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1. RESUMEN

La marchitez del chile, es una de las enfermedades mas importantes de este cultivo
debido a que ocasiona importantes pérdidas econdmicas. Esta enfermedad es
causada por el oomicete Phytophthora capsici Leo y se caracteriza por atacar
principalmente la raiz de la planta ocasionando pudricién y necrosis que se extiende
hasta el tallo. El manejo de la marchitez del chile se lleva a cabo de manera
convencional mediante el uso de agroquimicos que suelen causar dafios al ambiente,
ademas, con el tiempo pueden llegar a generar resistencia en P. capsici. Por lo
tanto, es necesaria la implementacion de estrategias de manejo que sean amigables
con el ambiente y que no generen un alto costo de produccion. Una estrategia es el
uso de variedades que posean resistencia y/o tolerancia a P. capsici.

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la resistencia de accesiones de chile pasilla
a diferentes fenotipos de virulencia de P. capsici. En una primera etapa, se realizod
una preseleccion de accesiones de chile pasilla, para lo cual se inocularon con
zoosporas de tres diferentes aislados de P. capsici y se mantuvieron bajo
condiciones de invernadero. Se registré la severidad de la enfermedad para
posteriormente clasificarlas como resistentes o tolerantes. En una segunda etapa, a
partir de 10 accesiones de chile pasilla se seleccionaron cuatro que registraron
mayor niumero de plantas sanas al final del experimento, estas fueron inoculadas
con zoosporas de tres diferentes aislados de P. capsici y se registraron las variables
de severidad de la enfermedad, rendimiento fotosintético, temperatura foliar,
concentracion de clorofila, biomasa seca y porcentaje de colonizacion del patogeno
en la raiz.

Las cuatro accesiones que se preseleccionaron de acuerdo con un mayor nivel de
resistencia/tolerancia fueron 28-P-2016, 35-P-2016, 44-P-2016 y 71-P-2016, las
cuales fueron clasificadas como moderadamente resistentes y tolerantes. Por otro
lado, no se encontraron diferencias estadisticas en el rendimiento fotosintético ni
temperatura foliar.

Los resultados obtenidos demuestran que existen accesiones de chile pasilla
tolerantes y moderadamente resistentes a distintos fenotipos de virulencia de

Phytophthora capsici, 1o anterior es relevante debido a que se trata de accesiones de
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chiles comerciales que podrian ser utilizadas directamente por los productores en
sus cultivos, o bien, ser empleadas en programas de fitomejoramiento. Ademas de
lo anterior, este trabajo contribuye a la busqueda de resistencia contra la marchitez

del chile causada por P. capsici en cultivares criollos de Capsicum annuum.

Palabras clave: Marchitez del chile, resistencia vegetal, Capsicum annuum.
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2. ABSTRACT

Chili wilt is one of the most important diseases of this crop because it causes important
economic losses. This disease is caused by the oomycete Phytophthora capsici Leo and is
characterized by attacking mainly the root of the plant causing rotting and necrosis that
extends to the stem. The management of chili wilt is carried out conventionally using
agrochemicals that usually cause damage to the environment, in addition, over time they
can generate resistance in P. capsici. Therefore, it is necessary to implement management
strategies that are environmentally friendly and do not generate high production costs. One

strategy is the use of varieties with resistance and/or tolerance to P. capsici.

The objective of this work was to evaluate the resistance of pasilla chile accessions to
different virulence phenotypes of P. capsici. In a first stage, a preselection of pasilla chile
accessions was carried out, for which they were inoculated with zoospores of three different
isolates of P. capsici and maintained under greenhouse conditions. The severity of the
disease was recorded to later classify them as resistant or tolerant. In a second stage, from
10 accessions of pasilla chili, 4 were selected that had the highest number of healthy plants
at the end of the experiment, these were inoculated with zoospores of three different
isolates of P. capsici and the variables of disease severity, photosynthetic yield, leaf
temperature, chlorophyll concentration, dry biomass and percentage of pathogen

colonization in the root were recorded.

The four accessions that were preselected according to a higher level of resistance/tolerance
were 28-P-2016, 35-P-2016, 44-P-2016 and 71-P-2016, which were classified as
moderately resistant and tolerant. On the other hand, no statistical differences were found in

photosynthetic yield or leaf temperature.

The results obtained show that there are accessions of pasilla chili tolerant and moderately
resistant to different virulence phenotypes of Phytophthora capsici, which is relevant
because these are commercial chili bell pepper accessions that could be used directly by
producers in their crops or be used in breeding programs. In addition to the above, this
work contributes to the search for resistance against chili wilt caused by P. capsici in

Capsicum annuum cultivars.
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Key words: Chili wilt, plant resistance, Capsicum annuum.
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3. INTRODUCCION

Capsicum annuum L, llamado cominmente “chile”, con centro de origen y domesticacion
en México, desde las antiguas culturas como la Azteca era utilizado no solo como alimento,
sino también como ofrenda, tributo e inclusive como un arma de guerra (Long-Solis, 1986).
El chile es un alimento de alto valor nutricional y una fuente de colorantes naturales y

compuestos secundarios, todos ellos utilizados en diversas industrias (Aguirre y Mufoz,

2015).

