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RESUMEN

Rafael Godinez-Paoli, Instituto de Horticultura, Departamento de Fitotecnia’

Universidad Auténoma Chapingo

Fungicidas, biocontroladores e inductores de resistencia en hibridos comerciales

de pimiento morrén inoculados con Phytophthora capsici

Mayo del 2020
Bajo la direccion de la Dra. Maria Teresa Martinez-Damian

Resumen. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el nivel de resistencia de
diferentes hibridos comerciales de pimiento morron (Caoba rojo, Dicaprio amarillo,
Pimiento Olvera, Sympathy, California wonder y PS16364212), a P. capsici mediante
el uso de fungicidas, biocontroladores e inductores de resistencia. El ensayo se realiz6
bajo condiciones de invernadero en bolsas de polietileno negro con arena de tezontle
como sustrato. Los productos se manejaron de acuerdo con la dosis recomendada por
el fabricante, aplicandose a los 10 y 20 dias después del trasplante. Posteriormente, las
plantas se inocularon con una solucién de zoosporas mdviles a una concentracion de
1x10°. Se realizaron tres evaluaciones visuales para el registro de incidencia, severidad
y ABCPE. Se encontr0 que PS16364212 presentd mejor resistencia al ataque de P.
capsici con 14.9 % de incidencia y 15.7 % dia® (ABCPE) respecto a California
wonder (44.2 % de incidencia). La aplicacion de Metalaxil-M y Acibenzolar-S-metil
mostraron la menor ABCPE (0.8 y 6.8 % dia™, respectivamente), por lo que ambos
productos pueden ser considerados como una alternativa dentro del manejo integrado

de la marchitez del chile.

Palabras clave: Capsicum annuum L., oomicetes, marchitez, Acibenzolar-S-metil,

resistencia sistémica



ABSTRACT

Rafael Godinez-Paoli. Instituto de Horticultura, Departamento de Fitotecnia’

Universidad Auténoma Chapingo

Fungicides, biocontrollers and resistance inducers in commercial bell pepper

hybrids inoculated with Phytophthora capsici

May 2020

Under the direction of Dra. Maria Teresa Martinez Damian

Abstract. The aim of this research was to evaluate the resistance level of different
commercial bell peppers hybrids (Caoba rojo, Dicaprio amarillo, Pimiento Olvera,
Sympathy, California wonder y PS16364212), to P. capsici by using fungicides,
biocontrollers and inducers of resistance. The assay was carried out under greenhouse
conditions in black polyethylene bags with tezontle sand as substrate. The products
were applied according to the manufacturer's recommended dose, 10 and 20 days after
transplant. Subsequently, the plants were inoculated with a solution of mobile
zoospores at a concentration of 1x10°. Three visual evaluations were carried out to
record incidence, severity and AUDSC. It was found that PS16364212 presented
better resistance to P. capsici attack with 14.9 % incidence and 15.7 % day™
(AUDSC) compared to California wonder (44.2 % incidence). The application of
Metalaxil-M and Acibenzolar-S-methyl showed the lowest AUDSC (0.8 and 6.8 %
day™, respectively), so that both products can be considered as an alternative within

the integrated management of wilt of the chili.

Keywords: Capsicum annuum L., oomycetes, wilting, Acibenzolar-S-methyl, defense

activator, systemic resistance



Fungicidas, biocontroladores e inductores de resistencia en hibridos comerciales

de pimiento morroén inoculados con Phytophthora capsici

INTRODUCCION

El pimiento morrén (C. annuum) es una de las hortalizas de mayor importancia a nivel
mundial, ya que su cultivo genera derrama econémica en cada uno de los paises que se
produce. En todo el mundo se cosechan 36,771,482 t de chiles y pimientos, ocupando
el lugar 35 dentro de los 165 cultivos considerados en las estadisticas de la FAO

(2018).

Este cultivo enfrenta problemas importantes de tipo fitosanitario que causan grandes
mermas econdmicas en todas las areas cultivadas del pais, sin embargo las més

importantes son ocasionadas por hongos, bacterias y virus (Sandoval, 1993).

El oomiceto P. capsici provoca una enfermedad conocida como marchitez o secadera
del chile, la cual ocasiona la pudricion radicular, clorosis y caida de hojas de la planta
(Veldsquez et al., 2003) con niveles de afectacion entre 10 y 100 % del cultivo
(Jiménez-Camargo, 2018), lo cual se encuentra en funcion de las condiciones
climaticas prevalecientes y la aplicacion oportuna de fungicidas que permitan inhibir
el ciclo de reproduccion del hongo. No obstante, el empleo constante de productos
quimicos ha causado un incremento en la resistencia del patégeno, asi como un
deterioro ambiental (suelo, agua y aire), impactando también en un incremento de los

costos de produccion (Sanchez-Gurrola et al., 2019).



Entre las estrategias que se emplean para disminuir el efecto negativo de esta
enfermedad se encuentra el uso de portainjertos resistentes, no obstante, su uso se ve
limitado por el tipo de portainjerto, condiciones edafoclimaticas y la especie o
variedad empleada como injerto (Sanchez et. al., 2015). En este sentido, lo mas
préctico y util es el aprovechamiento de los mecanismos de defensa fisicas (ceras,
cuticula, paredes celulares, tamafio, forma y ubicacion de aperturas naturales, entre
otras) y quimicas (etileno, &cido jasmdnico, lignina, &cido salicilico y nutrimentos
esenciales) pre-existentes (Laredo et al., 2017), asi como respuestas inducibles que son
activadas antes y después de la penetracion del patdgeno (Canchignia et al., 2015), es
decir, el patdgeno al entrar en contacto con la planta, pone en marcha un sistema de
comunicacion molecular entre estas, lo cual desencadena la induccion de mecanismo
de defensa en la planta (Camarena-Gutiérrez y de la Torre-Almarédz, 2007), y de igual
forma proporciona a la planta mejor capacidad de respuesta a un ataque posterior del

patogeno (Jiménez-Camargo, 2018).

