CYCLE)

ABSTRACT

The Criollo Morelos 344 (CM344) serrano pepper (Capsicum annuum) is one of
the most stable sources of resistance to wilt disease caused by Phytophthora
capsici, so this genotype valuable in the development of distinct disease
management strategies. In this study, the objective was to conduct the second
cycle of morphological characterization in CM344 to provide the necessary
information within a registration scheme with the Servicio Nacional de Inspeccién
y Certificacion de Semillas. The characterization was followed the guidelines of
the International Union for the Protection of New Varieties of Plants for conduct of
test for distinctness, uniformity, and stability of Capsicum. The study was
conducted on 24 plants of CM344 resistant to P. capsici, and 6 of Mayito’s variety
of manzano pepper as susceptible reference. To determine resistance or
susceptibility in both genotypes, plant stems were inoculated with P. capsici, using
tomato-agar disks containing mycelium phytopathogen. In CM344, 40 quantitative
variables (plant structure, leaf, stem, flower, and fruit) and 7 qualitative variables
(pigmentation and presence of capsaicin and shortened stem internodes) were
described. Confirming the resistance of CM344 and the susceptibility of Mayito to
P. capsici.

Tesis of PhD of Sciences in Horticultural, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Efrén Cintora Portuguez

Advisor: Dr. Mario Pérez Grajales

58



4.1 INTRODUCCION

México es el segundo productor de chile (Capsicum sp.) con 3.11 millones de
toneladas en el 2022 (Organizacion de las Naciones Unidas Para la Alimentacion
y la Agricultura, 2024). De las cuales, el 81.6 % corresponden a los tipos jalapefio,
pimiento, poblano, serrano y chilaca (Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera, 2024).

El cultivo de chile representa una tradicion en la cultura y en la dieta mexicana
(Aparicio-del-Moral et al., 2013), presenta amplia diversidad morfolégica y
genética, con variaciones de tamafio, forma, color y pungencia; aporta minerales,
proteinas, fibras y compuestos antioxidantes como flavonoides, fenoles,
carotenoides, acido ascorbico, vitamina A y capsaicinoides (Mis-Valdez et al.,
2022).

Debido al proceso de coevolucion de las plantas cultivadas con diversos
microorganismos fitopatdgenos, se presentan limitaciones en la produccién
conocidas como enfermedades (Agrios, 1995). En este sentido, una de las
enfermedades mas importantes para el cultivo del chile es la marchitez causada
por Phytophthora capsici Leo., que se encuentra distribuida en practicamente
todas las zonas productoras de chile en México (Apodaca et al., 2004; Gomez-
Hernandez et al., 2018; Moran et al., 2010; Silva-Rojas et al., 2009; Vallejo et al.,
2018).

Una de las principales estrategias para el manejo de la marchitez es el uso de
variedades resistentes (Agrios, 1995). Las investigaciones en este campo han
revelado la complejidad genética de la resistencia, identificando diversos genes
y loci asociados a la respuesta del chile ante la infeccion (Villar-Luna et al., 2022;
Wang et al., 2016). En particular, el chile serrano Criollo Morelos 344 (CM344) es
conocido por su resistencia estable a lo largo de generaciones y ha sido clave en
la busqueda de estrategias para mitigar los efectos devastadores de P. capsici
(Castro et al., 2012; Garcia-Rodriguez et al., 2010; Pérez et al., 2021).
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Debido a la importancia de este genotipo en los procesos de mejoramiento
genético y su uso como portainjerto resistente a P. capsici, se plante¢ realizar la
segunda caracterizacion morfolégica del chile serrano Criollo Morelos 344
(CM334) mediante las directrices de la Unién Internacional para la Proteccion de
las Obtenciones Vegetales (2018) para la ejecucion del examen de la distincion,
la homogeneidad y la estabilidad de Capsicum con la finalidad de obtener la
informacion necesaria de los descriptores morfolégicos, y confirmar su

resistencia a P. capsici, comparado con la variedad Mayito de chile manzano.

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 SITIO EXPERIMENTAL

La investigacion se llevé a cabo en las instalaciones de la Universidad Autonoma
Chapingo, localizada en Chapingo, México, en un invernadero con cubierta de
vidrio con temperatura media de 15.9 °C; humedad relativa media de 61.5 % y

radiacion media de 470.73 lum-sqf-dia™.