En Meéxico la produccién de chile es afectada por diversos patdogenos, que ocasionan
pérdidas que afectan el rendimiento y la calidad del producto (Guigon-Lopez y Gonzalez-
Gonzalez, 2001; Rico-Guerrero, et al., 2004). Se ha reportado la presencia de P. capsici en
el norte-centro de México pais en los estados de Aguascalientes, Estado de México,
Guanajuato, Michoacan, Morelos, Querétaro, y Zacatecas (Velasquez, et al., 2001; Pérez, et

al., 2003; Reyes-Tena, et al., 2019).

Phytophthora capsici, puede infectar y causar pudricion en las raices, la corona, el tallo y
los frutos por lo que es capaz de provocar pérdidas de hasta el 80% en la produccion en
campo (Sanchez, et al, 2004; Granke et al., 2011). Este es un oomiceto de gran
importancia fitosanitaria a nivel mundial, debido a que es capaz de infectar a mas de 50
especies de plantas cultivables que pertenecen a las familias de las Solanaceas,
Cucurbitaceas y Portulacaceas, provocando pérdidas economicas (Bautista-Calles, et al.,

2010, Kurt-Lamour et al., 2012).

Generalmente el manejo de la marchitez en los cultivos de chile se lleva a cabo mediante la
aplicacion de fungicidas sintéticos, que generalmente son extremadamente toxicos para la
fauna acudtica y algunos de ellos resultan ser muy costosos. Alternativamente se han
desarrollado productos bioldgicos para el control de esta enfermedad como es el uso de
rizobacterias antagonistas y hongos micorrizicos, asi como el uso de agentes quimicos
como es el fosfonato de potasio, metalaxyl, fosetyl-Al, por mencionar algunos (Guigon-
Loépez y Gonzélez-Gonzdlez, 2001; Fernandez-Pavia, et al, 2004). El control de la
enfermedad a través de variedades resistentes es una alternativa sostenible para reducir los
dafios ocasionados por P. capsici, ademas de que minimiza los dafios en el ambiente ya que

se reduce el uso de productos quimicos toxicos (Reifschneider et al., 1992; Castro, et al.,
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2012; Lamour, et al., 2012). Para desarrollar estas variedades es necesario contar con
materiales resistentes, los cuales generalmente se encuentran en poblaciones nativas
(Moran- Bartual, et al., 1993; Moran- Baiuelos, et al., 2010). Asimismo, la resistencia del
chile puede cambiar de acuerdo con las condiciones climdticas en las que se encuentre,
como puede ser en ambientes muy calurosos, condiciones muy humedas, frio extremo,
sequias; por lo que es necesario realizar estudios bajo estas diferentes condiciones. Algunos
trabajos como el de Palma, et al., (2017) reportaron la variedad de chile tipo serrano Criollo
de Morelos como una variedad tolerante a P. capsici, otra variedad reportada como
tolerante es el chile pasilla 18M, evaluado por Mendieta-Vazquez (2023), el cual fue
utilizado como portainjerto para evaluar la resistencia a P. capsici. También puede
modificarse la resistencia dependiendo del fenotipo de virulencia de P. capsici que infecte
al chile (Reyes-Tena, ef al., 2019; 2021). Considerando que es necesario evaluar estos
aspectos en la seleccion de material vegetal con tolerancia a la enfermedad, en este trabajo
se planted como objetivo la evaluacion de cultivares de chile pasilla contra diferentes

fenotipos de virulencia de P. capsici.
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4. MARCO TEORICO
4.1. Generalidades del chile.

El chile es una hortaliza de la familia de las solanéceas, perteneciente al género Capsicum,
en condiciones adecuadas la planta llega a medir entre 30 y 80 cm de altura y el fruto
presenta caracteristicas variadas. En México, el chile es una hortaliza fundamental como
alimento, formando parte de su acervo culinario, lo que la coloca como uno de los

alimentos basicos y estratégicos para la alimentacion y la agricultura (CIAD, 2021).

El género Capsicum esta conformado por 31 especies, de las cuales solo cinco han sido
domesticadas: C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens y C. pubescens; siendo
C. annuum la mas importante, pues contiene la mayor diversidad de chiles, cultivados o
silvestres. El fruto, en donde se encuentran las semillas, es una baya hueca carnosa o
semicartilaginosa que puede alcanzar distintos tamafos, desde poco menos de 1 cm hasta
30 cm de largo y su forma es muy variada, presentan colores que oscilan de distintos tonos
de amarillo y verde en estado inmaduro, a rojo y hasta café al madurar (Aguirre Hernandez

y Muiioz Ocotero, 2015).