En la actualidad, a nivel comercial existen productos de origen natural y sintético
(biocontroladores) e inductores de resistencia (sintéticos) que mediante su aplicacion
actlan sobre la planta e impiden o retrasan la entrada del patdgeno, y con ello limitan
su actividad en el tejido u érgano infectado, pero sin tener un efecto directo o actividad
especifica sobre los fitopatogenos (Laredo et al., 2017), lo cual propicia como ventaja
directa la disminucion del impacto ambiental, asi como una reduccion de costos de

produccion en el control del patdgeno mediante el uso de fungicidas caros.



OBJETIVOS

General
e Evaluar el nivel de resistencia de diferentes hibridos comerciales de pimiento
morrén a P. capsici mediante la aplicacion de fungicidas, biocontroladores e

inductores de resistencia.

Particulares
e Seleccionar el mejor genotipo de pimiento morrén con base en el nimero de
plantas que presenten el menor nivel de incidencia de P. capsici.
e Determinar si es posible el manejo de P. capsici excluyendo el uso de
fungicidas de origen quimico.
e Generar informacion de utilidad para que esta pueda incluirse en programas de
mejoramiento genético y/o en programas de manejo integrado del cultivo de

pimiento morrén.

HIPOTESIS
e Almenos uno de los hibridos utilizados en el estudio presenta un nivel diferente

de resistencia al oomiceto P. capsici, el cual afecta el desarrollo de las plantas.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1.  Origen del chile pimiento morrén (Capsicum annum L.)

El origen de esta planta se ubica en Sudamérica, especificamente en la zona de Per( y
Bolivia, lugar desde el cual se ha expandido hacia América Central, el chile pimiento
morrén, has sido cultivado desde la época de los indios de América. . El cultivo de
esta hortaliza se ha extendido a lo largo de los afios por otros paises de los continentes

Europeo, asiatico y africano. (Maroto, 2002).

4.2.  Importancia del chile pimiento morrén (Capsicum annum L.)

En Mexico la produccion de chile, incluyendo las diferentes variedades que se
cultivan, alcanzo 2.3 millones de toneladas, rebasando 22,500 millones de pesos,
siendo esta hortaliza uno de los principales productos que se comercializan a nivel
internacional. El pimiento morron se ha convertido en un cultivo de alta demanda
tanto para consumo nacional como para exportacion, las superficie de siembra se ha
visto incrementada en un 203% del afio 2009 al 2018 (Cuadro 1), siendo actualmente
los estados de mayor produccion de esta hortaliza Sinaloa y Sonora con 4,495.62 y
1,862 ha cosechadas respectivamente (SIAP, 2018), siendo los principales destinos de
exportacion Estados Unidos, Canada y Espafia. EI pimiento morrén ocupa dentro del
sector agricola en México el tercer lugar en exportacion, siendo este superado por

aguacate y tomate. (SAGARPA, 2017).



Cuadro 1. Superficies de siembra y cosecha, produccién y valor econémico de la

produccion de pimiento morrén en México del afio 2009 al 2018 (SIAP, 2018).

Superficie Superficie
Afo Produccion (t) Valor de Produccion
sembrada (ha) cosechada (ha)

2018 8,064.97 7,994.97 619,721.21 $7,031,230.87
2017 7,680.48 7,680.48 609,004.96 $6,674,560.37
2016 8,139.41 8,037.41 525,869.37 $4,570,019.54
2015 7,004.58 6,998.08 433,435.50 $3,877,579.36
2014 6,021.06 5,581.56 375,590.74 $3,230,457.35
2013 5,237.90 5,209.62 391,892.78 $2,961,840.24
2012 6,752.47 6,699.27 404,280.55 $2,538,990.17
2011 7,533.26 3,895.76 223,7144.26 $1,769,556.29
2010 4,632.71 4,625.71 251,542.50 $987,264.52
2009 4,238.06 3,938.06 183,104.28 $861,837.58

4.3. Taxonomia
Los diferentes tipos y variedades de chiles que existen, se agrupan en el género
Capsicum, siendo segln Nuez et al. (2003), la siguiente forma de clasificacion.
Division: Spermatophyta
Linea XIV: Angiospermae
Clase A: Dicotyledones
Rama 2: Malvales-Tubiflorae
Orden XXI: Solanales (Personatae)

Familia;: Solanaceae



Género: Capsicum

Especie: Capsicum annuum L.

4.4.  Descripcion botanica de Capsicum spp.

Holman y Robbins (1961) y Ruiz et al. (1949) describen al género capsicum como
plantas de tipo anual y perene que poseen una raiz tipica o pivotante. Poseen un tallo
cilindrico semilefioso que presenta crecimiento vertical con ligeras angulaciones las
cuales a cierta altura forman tres o cuatro ramificaciones, las cuales van a dar origen a
las flores, la altura final de la planta de chile puede ser de entre 120 y 130 cm, lo cual
dependera del tipo de variedad y las condiciones que se presenten durante el desarrollo
de la planta (Huerres y Caraballo, 1988). Presenta hojas con simetria bilateral, las
cuales alternas, pecioladas y simples, la flor es pedunculada, hermafrodita y solitaria,
la cuales poseen un caliz dentado gamosépalo persistente con una corola gamopétala,
el color de la flor puede ser de blanco a un tono blanco cremoso, la longitud de estas es
de 5 a 11 mm, presenta un androceo libre con dos sacos polinicos; la posicion del
ovario es supera con évulos posicionados en forma axilar sobre la placenta. El tipo de
fruto de este género de plantas, corresponde a una baya con un pericarpio carnoso el
cual se encuentra rodeando a los carpelos en donde se encuentran las placentas sobre
las cuales se desarrollaran las semillas, el color del fruto puede ser verde, amarillo,

naranja o rojo (Holman y Robbins, 1961 y Ruiz et al. 1949).