4.2.2 MATERIAL VEGETAL

Se utilizé el chile serrano Criollo Morelos 344 (CM344), resguardado en el
programa de mejoramiento genético de chile manzano de la Universidad
Autonoma Chapingo. Como testigo susceptible se utilizé la variedad de chile
manzano ‘Mayito’, con registro SNICS 3290. La siembra se realizé en charolas
de poliestireno de 200 cavidades, como sustrato se empleé turba (“peat-moss”)
hameda, las semillas se colocaron a una profundidad de dos centimetros y se
cubrieron con vermiculita. A los 70 dias después de la emergencia, se
trasplantaron a macetas de polivinilo con capacidad de 15 L con tezontle rojo
como sustrato. Las plantas fueron regadas con solucion nutritiva Steiner al 50 %

con 490 mL-dia! fraccionado en 10 riegos.
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4.2.3 EVALUACION MORFOLOGICA

De acuerdo con la Union Internacional para la Proteccion de las Obtenciones
Vegetales, en sus directrices para la ejecucion del examen de la distincion,
homogeneidad y la estabilidad en Capsicum (2018), se realiz6 la caracterizacion
en 24 plantas del CM344, a las cuales se les evalu6 40 caracteres morfologicos
cuantitativos y 7 cualitativos. De los 40 cuantitativos, cinco fueron de planta
completa, dos de tallo, ocho de hoja y 25 de fruto. De las siete cualitativas, cuatro
fueron de pigmentacién, uno de tamafio de entrenudo, uno de aspecto de caliz y

uno de la presencia de capsaicina.

4.2.4 PRUEBA DE RESISTENCIA A Phytophthora capsici

Se utilizo la cepa 6143 de Phytophthora capsici, proveniente de la coleccion
resguardada por el Laboratorio de Micologia Agricola, de la Universidad
Autonoma Chapingo. El oomiceto se cultivd por cinco dias en cajas Petri de 90
mm de didmetro con medio de cultivo tomate-agar, las cuales se colocaron en
una incubadora a 24 °C. La inoculacion se realizé en plantas con 90 dias de edad,
a las cuales se le cortd el tallo a la altura de la primera bifurcacién.
Posteriormente, a cada tallo se le colocé un disco de 5 mm con medio de cultivo
y micelio de P. capsici. La evaluacién consistio en medir la longitud de la necrosis
en el tallo a los 7, 14 y 21 dias después de la inoculacion (Unién Internacional

para la Proteccidn de las Obtenciones Vegetales, 2018).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Descripcién morfoldgica

El chile serrano Criollo Morelos 344 es una planta con ciclo productivo anual. El
hipocdtilo de las plantulas (Figura 7-a) tiene presencia de antocianinas. La altura
final de la planta fue de 100.24 +£11.07 cm, con porte erecto, longitud de tallo de
24.47 8.5 cm y ausencia de entrenudos acortados con longitud de 8.85 +£1.82
cm. Tiene presencia de pigmentacion antocianica muy fuerte en los entrenudos

(Figura 7-b), con pilosidad en los entrenudos en el 95 % de las plantas.
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Las hojas presentaron un color verde con intensidad clara y brillo medio, de forma
lanceolada, con longitud de limbo corto y una anchura estrecha de 6.899 £ 0.63

y 2.92 £0.31 cm, respectivamente. Carece de la presencia de ondulacién en el

margen, asi como de abullonado del limbo y tiene un perfil transversal plano
(Figura 7-c, d).

> R S

h)

Figura 7. Caracteres morfologicos evaluado en el CM344; a) Presencia de
antocianinas en hipocotilo, b) presencia de antocianinas en entrenudos, c) color
y tamafio del limbo de la hoja, d) corte transversal de hoja, e) forma, color y
presencia de antocianinas en flor, f) porte de fruto en planta, g) nimero de l6culos
y color de semilla en fruto, h) proceso de maduracion de fruto.

La produccion floral es tardia con flores blancas de cinco pétalos y pigmentacién
antocianica y posee cinco anteras con pigmentacion antocianica (Figura 7-e). Los
frutos comienzan de un color verde oscuro pasando por un color purpura y
terminando en color rojo con intensidad media y brillo fuerte, al finalizar la
madurez tardia (Figura 7-h). La forma longitudinal del fruto es moderadamente
triangular con el apice muy agudo, con longitud de 2.9 £0.4 cm y diametro de 1.5
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+0.1 cm, lo que proporciona una relaciéon de 1.7 + 0.2 y la pulpa tiene un espesor
de 1.73 £ 0.27 mm. Su pedunculo presenta pigmentacion antocianica (Figura 7-
f).