A nivel mundial el chile es uno de los frutos con mas demanda siendo China el principal
productor con 16,837,404.78 ton, seguido por China Occidental, con 16,810,518.62 ton,
Meéxico, con 3,113,244.27 ton, Indonesia, con 3,020,262.11 ton y Turquia, con 3,018,775
ton (FAOSTAT, 2022). El cultivo del chile contribuye con el 20.2 % de la produccion de
hortalizas a nivel nacional y cuenta con una produccion anual de 3,681,061.47 ton para el
afio 2023 de chile verde (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020; SIAP, 2023).
Las zonas productoras se ubican en los estados de: Chihuahua (640,814.21 ton), Sinaloa
(598,399.29 ton), Zacatecas (409,189.70 ton), San Luis Potosi (333,737.82 ton), Jalisco
(201,258.91 ton), Sonora (187,413.20 ton), Michoacan (142,936.35 ton), y Guanajuato
(142,213.39 ton) (SIAP, 2023).

Entre las especies de chile méds comercializadas se encuentran el chile ancho, guajillo,
jalapeio, manzano, pasilla y serrano por mencionar algunas. El chile pasilla, o conocido

coloquialmente en su estado verde como chilaca, es uno de los chiles mas largos de
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México, llega a medir de 17 a 34 cm de largo y de 2 a 5.6 cm de ancho, este chile es uno de
los chiles mas utilizados en la cocina mexicana ya que su principal uso es para la
elaboracion del “mole, los estados que siembran chile pasilla en el pais son: Chihuahua,
Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Querétaro, San Luis Potosi y Sinaloa, siendo
Michoacan el unico estado que destina toda su produccion para la venta de chile pasilla en

seco (SIAP, 2023).

4.2. Marchitez del chile.

El cultivo de chile es susceptible de sufrir dafios por enfermedades en cualquier etapa de su
desarrollo. Estas enfermedades pueden ser causadas por bacterias, hongos, nematodos,
oomicetes y virus, o bien por factores abioticos los cuales pueden acelerar el proceso de las
enfermedades, estos factores son: cambios extremos de temperatura, exceso de humedad
en el suelo, salinidad, sequia y desbalances nutricionales, lo que por consecuencia afecta su

produccion y calidad del fruto (Chew Madinaveitia, et al., 2008).

La principal enfermedad en el cultivo de chile es la marchitez, que es causada por P.
capsici, este patdgeno causa pudricion de las raices de la planta y necrosis en el tallo;
lesiones circulares, acuosas y de color café grisdceo en las hojas (tizon foliar), y los frutos
se pueden cubrir de esporangios blancos y pueden presentar pudricion. Las lesiones en
tallos y hojas son comunes cuando el patdégeno es dispersado a través del salpique del suelo
a las partes superiores de la planta en condiciones de lluvia (Ristaino y Johnston, 1999).
Este oomiceto es de suma importancia fitosanitaria a nivel mundial ya que infecta a un gran
numero de especies de plantas de importancia agricola como el tomate, la berenjena, el
pepino, el chile, la papa, el calabacin, el pimiento y el frijol (Lamour ef al, 2012,). El
género Phytophthora (del griego Phyton: planta y phthora: destructor), pertenece al orden
de los Peronosporales y fue descrito por Anton de Bary, quien identifico a P. infestans
como el agente causal del tizon tardio de la papa en 1875; en el caso particular de P.

capsici, esta especie fue identificada por primera vez por Leonian, (1922).
Clasificacion:

Reino: Stramenipila (Cromista, Dick (2001)).
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Filo: Oomicota

Clase: Oomicetes

Orden: Peronosporales

Familia: Peronosporaceae

Género: Phytophthora

Especie: Phytophthora capsici Leonian

Este oomiceto se reproduce de forma asexual y sexual: la fase asexual que es a través de
esporangios papilados y semipapilados que presentan dos o tres 4pices, son caducos con
pedicelos cortos, medianos y largos, subglobosos, ovoides, fusiformes y de formas
irregulares y ocasionalmente forma clamidosporas las cuales se forman en condiciones
desfavorables para asegurar su supervivencia. La fase sexual ocurre cuando dos individuos
de distinto tipo de compatibilidad sexual (Al y A2) forman los gametangios (anteridio y
oogonio) que al fecundarse forman oosporas aplerdticas o plerdticas. Estas dos fases se
desarrollan en funcién de las condiciones ambientales, cuando hay baja humedad, los
esporangios de la fase asexual tienden a germinar de manera mas rapida, pero cuando la
humedad es elevada y la temperatura del ambiente oscila entre los 13°C - 28°C, estos
evolucionan a esporangios que liberan zoosporas, las cuales se desplazan a través del agua
en busqueda de su hospedante. Este oomiceto al estar presente en el suelo y moverse en el
agua, ingresa a la planta a través de la raiz, posteriormente, los tejidos afectados desarrollan
pudricion o necrosis, la cual avanza desde la raiz a la base del tallo y en el caso de plantulas
puede llegar hasta los cotiledones, en frutos se puede presentar la pudricion Uinicamente
cuando estos se encuentran cerca del suelo y debido a que el patdégeno viaja a la parte
superior por medio de salpicaduras de agua de lluvia (Ramirez et al., 1998; Echemendia,

2000; Aristizabal y Torres, 2015).