4.5. Usosy propiedades
El principal uso del fruto de la planta de pimiento morrén, es gastrondémico,

consumiéndose este en fresco, en ensaladas, encurtido con vinagre, horneados
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rellenos, asados, etc. También tiene usos medicinales, para contrarrestar efectos de
uremia, desordenes gastrointestinales, artritis, etc. Los pimientos poseen propiedades
antioxidantes debido a sus altos niveles de caroteno y betacaroteno, por lo que ha sido
utilizado como un coadyuvante para combatir enfermedades cardiacas, hemorragias

cerebrales y cataratas Vives (1984).

4.6.  Requerimientos edafoclimaticos

4.6.1. Suelo

El cultivo del pimiento morrén es un cultivo exigente en suelo, pues para lograr un
Optimo desarrollo y produccion, este requiere de suelos francos, que sean profundos,
para permitir un crecimiento libre a la raiz, asi como un suelo que permita un buen
drenaje del agua para evitar condiciones favorables para el desarrollo de enfermedades
de la raiz. El pH idoneo para el desarrollo del cultivo debera encontrarse entre 5.5 a
7.0, para lograr una buena produccion debe establecerse el cultivo en un suelo que
tenga buena pendiente para evitar encharcamientos, ya que el pimiento morrén es muy

sensible a la asfixia de la raiz (Juscafresca, 1987).

4.6.2. Clima

El pimiento morrén es un tanto flexible en su requerimiento climatico, pues puede
producirse desde climas tropicales hasta climas templados en un rango de los 15 a 25
°C, sin embargo Vigiola (1992) sugiere que el mejor desarrollo de este cultivo de da
en climas templado-calidos, en los que para que pueda haber una buena produccién, se

requieren almenos 130 dias libres de heladas. Thompson y Kelly (1957), considera que



no se debe producir esta hortaliza en zonas donde las temperaturas bajen a menos de

15°C, ya que bajo estas condiciones existe un retraso en el crecimiento del cultivo.

4.6.3. Humedad

Debido a la morfologia de la raiz del pimiento, este requiere un buen nivel de
humedad, el cual debe ser constante sin caer en el exceso, Huerres y Caraballo (1991)
sugieren que los niveles de humedad durante el desarrollo y produccién del cultivo
afectan directamente el rendimiento y la calidad de los frutos, aseverando que cuando
los niveles de humedad en el suelo son bajas, se ve afectado el espesor de la pulpay la
cantidad acumulada de materia seca, pero sobre todo se pueden presentar fisiopatias
como deformidades en los frutos. El pimiento morron es un cultivo que también exige
altos niveles de humedad relativa, pues para que pueda tener un buen crecimiento y
desarrollo debe presentarse una humedad entre 50 y 70%, esto debido a que el cultivo

es muy sensible a estrés por sequia (Ibar y Juscafresca, 1987)

4.6.4. Temperatura

La semilla de pimiento morron requiere de una temperatura de 25° C para una optima
germinacion, sin embargo si durante este periodo la temperatura desciende a menos de
13° C o se eleva a mas de 40° C, este proceso se ve afectado negativamente; mientras
que para que se logre un buen desarrollo vegetativo, la planta requiere de una
temperatura de entre 20 y 25° C en el dia y de 16 a 18° C. Cuando se presentan
temperaturas por debajo de los 10° C, el desarrollo de la planta se ve detenido

(Serrano, 1982).
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4.6.5. Fotoperiodo

El cultivo de pimiento morron es muy sensible a la luz, ya que requiere una alta
luminosidad para poder tener un buen desarrollo, si la cantidad de luz es deficiente
durante el desarrollo vegetativo, los tallos se alargan entre los entrenudos, dando
origen a tallos delgados y débiles, los cuales seran incapaces de resistir la carga de
frutos cuando estos maduren, el cultivo tendra su mejor desarrollo cuando halla entre
12 y 15 horas luz, caso contrario el periodo vegetativo se vera prolongado (Serrano,

1982 y Lopez et al., 1983).

5. Problemas fitosanitarios

El cultivo de chile es una de las hortalizas con mayor susceptibilidad a plagas y
enfermedades debido a su amplio rango de hospederos. Los problemas fitosanitarios
de este cultivo se pueden presentar en cualquiera de las etapas fenologicas, lo que
repercute fuertemente desde la cantidad de plantas emergidas hasta el rendimiento en
la produccion. Las pérdidas en el cultivo pueden llegar hasta el 100%, dentro de los
grupos importantes que afectan la sanidad del cultivo se encuentran los oomicetos,

hongos, virus, bacterias, nematodos e insectos (Santos, 2010).

5.1. Hongo causante de la marchitez del chile.

Phytophtora capsici Leo.

5.2.  Clasificacion taxonomica
Debido a caracteristicas particulares las cuales seran mencionadas méas adelante, Kirk

et al. (2001) realizé la siguiente clasificacion.
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Reino: Chromista
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Pythiales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora

Especie: Phytophthora capsici Leo.

5.3. Importanciay distribucién

El oomiceto P. capsici, es un patégeno que puede estar presente en cualquier lugar
(montaias, desiertos, lugares acuaticos e incluso en la Antartida), sin embargo el
primer reporte existente fue del Dr. J. Galindo en el afio 1956; P. capsici fue descrito
por primera vez por Leonian en Nuevo México, USA, ocasionando la marchitez del
chile; actualmente existen reportes de que este oomiceto puede ocasionar niveles de
perdida en el cultivo que van del 10 hasta el 100% (Thines y Kamoun, 2010; Perez et

al., 1990; Chavez, 1994; Jimenez-Camargo, 2018).

Debido a las pérdidas causadas por el oomiceto en el cultivo de chile, los productores
se han visto obligados a emigrar a tierras que no estan infestadas con el patégeno
(Pozo, 1983). P. capsici es un patdégeno con un amplio rango de hospedantes, el cual
ademéas de atacar solanaceas, se ha encontrado afectando a otros cultivos como
pimienta negra, cacao, tomate, chayote, ciruela, algodon, pepino, calabaza, entre otros;
el oomiceto es un patégeno cosmopolita, pues ha sido reportado en otros paises como

Estados Unidos de Norteamérica, Taiwan, ltalia, Puerto Rico, Argentina, Venezuela,
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Brasil, Japon, Bolivia, Espafia, Iran, Serbia, China, Korea, Francia y Tailandia (Erwin

y Ribeiro, 1996).