El céliz es de forma envolvente al fruto, con pedunculo de porte intermedio y
longitud de 1.88 £0.24 cm y espesor de 3.77 £0.38 mm y ausencia de cavidad
peduncular. No presenta sinuosidad en el pericarpio en ninguna de las secciones
del fruto (basal y apical) y su textura es lisa. Presenta predominantemente, dos
l6culos sin presencia de surcos interloculares en el pericarpio. La forma
transversal del fruto es redonda y cuenta con semillas de color blanco de 3.1

+0.02 mm de diametro (Figura 7-g).

4.3.2 Resistencia a Phytophthora capsici

La longitud media de necrosis en el CM344 a los 7, 14 y 21 dias después de la
inoculacién con P. capsici fue de 7.41 +3.14, 8.78 +4.41 y 10.12 #8.17 mm,
respectivamente; mientras que, en la variedad Mayito, fueron de 39.4 +8.71, 87.8
+13.7 y 127.2 £16.51 mm, respectivamente. Los rangos para determinar si una
variedad es resistente a P. capsici, de acuerdo con la Union Internacional para la
Proteccion de las Obtenciones Vegetales (2018), es que la diferencia en la
longitud de necrosis sea menor a 5 mm por semana y si supera los 8 mm la
variedad se considerard como susceptible. En este sentido la diferencia en la
longitud de necrosis en CM344 fue de 1.37 y 1.34 mm por semana, en contraste
la diferencia en ‘Mayito’ fue de 48.4 y 39.4 mm. De esta manera, se concluye que
el chile serrano CM344 es resistente y la variedad Mayito de chile manzano es

susceptible a Phytophthora capsici.

Los resultados obtenidos en relacién con la resistencia a P. capsici, refuerza lo
mencionado por Castro et al. (2012) y Villar-Luna et al. (2022) al identificar al
CM344 como fuente de resistencia. Y es consistente con los estudios de Glosier
et al. (2008), Pérez et al. (2021) y Oelke et al. (2006) quienes encontraron que
no hay manifestacion de la marchitez en el CM344, con la presencia del oomiceto;

asi como Villar-Luna et al, (2015), quienes determinaron que el CM344 genera
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una alta produccion de fitoalexinas de defensa ante la presencia de

/Y

Figura 8. Avance de la necrosis de tallo provocado por la inoculacién de
Phytophthora capsici, a los 21 dias después de la inoculacion en plantas de chile
manzano (izquierda, las primeras cinco plantulas) y plantas CM344 (derecha,
ocho ultimas plantulas).

fitopatogenos.

4.4 CONCLUSION

En el CM344 se describieron, 40 variables morfolégicas cuantitativas (porte, hoja,
tallo, flor y fruto) y 7 cualitativas (pigmentacion y presencia de capsaicina y
entrenudos acortados de tallo), de acuerdo con las directrices para la ejecucién
del examen de la distincion, homogeneidad y la estabilidad en Capsicum, de la
Union Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPQV).
También se confirmd la resistencia a P. capsici del CM344 y la susceptibilidad de

la variedad Mayito de chile manzano.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se consiguié activar la Resistencia Sistémica Adquirida en plantulas de chile
manzano, al recuperar la masa seca y volumen de raices a los 35 dias después

de la inoculacion con la cepa atenuada de Phytophthora caspici.

El uso de elicitores promovid la sintesis de capsidiol en plantulas de chile
manzano y en el Criollo Morelos 344. La mayor concentracion de capsidiol (5.38
mg-mL-1-g de raiz) se consiguié en el CM344 con la aplicaciéon de quitosano y la
mejor manifestacion de Resistencia Sistémica Adquirida en chile manzano fue

con Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis.

En el CM344 se describieron 40 variables morfoldgicas cuantitativas (porte, hoja,
tallo, flor y fruto) y 7 cualitativas (pigmentacion y presencia de capsaicina y
entrenudos acortados de tallo) con las directrices de la UPOV. También se
confirmd la resistencia del CM344 a P. capsici y la susceptibilidad del chile

manzano variedad Mayito.
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