En estados avanzados de la enfermedad, al ocasionar la pudricion de la raiz e ir avanzando
hacia la parte superior de la planta, se ven afectados los haces vasculares, fundamentales
para el transporte de agua y nutrientes dentro de la planta, los cudles al estar dafiados
disminuye la actividad fotosintética (Agrios, 1995). Al disminuir la eficiencia fotosintética,

la planta comienza a presentar sintomas de la enfermedad, tal es el caso de la clorosis,

9|Pagina



debido a la disminucion de la produccion de clorofila. Al presentarse los sintomas, la planta
comienza a estresarse ya que su fotosistema se ve afectado al no recibir el agua y las sales
minerales necesarias para realizar el proceso de fotosintesis de manera. Las mediciones de
eficiencia fotosintética ofrecen un gran potencial para detectar rapidamente el estrés vegetal
y con ello detectar la posible infeccién por un patdégeno como lo es P. capsici (Pavlovic et

al,, 2014).

4.3. Manejo de la marchitez del chile.

Generalmente el manejo de la marchitez en los cultivos de chile se lleva a cabo por medio
del manejo convencional el cual consiste en el uso de agroquimicos que resultan ser poco
eficaces y que con su uso prolongado pueden llegar a ocasionar resistencia por parte del
patogeno, contaminacion de los mantos acuiferos y problemas de salud humana, tal es el
caso del ametoctradin, ciazofamida, cymoxanil, maneb, dimetomorf, famoxadona,
fenamidona, fluopicolide, fosfito de aluminio, fosfonato de potasio, mancozeb, mefenoxam,
metalaxil, propamocarb, propineb, oxatiapiprolin, y sulfato de cobre pentahidratado, siendo
este ultimo altamente toxico para la fauna acuatica (Hodgson y Rose, 2008; Huallanca y

Cardenas, 2014).

Implementar estrategias que tengan una mayor eficacia en el manejo de esta enfermedad y
que al mismo tiempo sean amigables con el ambiente podria ayudar a los productores a
disminuir el dafio en sus cultivos evitando pérdidas econdémicas y reduciendo el costo de
produccion e impacto ambiental de esta actividad, tales como el control biologico con
microorganismos como 7Trichoderma viride, T. harzianum y Bacillus subtilis, la rotacion
con cultivos no susceptibles, la busqueda de variedades con genes de resistencia a la
enfermedad y las labores culturales como el manejo de la humedad y el retiro de plantas y

frutos que presentes dafios (Huallanca y Céardenas, 2014)

Existen evidencias arqueologicas que demuestran que el hombre ha manipulado las plantas
desde hace 8000 afios tratando de buscar mejores rendimientos en sus cultivos, mejor sabor
y adaptabilidad para la supervivencia de sus cultivos (Casas y Caballero, 1995), entre las
estrategias que ha utilizado se encuentra el mejoramiento genético en diversas plantas, que

hoy en dia son cultivadas para su consumo, el cual consiste en la seleccion de especies con
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caracteristicas deseables como la resistencia a alguna enfermedad y la cruza de variedades
para obtener hibridos con las caracteristicas que se desean. Esta estrategia puede ser
aplicada en el manejo de la marchitez del chile a través de la busqueda de cultivares con
resistencia/tolerancia a P. capsici (Barchenger et al., 2018). El empleo de estos cultivares y
el desarrollo de programas de mejoramiento genético podria disminuir la incidencia de la

enfermedad y como consecuencia el uso de agroquimicos (Reyes-Tena et al., 2021).

Sin embargo, P. capsici presenta diferentes fenotipos de virulencia, por lo que una variedad
puede ser tolerante a algunos fenotipos pero no a otros, de ahi radica la importancia de
evaluar cultivares con genes de resistencia frente a diferentes fenotipos de virulencia, para
asi poder obtener variedades con resistencia a fenotipos especificos de P. capsici (Reyes-

Tena et al., 2019).
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5. ANTECEDENTES

Las variedades criollas, es decir aquellas que han sido seleccionadas y cultivadas por los
agricultores durante generaciones suelen ser portadoras de genes de resistencia a las
enfermedades mas comunes (Cowan, 2019). Algunos genotipos de chile criollos del tipo
serrano provenientes del estado de Morelos, México, han presentado un nivel de tolerancia
elevado, como es el caso del Criollo de Morelos 334 (CM-334) que se ha utilizado como

parametro para la obtencidon de genotipos con resistencia a P. capsici (Palma, et al., 2017).

Estudios anteriores han reportado que las variedades criollas son reservorio de genes de
resistencia a P. capsici, la ventaja que tienen algunas de estas variedades con respecto al
CM-334, es que tienen caracteristicas agronomicas deseables (buen tamafio y produccion
de frutos principalmente) y se podrian utilizar directamente sin la necesidad de realizar
cruzas (Castro-Rocha, 2012). En 2023, Mendieta-Vasquez evalud la resistencia de dos
genotipos de chile con dos portainjertos, el primero fue con el CM-334 y el segundo con el
chile pasilla 18M en donde obtuvo como resultado que la pasilla 18M ofrece la misma

resistencia a P. capsici que el CM-334.