5.4. Descripcion morfologica

P. capsici, forma esporangios de forma ovoidal, alargada, subesfericos elispoidal,
piriforme, fusiforme e incluso formas distorsionadas, lo cual se ha observado que
depende de la influencia de algunas otras condiciones como la luz (Erwin y Ribeiro,
1996; Leonian, 1922), estas estructuras miden en promedio 60x36 um, aunque puede
haber algunas variaciones, los esporangios generalmente son papilados, llegando a ser
en algunas ocasiones semipapilados, de igual modo en algunas ocasiones pueden darse
esporangios con 2 o 3 papilas, el grosor de la pared de esta estructura mide de 1.4 a 9.2
KM, estos esporangios dan origen a células infectivas Illamadas zoosporas, las cuales
son heterocontas biflageladas las cuales poseen la habilidad de desplazarse e peliculas
finas de agua (Cavalier-Smith, 1986; Hawksworth et al., 1995), también forma
esporangioforos en simpodio simple. Su micelio es heterotalico y sus estructuras
sexuales estdn compuestas por un anteridio anfigeno y un oogonio esférico o
subesferico que mide de 20 a 50 pum de didmetro, sus oosporas son pleroticas de
aspecto semitransparente con un diametro de 25 a pum, con una pared gruesa; el
micelio que forma puede llegar a ser toruloso y este puede medir de 5 a 8 um de ancho

(Leonian, 1922).

5.5. Sintomas
El primer sintoma de P. capsici, es la marchitez o perdida de turgencia por parte de la

planta, lo cual sigue avanzando hasta llegar a la muerte de la planta, este sintoma
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puede presentarse en cualquier etapa fenoldgica de la planta, siendo mas susceptible en
los primeros estados de desarrollo. En la parte subterranea comenzara un ataque
directo a la raiz, la cual presentara una necrosis inicial, atacando primero los tejidos
corticales para enseguida atacar los tejidos vasculares, lo cual ocasionara una

obstruccidn del sistema vascular hasta llegar a la muerte de la planta (Mendoza, 1996).

5.6. Desarrollo de la enfermedad

El desarrollo de la enfermedad se iniciard mediante la reproduccion del patdgeno, P.
capsici, posee la habilidad de reproducirse sexual y asexualmente. La reproduccién
sexual es una de las caracteristicas mas distintivas en los oomicetos, este tipo de
reproduccion se da a traves de la fecundacion de un gametangio Ilamado oogonio por
un anteridio, dando origen a una oospora la cual va a funcionar como una estructura de
resistencia capaz de sobrevivir por afios en condiciones adversas, una vez que se
presenten las condiciones Optimas para su germinacion, esta dara origen a una hifa la
cual dara origen a un esporangio que formara zoosporas. En la reproduccién asexual,
se forman esporangios los cuales desarrollan en su interior las zoosporas tipicas

biflageladas (Fry and Grinwald, 2012).

6. Mecanismos de defensa de las plantas

El mecanismo de defensa de las plantas se ve activado cuando son atacadas por un
patogeno, debido a que este posee sustancias llamadas elicitores, la cual debe ser
reconocida por la planta para que a su vez reconozca al patdégeno que la esta atacando
y asi se induzca la respuesta de resistencia (Cavalcanti et al., 2006; Tripathi, 2010).

Las sustancias que utilizan los patdgenos cuando atacan a su hospedante pueden ser
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carbohidratos especificos de la pared celular del hongo, enzimas microbianas,
polipéptidos, estructuras especializadas, lipidos del patdégeno, hapinas, flagelinas,
laminarias, polisacaridos, oligogalacturonidos, quitina, quitosan y sistemina entre otros
(Bautista, 2012). Es importante que se logre el reconocimiento del patégeno para que
la planta lleve a cabo un programa de resistencia, ya sea a nivel local o en partes
alejadas del ataque, lo que desencadenaria una respuesta sistémica. Una vez que la
planta detecta el ataque del patégeno, se desencadenard una respuesta inducida que
modificara la prioridad del metabolismo de la planta lo cual al mismo tiempo dara
lugar a modificaciones fisicas y en los componentes quimicos, induciendo la
produccion de sustancias del metabolismo secundario para fortalecer las paredes y
membranas celulares, la expresion de genes inductores de proteinas de resistencia a
patogenos, asi como la produccidén de sustancias inhibidoras y/o toxicas para el

patogeno.

El desarrollo de estos mecanismos de defensa, se ha clasificado en tres tipos (Graham

et al., 2005):

- Respuesta asociada a la pared celular
- Respuesta de hipersensibilidad

- Respuesta bioguimica

6.1. Respuesta asociada a la pared celular. Esta respuesta se basa principalmente en
generar barreras fisicas para bloquear el avance del patdgeno hacia el interior de la

planta. Los puntos principales en los que el patdgeno busca penetrar son la epidermis,
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pared y membrana celular, para asi poder llegar a los contenidos del citoplasma, para
lo que este tipo de respuesta busca a toda costa evitar que el patégeno logre llegar a los
contenidos citoplasmaticos, de tal modo que se impida la degradacién de la membrana,
fortaleciéndola al igual que la pared celular (Heil, 2000; Orde, 2002). Desde el inicio
de este proceso de respuesta al ataque del patégeno, se incrementa la formacion de
depdsitos de lignina y calosa, los cuales aunque se sintetizan de manera constante en la
planta, estos incrementan su sintesis durante el ataque del patégeno (Orde, 2002). Al
mismo tiempo que ocurre este proceso, se sintetizan proteinas con altos contenidos de
hidroxiprolina, las cuéles ayudan a evitar la degradacion de las pectinas a nivel de la
pared celular por efecto de poligalacturonasas. La respuesta asociada a la pared celular
se encuentra influenciada por otro tipo de sustancias como las oxigeno-reactivas y de
sefializadores perdxido de hidrogeno el cual si se encuentra a concentraciones altas
(fitotoxicas) promueve la lignificacion de la pared celular, sintesis de &cido jasmonico
y la sintesis de calosa, que depende de la calosa sintetaza la cual depende al mismo
tiempo de altas concentraciones de acido salicilico (Guerrero et al., 2011; Wise y

Abrahamson, 2008).

6.2. Respuesta de hipersensibilidad (RH). Durante el proceso de esta respuesta, se
lleva a cabo la sintesis de sustancias oxigeno-reactivas, sustancias toxicas para los
patogenos Yy se iniciara el proceso de muerte celular programada. Durante el ataque de
los patégenos se inicia el flujo de iones Ca?*, H+, K* y CI" a través de la membrana
plasmatica y pared celular los cuéles estan asociados a los procesos ocurridos con la
RH, ligados a la formacién de sustancias oxigeno-reactivas y cambios en la pared

celular (modificacion de pH e incremento en la sintesis de lipasas (Sepulveda et al.,

16



2005; Tamargo et al 2012). Con base en estudios moleculares se ha demostrado que
durante el desarrollo de la RH se ven incrementados los niveles de acido jasmdnico y
acido salicilico (Sanzén y Zavaleta, 2011), durante el proceso de la RH, la planta
induce la muerte de algunas células, mismas que se encuentran en la periferia del
patdgeno, por medio de sustancias oxigeno-reactivas como el peréxido de hidrogeno,
iones hidroxido y éxido de nitrdégeno, las cuales actian como sustancias toxicas para el
patégeno (Pieterse et al., 1998). El 6xido de nitrogeno aparte de ser el principal
generador de muerte de células, se convierte en el sefializador de genes en la expresion
de genes. El 6xido de nitrégeno y el perdxido de hidrégeno son los encargados de la
induccion de la expresion de genes de la fenilalanina amonio liasa, glutation
transferasa y genes de respuesta a la patogenicidad. La sintesis de estas dos sustancias

dentro de las plantas es controlada por la superoxidodismutasa (Thatcher, 2005).

6.3. Respuesta bioquimica. Este tipo de respuesta se encuentra regulada por genes, la
cual, enseguida del proceso de elicitacion, comenzara la sintesis de rutas sefializadoras
que iniciaran la produccién de sustancias como las fitoalexinas (Rinella et al., 2009).
Dependiendo del tipo de sefial que reciba la planta, se generard la ruta de respuesta
(Hernéandez et al.,2003), por ejemplo el ataque de un herbivoro provoca que se inicien
en la planta las rutas del acido jasmoénico y etileno, mientras que cuando se elicita el
ataque de un hongo hemibiotrofico se inicia la sintesis de &cido salicilico. En este tipo
de respuesta, los principales sefializadores son el acido salicilico y el &cido jasmonico

(Salgado, 2012).
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7.  MATERIALES Y METODOS

7.1. Ubicacion del sitio experimental
Este experimento fue establecido en el invernadero P-5 tipo tunel ubicado en el Campo
Agricola experimental del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autonoma
Chapingo (UACh), Estado de México, México (19°29'33" N, 98°52'21" O) con una

altitud y temperatura media anual de 2,267 m y 15.9 °C, respectivamente.

7.2.  Germoplasma
El material vegetal empleado para este trabajo consistio de seis hibridos comerciales
de pimiento morrén cuyas caracteristicas son descritas en el Cuadro 2, dichos

materiales fueron proporcionados por el Dr. Jesus Magdaleno Villar.

7.3.  Produccion de plantulas y trasplante Las semillas de los hibridos de
chile pimiento morrén fueron sembradas el 23 de marzo de 2018 en charolas de
poliestireno expandido con 128 cavidades, en la que se empled peatmoss (turba) y
perlita (1:2) como sustrato, previamente esterilizados con agua hirviendo. Antes de
realizar la siembra las semillas se sometieron a una desinfeccion en una solucion de
hipoclorito de sodio al 1%, por tres minutos, enjuagandolas posteriormente con agua
corriente. Con la finalidad de promover y agilizar el proceso de germinacion, las
charolas de siembra se apilaron y cubrieron con un plastico obscuro dentro del
invernadero. Una vez que comenzaron a emerger las plantulas se les retiro el plastico y
se dejaron expuestas dentro del mismo invernadero hasta el 19 de mayo de 2018. El

trabajo se llevo acabo bajo condiciones de invernadero, para ello se utilizaron 336
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plantulas (60 dias de emergencia) con seis hibridos de pimiento morron, las cuales
fueron trasplantadas el 22 de mayo de 2018 en bolsas de polietileno negro con
capacidad de 10 L rellenadas con arena de tezontle (roca volcanica) como sustrato.
Junto con la aplicacion de los riegos, se llevo a cabo la aplicacion de nutrimentos de
las plantas se realiz6 mediante un sistema de riego por goteo presurizada, cuya
solucién nutritiva tuvo una concentracién nutrimental (mg L™): N (250), P (60), Ca
(250), K (250), Mg (60), S (205), Fe (3), Mn (1), B (0.5), Cu (0.1) y Zn (0.5), donde el
volumen de riego aplicado fue de un litro por planta, distribuidos en dos riegos

(mafana y tarde) con media hora de duracion.

7.4.  Disefio experimental y tratamientos.

Se empled un disefio experimental de parcelas divididas con arreglo de tratamientos
factorial 6 x 8, para ello se considerd: 1) seis hibridos comerciales (Caoba rojo,
Dicaprio amarillo, Pimiento Olvera, Sympathy, California wonder y PS16364212), 2)
ocho tratamientos (Acibenzolar metil (ASM) + inoculacion, Bacillus subtilis (BS) +
inoculacion, agua destilada (TEST) + inoculacion, Metalaxil-M (METM) +
inoculacién, Trichoderma spp. (TRICH) + inoculacién, Fosfonato de potasio (FP) +
inoculacion, Fosetil-Al (FAL) + inoculacion y agua destilada (TESTAB) sin
inoculacion. La unidad experimental se constituyo de una planta con ocho repeticiones
por tratamiento. Los productos fueron aplicados de acuerdo con la dosis indicada por
el fabricante (Cuadro 3) y donde se considerd una densidad de 2.5 plantas m~. La
aplicacion de los tratamientos se realizo el primero y el 11 de junio a los 10 y 20 dias

después del trasplante, respectivamente. Con excepcion de Actigard 50 GS y Aliette,
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el resto de productos fueron aplicados mediante la inyeccidn directa al sustrato (area

de la base del tallo). Las plantas fueron inoculadas con 50 mL de una solucion de

zoosporas méviles a una concentracion de 1x10°.