Algunos genotipos de chile pasilla se han reportado como tolerantes a diferentes fenotipos
de virulencia de P. capsici (un fenotipo de virulencia, antes llamado raza fisiologica es un
aislado que posee un patron de virulencia en comun al ser evaluado en un conjunto de
hospedantes diferenciales de la misma especie) (Reyes-Tena et al., 2019), entre los que se
encuentran el PAS-1, PAS-2 y PAS-3, estos podrian ser utilizados en programas de
fitomejoramiento como fuentes de tolerancia a P. capsici, ya que mostraron lo que se
conoce como “marchitamiento lento”, esto quiere decir que hay una tasa
infeccion/virulencia lenta por P. capsici lo cual podria permitir la cosecha del producto

(Reyes-Tena et al., 2021).

Villar-Luna et al., (2022), en su trabajo evaluaron la genética de la resistencia de la linea de

chile serrano 40-1 a P. capsici, encontrando que esta linea posee dos genes recesivos
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duplicados de resistencia que de igual manera fueron encontrados en las generaciones
descendientes de esta linea de chile. Ademas, Figueira ef al. (2021), evaluaron la resistencia
de tres lineas de chile tipo padron a P. capsici, en su evaluacion encontraron que una de las
tres lineas mostré resistencia a P. capsici, esto puede ser debido a que es una linea hibrida y
sus genes de resistencia se expresan en mayor proporcion a las otras dos lineas que son
lineas puras de chile tipo padron. Anaya-Lopez et al. (2011), identificaron dos accesiones
del banco de germoplasma resistentes a P. capsici y a su asociacion con otros patdgenos,
estas accesiones son las BG102 y BG107, las cuales tienen potencial para ser utilizadas en

programas de fitomejoramiento.

Por otro lado Campos et al. (2024), evaluaron el estrés hidrico en plantas de chile pimiento
morrédn a través de la utilizacion de un aparato medidor de fotosintesis y la fluorescencia de
los cloroplastos, como resultado obtuvo que al presentar la planta estrés hidrico disminuye
la capacidad de esta para absorber y transportar luz y convertirla en energia quimica, de
igual forma observo la disminucion de la transpiracion de la planta por lo que concluye que
la medicion de la fotosintesis es un parametro que se puede implementar para la deteccion

de estrés temprano en la planta.
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6. JUSTIFICACION

México, destaca en la produccion de algunas variedades de chile como son el serrano,
pasilla y jalapefio. La marchitez es considerada como la principal limitante del cultivo,
originando el desplazamiento del cultivo a zonas libres del patégeno. Si el productor
cuenta con una variedad de chile tolerante a este patdogeno los rendimientos aumentaran
y podria reducir el costo de produccion. En este sentido, es necesaria la busqueda de
variedades que ademds de poseer genes de resistencia tengan las caracteristicas
agronomicas que el productor necesita para su cultivo. La busqueda de estas variedades
es un reto ya que existen pocas variedades que poseen genes de resistencia y cumplen
con los requerimientos del productor, existen algunas variedades de chile con tolerancia
a P. capsici en algunos estados del pais; sin embargo, no se han evaluado con
diferentes fenotipos de virulencia de Phytophthora capsici, o bien son probados como
portainjertos en busqueda de la resistencia en variedades susceptibles (Palma et al.,
2017; Mora y Vargas, 1981; Villar-Luna ef al., 2022). Esto es de gran importancia ya
que la resistencia genética debe ser una parte fundamental del manejo integrado de la
marchitez de este cultivo en México, debido a que el manejo de la marchitez del chile
se suele llevar a cabo de manera convencional con el uso de agroquimicos que con el
tiempo conlleva al desarrollo de cepas resistentes y dafios al medioambiente, ademas de
que su uso eleva los costos de produccion de los agricultores (Garcia-Rodriguez et al.,

2010).
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7.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la resistencia de accesiones de chile pasilla a diferentes fenotipos de virulencia de

Phytophthora capsici.

8.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar una preseleccion de accesiones de chile pasilla en funcion de su resistencia/
tolerancia a diferentes fenotipos de virulencia de P. capsici, bajo condiciones de
invernadero.

Cuantificar la biomasa seca de las accesiones de chile pasilla seleccionadas,
inoculadas con los fenotipos de virulencia de P. capsici.

Evaluar el nivel de estrés en la planta a través del rendimiento fotosintético y
temperatura foliar, asi como el peso seco en las accesiones seleccionadas inoculadas
con P. capsici.

Determinar el porcentaje de colonizacion de P. capsici en raices de las accesiones

evaluadas.

9. MATERIALES Y METODOS
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9.1 Preseleccion de las accesiones de chile pasilla
9.2 Material vegetal.

En el presente estudio se evaluaron 12 accesiones de chile: 9 de chile pasilla :27-P-2016,
28-P-2016, 29-P-2016, 35-P-2016, 44-P-2016, 47-P-2016, 58-P-2016, 59-P-2016, 71-P-
2016, las semillas fueron proporcionadas por el Dr. José de Jesus Luna Ruiz de la
Universidad Auténoma de Aguascalientes. Se utilizaron el criollo de Morelos CM-334
como control resistente y las variedades California Wonder (Hortaflor®) y Camino Real

como controles susceptibles.