Cuadro 2. Origen comercial y caracteristicas de los hibridos de pimiento morrén

evaluados en este estudio.

Caracteristicas

Hibrido Empresa
Caoba rojo Syngenta
Dicaprio

Enza zaden
amarillo

Pimiento Olvera Semillas Fito

Sympathy Rijk Zwaan
California
Varias”®
wonder
PS16364212  Monsanto
Seminis

Fruto con madurez a rojo y de alto porcentaje de

frutos extra grandes de alta calidad y madurez

Fruto con madurez amarilla con frutos grandes y

extragrandes y madurez intermedia

Fruto con madurez a rojo y de talla grande, con

madurez temprana.

Fruto con madurez naranja y frutos de talla grande,

con madurez intermedia-tardia

Fruto con madurez roja, fruto de talla grande y de

madurez semiprecoz

Fruto con madurez roja, fruto mediano de forma

conica y madurez intermedia

*Patente de hibrido liberada

7.5. Aplicacion de los tratamientos.

Las aplicaciones de los productos se realizaron de acuerdo con la dosis indicada por el

fabricante (Cuadro 3) y se considerd una densidad de plantacion comercial bajo

invernadero de 2.5 plantas m™. Las aplicaciones se realizaron el primero y el 11 de
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junio, 10 y 20 dias después del trasplante (DDT), respectivamente. La preparacion de
cada una de las soluciones se realizd en botes nuevos de pléstico de capacidad de 20 L.
Para la medicion de los productos liquidos se utilizaron probetas graduadas, mientras
que para los polvos y granulos se utiliz6 una béscula granataria digital KP-103®

(Tangent, PAIS), con precisién de 0.01 g y capacidad méaxima de 200 g.

La aplicacion de los productos se realizd mediante una inyeccion directamente al
sustrato (area de la base del tallo) con la finalidad de cubrir el area radicular de cada
planta, para ello se determind previamente el gasto de solucion aplicada con una
probeta graduada. Para las aplicaciones foliares, se utilizaron atomizadores de 250 mL

para cada producto, asperjando la dosis correspondiente por planta.

7.6.  Aislamiento de P. capsici y preparacion del in6culo.

En este trabajo se empleo la cepa 6143 de P. capsici, misma que fue proporcionada
por el area de Fitosanidad-Fitopatologia del Colegio de Postgraduados-Campus
Montecillo, la cual fue re-sembrada en medio de cultivo de jugo V8-agar. Una vez que
se desarroll6 el patogeno, se procedid a su multiplicacion mediante la siembra de
cuadros de 0.5x0.5 cm en caja Petri con medio de cultivo de jugo V8-agar, dejandose
reposar por 24 h a temperatura ambiente (19 °C), posteriormente se colocaron dentro
de una incubadora a 28 °C durante seis dias. Trascurrido el periodo de incubacion y
una vez formados los esporangios (Figura 1A), se agregaron 10 mL de agua destilada-
estéril para volver a colocarlas en incubacién por ocho dias méas con la finalidad de

producir zoosporas moviles (Figura 1B).
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Cuadro 3. Nombre comercial, ingrediente activo y dosis aplicados de los productos

utilizados para el control de P. capsici en pimiento morron.

Nombre comercial Ingrediente activo Dosis ha™

Actigard 50 GS* Acibenzolar-S-metilbenzo 509
[1,2,3]tiadiazol-7-carbotioato

Fitopron* Anhidrido fosférico, éxido de 2L
potasio y fosfonato potasico

Serenade ASO’ Bacillus subtilis cepa QAT 1.5kg

713
Espectro Trico-Bio” Trichoderma spp. 2L

Ridomil Gold 480 SL*

Aliette”

Testigo sin tratamiento

Testigo absoluto sin

inocular

Metalaxil-N-(metotoxiacetil)-
N-(2,6-xilil)-D-alaninato
Fosetil fosfonato de
aluminio.

Agua destilada

Agua destilada

0.5 L (12 aplicacion)
1.25 L (2% aplicacion)

2.5kg

2L

2L

*Inductor de resistencia, YBiocontrolador y “Fungicida quimico.
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Figura 1. A. Esporangios de P. capsici con zoosporas en su interior, B. Zoosporas de

P. capsici liberadas en agua estéril.

7.7. Inoculacién y prueba de patogenicidad.

El 13 de junio de 2018, del total de unidades experimentales, 336 fueron inoculadas
con una solucién de zoosporas méviles a una concentracion de 1x10° zoosporas mL™.
Se tomaron 50 mL de la solucién y con una jeringa con aguja de punta redondeada se
inyectaron en el sustrato, cerca de la base del tallo de cada planta. Se tomaron al azar
muestras de raiz de 10 plantas con sintomas tipicos de marchitez del chile y se
trasladaron al laboratorio de Micologia Agricola del Departamento de Parasitologia
Agricola (UACh), en donde fueron lavadas con agua corriente y desinfestadas con una
solucion de hipoclorito de sodio al 0.5% por cinco minutos y después fueron
enjuagadas con agua destilada estéril, posteriormente fueron colocadas en cajas petri
con medio de cultivo jugo V8-agar (Singlenton et. al. 1992). De las muestras que
desarrollaron aislados consistentes del micelio blanco algodonoso, se tomd una
porcion del micelio para ser caracterizado morfolégicamente. Una vez corroborada la
presencia del oomiceto en las muestras analizadas, este se aislo6 nuevamente en cajas

petri con medio de cultivo jugo V8-agar para incrementar su crecimiento.
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Posteriormente con la finalidad de formar esporangios, a cada caja petri se agregaron
10 mL de agua destilada-esterilizada y se incubaron a 28° C por seis dias. Por ultimo,
se prepararon 50 mL de una solucién de zoosporas a una concentracién de 1x10°
zoosporas mL™, la cual se aplic directamente a la raiz de 10 plantas del hibrido
Caoba Rojo con 60 dias al trasplante, con la finalidad de cumplir con los postulados de

Koch, dos plantas se emplearon como testigo.

7.8. Variables evaluadas.

Se realizaron evaluaciones visuales a los 8, 16 y 24 dias después de la inoculacion
(ddi) con la finalidad de detectar plantas que presentaran sintomas de la marchitez o
secadera posiblemente ocasionados por el oomiceto P. capsici. La evaluacion de
incidencia se realizo mediante la identificacion de plantas con sintomas tipicos de la
enfermedad respecto del nimero total de plantas, mientras que con la ayuda de la
escala visual propuesta (figura 2), se evalud el porcentaje de dafio que presento cada
planta para determinar la severidad. A partir de estos datos se determin0 el area bajo la

curva del progreso de la enfermedad. (ABCPE).
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Figura 2. Guia visual para evaluacion de incidencia y nivel de dafio (%) causado por

P. capsici en plantas de C. annuum.
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7.9. Areabajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE).
Con los datos obtenidos del nivel de dafio, se calcul6 la severidad de ataque del
oomiceto para determinar el ABCPS, para lo cual se emple6 el método de integracion

trapezoidal (Shaner y Finney, 1977) mediante la ecuacion:

ABCP ="+ %*(tm— t,)
1

Donde:
Yi = porcentaje de severidad en el tiempo i
Ti = dias después de la inoculacion del tiempo i e i=1,2,3,...,n

n = ndmero de muestreos.

7.10. Andlisis estadistico de datos.
Los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
comparacion de medias de rango multiple de Tukey-Kramer (p< 0.05), en la que se

empled el paquete estadistico SAS® version 9.0.
8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1.Prueba de patogenicidad.
Todas las plantas inoculadas con la solucién de zoosporas de P. capsici presentaron
sintomas tipicos de perdida de turgencia paulatina, hasta llegar a una marchitez total,
mientras que las plantas testigo que solo se les aplico agua destilada, no presentaron

sintomas de marchitez.
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8.2. Incidencia.

En la primera evaluacién, se registré una baja incidencia de P. capsici sobre los
hibridos (19.5%); sin embargo, en el segundo y tercer muestreo, el valor inicial se
increment6 a 38.8 y 48.9 %, respectivamente (Cuadro 4), por lo que se hicieron
visibles los sintomas tipicos de marchitez ocasionada por P. capsici. En este sentido,
Thines y Kamoun (2010), el ataque del oomiceto inicia con la segregacion de
proteinas al interior del hospedante, lo que ocasiona alteraciones en los procesos
fisiol6gicos. En el periodo de evaluacién, se pudo observar que el hibrido PS16364212
presentd el menor porcentaje de incidencia (14.9%) respecto a California wonder con
44.2 % quien al ser un material vegetal que cuenta con largo de tiempo de uso, ve
mermada su resistencia al ataque del patdgeno (Sanchez-Gurrola et al., 2019). Estos
resultados contrastan con investigaciones donde se indica una mayor susceptibilidad
en especies de chile con un bajo contenido de capsaicinoides (capsaicina,
norhidrocapsaicina y dihidrocapsaicina) como el pimiento morron (Castro et al.,
2012), sin embargo, Tahboub et al. (2008) indican que el inicio de la sintesis y
acumulacion de compuestos pungentes como los capsaicinoides en el endocarpio, es
decir, donde se encuentran las semillas, por lo que no existe una relacion directa entre
la susceptibilidad a la enfermedad ocasionada por P. capsici y el nivel de pungencia de

la especie de chile.
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Cuadro 4. Incidencia de marchitez en hibridos de pimiento morrdn inoculados con P.

capsici.
Hibrido Dias despueés de inoculacion
8 16 24
Caoba rojo 2.2d° 4.2 e 5.3ab
Dicaprio amarillo 2.5cd 4.2 bc 4.8 bc
Pimiento Olvera 1.6ab 4.1ab 5.2ab
Sympathy 1.9d 44b 6.3a
California wonder 2.5cd 5.0ab 5.8ab
PS16364212 lle 1.4 de 2.0d

*‘Medias con letras iguales en columnas indican que no existe diferencias

estadisticamente significativas de acuerdo con Tukey-Kramer (p<0.05).

8.3. Severidad.

Con respecto a la severidad de dafios alos 8 ddi, plantas inoculadas con el tratamiento
B. subtilis mostraron 33.3 %, esto respecto a Metalaxil-M y Acibenzolar-S-Metil (0 %
en ambos casos). A los 16 ddi, B. subtilis incremento este valor a 80.4 %, en contraste,
Metalaxil-M registré6 0.4 %. En la ultima evaluacion (24 ddi) se observd un
incremento en la severidad para las plantas tratadas con B. subtilis (92.9 %), lo cual
concuerda con lo reportado con Huallanca y Cadena (2014), ademas también se
present6 un ligero incremento en la severidad con los tratamientos Metalaxil-M y
Acibenzolar-S-Metil con valores de 0.8 y 7.0 %, respectivamente (Cosme-Velazquez

etal., 2015).
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8.4. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE).

El analisis de varianza mostro efectos altamente significativos en la interaccion hibrido
X tratamiento (p<0.0001) (datos no mostrados). En términos generales los seis hibridos
presentaron menor ABCPE cuando se aplico Acibenzolar-S-Metil (inductor de
resistencia) y Metalaxil-M (fungicida) con valores de 6.8 y 0.8 % dia®
respectivamente, esto en relacion con el TEST (testigo). Entre los tratamientos, el uso
de Metalaxil-M mostr6 un ABCPE similar a la del TESTAB (Cuadro 5),
comportamiento que se asocia con la accion sistémica de este fungicida, es decir,
interfiere la incorporacion de la uridina durante el proceso de sintesis de ARN
(Barchenger et al., 2018). En estudios realizados con Metalaxil-M, se ha demostrado
que este es eficiente al reducir el dafio ocasionado por el oomiceto P. capsici
(Fernéndez-Herrera et al., 2007); sin embargo, es importante buscar otras alternativas
de control, pues la eficacia de este fungicida se ha visto afectada por algunos casos de

resistencia del oomiceto (Qi et al., 2012).