Las semillas se colocaron en charolas de germinacion de seis cavidades cada una. Como
sustrato se utiliz6 la mezcla Sunshine Mix 3®, se regaron cuando asi se requirié a
saturacion y se utilizé fertilizante universal Miracle-gro® 20 mL por semana y se
mantuvieron en el invernadero de Patologia Vegetal del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo

(Coordenadas: 19.7689387, -101.1511207).
9.3 Aislados de Phytophthora capsici

Las cepas de P. capsici que se utilizaron fueron CPV-271 (fenotipo de virulencia MX-
MX7, obtenido de Cuitzillo el Grande, Tarimbaro, Michoacén), CPV-279 (fenotipo de
virulencia MX-1, Queréndaro, Michoacan) y CPV-283 (Yurécuaro, Michoacan), cuyos
fenotipos de virulencia fueron determinados por (Reyes-Tena et al., 2019). Estas cepas
forman parte la coleccion de Phytophthora del Laboratorio de Patologia Vegetal del
Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales de la Universidad Michoacana de

San Nicolas de Hidalgo.
9.4 Preparacion del inoculo de Phytophthora capsici.

Se reactivaron las cepas de P. capsici colocandolas en medio de cultivo agar harina de
maiz (Sigma Aldrich ®), en cajas Petri y se incubaron a 25 °C, durante cinco dias. Una vez
que se observo el crecimiento del patdogeno en el medio de cultivo, se cortdé una pequeia
muestra de agar con micelio (Icm®) y se transfiri6 a una nueva caja Petri con medio de
cultivo agar jugo V8 (Campbells®). Una vez que los aislados colonizaron por completo la

caja Petri se siguid el protocolo mencionado por Fernandez et al. (2007) con algunas

16 |Pagina



modificaciones: el medio con micelio se dividid en dos mitades y se transfirid a una caja
Petri vacia, y la otra se mantuvo en la caja original para proceder a cortar en pequefios
cuadros de aproximadamente 1 cm® y asi proceder a agregar agua desionizada estéril, y se
incubaron bajo luz blanca a 25 °C. El agua se cambi6 cada 24 h, durante 3 dias
consecutivos, tiempo después del cual se observo esporulacion. Posteriormente se
colocaron por 30 min a 4°C y 30 min a 25 °C para inducir la liberacion de zoosporas. Para
cuantificar el nimero de zoosporas por mL, el liquido de cada caja se recuper6 en un vaso
de precipitados y se realizo el conteo en la camara de Neubauer (Figura 1) y se prepar6 una

suspension con una concentracion final de 2000 zoosporas/mL con agua desionizada estéril.

Figura 1. Produccion de indculo de P. capsici: A) Aislado en medio agar harina de maiz
para su reactivacion, B) Procedimiento de cambio de agua para la inducccién de
esporulacion, C) Conteo de zoosporas en camara de Neubauer.

9.5 Inoculacion.

La inoculaciéon se realizd6 de acuerdo con el protocolo descrito por Bosland y Lindsay
(1991) con modificaciones. Las plantas de chile fueron inoculadas cuando tenian un mes de
trasplantadas, con 5 mL de una suspension de 2000 zooporas/mL [10,000 zoosporas en
total] en la base del tallo, con la ayuda de una jeringa dosificadora (Ape® 50 mL). Para

favorecer una infeccion exitosa del patogeno se colocaron las charolas de germinacion en
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recipientes sin perforaciones, con aproximadamente 5 cm de agua, de esta forma el sustrato
de las plantas hospedantes se satur6 con agua durante 24 h después de la inoculacion

(Figura 2). Las plantas se mantuvieron durante 30 dias bajo condiciones de invernadero

(temperatura minima de 20°C y maxima de 40°C).

Figura 2. Inoculacion de P. capsici en plantas de chile bajo condiciones de invernadero:

A) Inoculacion de suspension de zoosporas en la base del tallo con jeringa dosificadora, B)
Plantas en contenedores sin perforaciones.

9.6 Variables de respuesta

9.6.1 Severidad de la enfermedad.

La severidad de la enfermedad se evalu6 de acuerdo con la escala utilizada por Glosier

et al. (2008) con modificaciones correspondientes a la descripcion que se indica en la
Tabla 1.

Tabla 1. Escala de severidad de la marchitez en plantas de chile pasilla.

Nivel de Severidad Sintomas
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Nivel 0

Planta sana sin sintomas.

Nivel 1

Hojas cloroticas, sin necrosis del tallo.

Nivel 2
Necrosis de <10% del tallo.

Nivel 3
Necrosis del 10-30% del tallo de la
planta.

Nivel 4
Necrosis de >30% del tallo, puede

presentarse marchitez y defoliacion.
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Nivel 5

Planta muerta.