La aplicacion de Acibenzolar-S-metil no presenté diferencia estadistica respecto a
Metalaxil-M y al TESTAB, al mostrar los valores de ABCPE mas bajos entre los
tratamientos (Cuadro 4). En este sentido, Malolepsza (2006) reporta que el modo de
accion del Acibenzolar-S-metil es similar al acido salicilico al ser moléculas anélogas,
donde el primero se encuentra muy asociado con la resistencia sistémica adquirida,
dada su interaccién con la actividad de enzimas asociadas con la manifestacion de

resistencia en las plantas.
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Con relacion a los hibridos, los valores de ABCPE fluctuaron entre 15.7 y 100.8 (%
dia™), donde el mas sobresaliente fue PS16364212, mientras que el que mayor ABCPE
acumulé fue el hibrido California wonder (Cuadro 6), comportamiento que podria
vincularse con la sintesis de metabolitos secundarios con diferente naturaleza quimica,
entre éstas, proteinas y aminoacidos, las cuales le permiten a la planta generar un nivel
de resistencia en contra del ataque de P. capsici (Barchenger et al., 2018), en algunas
circunstancias, estos mecanismos de defensa son activadas por los compuestos que los

patdgenos segregan dentro de la planta al ser atacadas (Sanchez-Chavez et al., 2015).

El activador de las defensas Fosfonato potasico y el fungicida Fosetil-Al mostraron un
ABCPE de crecimiento similar (Cuadro 7). En este sentido, Huallanca y Cadenas
(2014) indican que el Fosfonato potasico es un producto que muestra una efectividad
limitada en el control de P. capsici. Se ha reportado que la aplicacion de Fosetil-Al
disminuye el nivel de severidad del ataque del oomiceto, sin embargo, no supera al uso
de Metalaxil-M (Fernandez-Herrera et al., 2007), que en este estudio presentd un
ABCPE de 0.8 % dia™. Por otro lado, el uso de biocontroladores (Trichoderma spp. y
B. subtilis), desarrollaron la mayor ABCPE similar a lo observado con el TEST, por lo
que su efectividad fue minima para suprimir al oomiceto, lo que coincide con lo

reportado por Huallanca y Cadena (2014).

29



Cuadro 6. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) de P. capsici
en plantas de pimiento morron sometidas con fungicidas, biocontroladores e

inductores de resistencia.

Tratamiento ABCPE (% dia™)

Caoba Dicaprio  Pimiento Sympathy California PS16364212

rojo amarillo Olvera wonder
Acibenzolar-S- 22.5 fg* 18.8 fg 00g 00g¢g 00g 00g
Metil
B. subtilis 195.0a 182.5a 170.0ab  173.8ab 195.0a 45.0 dg

Agua destilada 157.5ab 195.0a 170.0ab  157.5ac 170.0ab 32.5¢eg

Metalaxil-M 5090 00g 00g 00g¢g 00g 00g
Trichoderma 118.8ae 126.3ad 128.8ad 157.5ac 167.5ab 28.8 eg
spp.

Fosfonato 22.5fg 43.8 dg 42.5 dg 87.5 bg 105.0 af 3.8¢
potasico

Fosetil-Al 60.0 dg 50.0 dg 42.5 dg 87.5 bg 68.8 cg 00g
Agua destilada’ 00g 00g 00g 00g¢g 00g 00g

YSin inoculacion. *“Medias con letras iguales en columnas indican que no existe

diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con Tukey-Kramer (p<0.05).

Con 6.9 % de ABCPE, la aplicacién Acibenzolar-S-Metil mostré buen control de la
enfermedad, no obstante, no supero6 lo observado con Metalaxil. Al respecto, Cosme-

Veldzquez et al. (2015) sefialan que el Acibenzolar-S-Metil al ser un inductor de la
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resistencia sistémica, reduce de manera significativa el ABCPE, pero, no elimina la
infeccion. Por su parte, Baysal (2005) reporta que la disminucion del dafio provocado
por P. capsici se vincula a la induccion del producto con la generacion y sintesis de
enzimas, compuestos fendlicos y proteinas PR, reportadas como responsables con la
efectividad de los mecanismos de defensa en las plantas en contra del ataque de

patdgenos.

Cuadro 7. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) de P. capsici

en hibridos de pimiento morron.

Tratamiento ABCPE (% dia™)
Acibenzolar-S-Metil + inoculacion 6.9 d*
Bacillus subtilis + inoculacion 160.2 a
Testigo (agua destilada + inoculacién) 146.9 ab
Metalaxil-M + inoculacion 0.8d
Trichoderma spp. + inoculacion 121.3b
Fosfonato potasico + inoculacion 52.2¢
Fosetil-Al + inoculacion 515¢c
Agua destilada (TESTAB) 0.0d

‘Medias con letras iguales en columnas indican que no existe diferencias

estadisticamente significativas de acuerdo con Tukey-Kramer (p<0.05).
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9. CONCLUSIONES

En esta investigacion y las condiciones especificas de evaluacion, el hibrido
PS16364212 mostro los mejores resultados de resistencia al ataque de P. capsici. El
uso de Metalaxil-M y Acibenzolar-S-metil mostraron un control eficiente de P. capsici
en plantas de chile pimiento morron, en contraste con el fosfonato potasico (promotor
de defensas), Fosetil-Al (fungicida quimico). Asi como los biocontroladores (Bacillus
subtilis y Trichoderma spp.), quienes presentaron eficiencia nula o limitada en la

disminucion de la severidad del dafio provocado por el hongo.
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