Las evaluaciones se iniciaron tres dias después de la inoculacion (ddi), y continuaron
durante 30 dias. La relacion de plantas resistentes/susceptibles se obtuvo al clasificar
los cultivares segun el porcentaje de plantas sanas de acuerdo con la clasificacion

descrita por Reyes-Tena et al. (2021) (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de los cultivares de chile de acuerdo con el porcentaje de plantas

resistentes, tolerantes o susceptibles.

Clasificacion Categoria  Plantas resistentes
(%, Severidad 0-1) —

Resistente R >90
Moderadamente MR 61-90
Resistente
Tolerante T 41-60
Moderadamente MT 30-40
tolerante
Susceptible S <30

R = Resistente, MR = Moderadamente Resistente, T = Tolerante, MT = Moderadamente

tolerante y S = Susceptible.

9.6.2 Porcentaje de colonizacion del patogeno en la raiz.

Posterior al registro de sintomas, se realizo el aislamiento del patégeno de acuerdo al
protocolo descrito por Soto-Plancarte et al. (2017), los tejidos de raiz se enjuagaron con
agua corriente; se cortaron pequefios fragmentos de tejido enfermo (1 cm), se desinfestaron
con una solucion de cloro al 10% (para ello se utilizé cloro comercial con hipoclorito de

sodio al 6%) durante 30 s, se enjuagaron con agua destilada estéril tres veces, se secaron
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con toallas de papel esterilizadas, y se colocaron ocho trozos en placas Petri con medio
NARPH-V8 (50% natamicina, 50% lactosa (0.02 gL-1); ampicilina (0.27 gL-1),
rifampicina (0.01 gL-1), pentacloronitrobenceno (0.10 gL- 1) e himexazol (0,075 gL-1))
por tres repeticiones. Se incubaron a 25 °C en la oscuridad para comprobar la infeccion del
patdégeno inoculado, una vez que se observé crecimiento del patdogeno, se hizo el conteo de
trozos colonizados para determinar el porcentaje de colonizacidon por tratamiento (Figura

3).

Figura 3. Determinacion del porcentaje de colonizacion de P. capsici en la raiz: A) Planta
enferma, B) Trozos de tejido enfermo, C) Proceso de enjuague del tejido enfermo, D)

Distribucion del tejido en medio NARPH-VS.
9.7 Diseiio experimental.

Se utilizé un disefio factorial completamente al azar que constd de 9 accesiones y tres
controles: uno resistente (CM-334) y dos susceptibles (California Wonder y Camino Real)
evaluados con tres aislados de P. capsici, 1o que origin6d 36 tratamientos (Tabla 3) por 12
repeticiones para un total de 432 unidades experimentales, donde una unidad experimental
fue una planta de chile.

Tabla 3. Accesiones de chile pasilla y controles susceptibles y resistente inoculados con
tres aislados de Phytophthora capsici.

GENOTIPOS AISLADOS P. capsici
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DE CHILE CPV- CPV- CPV-

271 279 283
CM-334 Tl T2 T3
(CR)
California Wonder T4 T6 T6
(CS)
Camino Real T7 T8 T9
(CS)
27-P-2016 T10 T11 T12
28-P-2016 T13 T14 T15
29-P-2016 T16 T17 T18
35-P-2016 T19 T20 T21
44-P-2016 T22 T23 T24
47-P-2016 T25 T26 T27
58-P-2016 T28 T29 T30
59-P-2016 T31 T32 T33
71-P-2016 T34 T35 T36

CPV = Coleccion Patologia Vegetal, CM = Criollo de Morelos, CR=Control resistente,
CS=control susceptible, P = Pasilla.

9.8 Evaluacion de las accesiones seleccionadas de chile pasilla frente a
Phytophthora capsici
9.8.1 Material vegetal.

Se utilizaron las semillas de cuatro cultivares (28-P-2016, 35-P-2016, 44-P-2016 y 71-P-
2016, seleccionados en el experimento de preseleccion), criollo de Morelos (CM-334)
como control resistente y la variedad de pimiento California Wonder (Horta Flor®) como
control susceptible. Las semillas se colocaron en charolas de germinacion, se utilizé el
sustrato comercial super terra ST1® y se regaron a saturacion cada tercer dia hasta el
trasplante. Las plantas de trasplantaron cuando presentaron seis hojas verdaderas, se
colocaron en contenedores de medio kilo de volumen (ST1%) (Figura 4), se regaron a
saturacion cada tercer dia hasta que finalizo el experimento y se fertilizaron una vez por
semana agregando 20 mL del fertilizante comercial universal Miracle-gro® por cada planta,
para la aplicacion de este fertilizante se diluy6 1 cucharada dosificadora (incluida en el

empaque del fertilizante) en 20 L de agua.
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Figura 4. Produccién de plantulas de las accesiones de chile pasilla A) Charola de
germinacion de 72 cavidades, B) Contenedores con medio kilo de sustrato super terra
ST1®, C) Plantulas de chile con aproximadamente dos hojas verdaderas.

9.8 2 Aislados de Phytophthora capsici

Los aislados de P. capsici que se utilizaron fueron CPV-271 (Fenotipo de virulencia MX-7,
Cuitzillo el Grande, Tarimbaro, Michoacan), CPV-259 (Fenotipo de virulencia MX-8,
Copandaro, Michoacan) y CPV-280 (Queréndaro, Michoacan).

9.8.3 Preparacion del inoculo.

La preparacion del indculo se realizé con la misma metodologia descrita en el apartado 9.4,
con la tnica variante de que en esta etapa se utilizé extracto de suelo en lugar de agua para
promover la formacion de esporangios. El extracto de suelo se prepard colectando 20 g de
suelo rizosférico libre de P. capsici para posteriormente mezclarlo con 1L de agua destilada
en un matraz, se puso en agitacion a 25°C por 3 h con ayuda de un agitador magnético a
6,000 rpm, después de este tiempo se filtro 3 veces en un embudo con ayuda de una bomba
de vacio y papel filtro (Whatman ®). Se filtr6 dos veces con un filtro de 1.6 pm (grado
GF/A) y una vez con un filtro de 1.2 pm, se cambiaron los filtros cada vez que los poros se
saturaban, el filtrado se almaceno en frascos d&mbar en volimenes de 250 mL a 4°C y 24 h

antes de su utilizacion se coloco a temperatura ambiente.
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9.8.4 Inoculacion de Phytophthora capsici.

La inoculacion se llevo a cabo cuando las plantas tenian un mes de haber sido trasplantadas

y se inocularon con 1 mL que contenia 10,000 zoosporas (Figura 5).

Figura 5. Inoculacion de P. capsici: A) Inoculacion del patdgeno en la base del tallo con
jeringa dosificadora (Ape® 50mL), B) Distribucion al azar de los tratamientos en mesas del
invernadero.

9.8.5 Variables de respuesta
9.8.5.1 Severidad de la enfermedad

La severidad de la enfermedad se evalu6 de acuerdo con la escala de severidad descrita en
el apartado 9.6.1 (Tabla 1) y se clasificaron las accesiones de acuerdo con la clasificacion

descrita en la Tabla 2.
9.8.5.2 Porcentaje de colonizacion de P. capsici en la raiz
El porcentaje de colonizacion se evalud con la metodologia descrita en el punto 9.6.2.
9.8.5.3 Biomasa seca

Se determiné la biomasa seca de todas las plantas; para ello se separ6 la parte aérea de la
raiz, esta se cortd en pequefios trozos y se colocaron en papel aluminio con perforaciones;

las raices se enjuagaron para remover los residuos de suelo y se colocaron en papel
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aluminio con perforaciones. Las muestras se colocaron en un horno a 65 °C durante dos

dias y posteriormente se pesaron en una balanza analitica (Figura 6).

Figura 6. Determinacion de la biomasa seca vegetal: A) Muestras de biomasa vegetal en la
estufa para su secado, B) Registro de la biomasa seca de la parte aérea, C) Registro de la
biomasa seca de tejido radicular.

9.8.5.4 Rendimiento fotosintético

Se determind el rendimiento fotosintético de las accesiones de chile pasilla inoculadas con
el aislado CPV 271 debido a que en la preseleccion de las accesiones demostro ser el
aislado mas virulento. Se utilizé un fluorémetro (Fluor Pen FP150%), se realizé la medicion
una hora después del atardecer, es decir a las 8:30 pm (UTC-6) en oscuridad cuando el
fotosistema II de la planta se encontraba inactivo, se realizé una medicion en tiempo cero,
un dia después de la inoculacion y posteriormente tres mediciones durante una semana cada

tercer dia a la misma hora indicada.
9.8.5.5 Temperatura foliar

La temperatura foliar se determin6d con la ayuda de un termometro digital para oidos

(Citizen ®), se registro la temperatura en tres puntos de una hoja la cual se seleccion6 de la
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parte superior de la planta, que estuviera sana, sin ninguna malformacién o dano (Figura 7).
Las mediciones se realizaron a partir de las 9:00 am, cuando la planta se encontraba en las
condiciones ambientales optimas (Temperatura: 23°C £+ 1°C) y asi poder detectar el estrés
por la infeccion de P. capsici. Se realizd una medicion en tiempo cero, un dia después de la

inoculacion y tres mediciones durante una semana cada tercer dia.

Figura 7. Determinacion del rendimiento fotosintético y temperatura foliar en plantas de
chile pasilla: A) Fluorometro utilizado para las mediciones, B) TermOémetro y medicion de
temperatura foliar, C) Hoja marcada para la medicion de temperatura foliar y puntos en los
que se realizé la medicion.

9.8.5.6 Clorofila

La clorofila se cuantifico con la ayuda de un medidor de concentracion de clorofila el cual
reporta unidades de pmol/m? (Apogee instruments®), esto se realizé a las 10:30 am y se
registro la concentracion de tres hojas de la planta para calcular el promedio. Se realiz6é una
medicion en tiempo 0, es decir el dia en que se inocularon las plantas y seis mediciones

cada tercer dia durante las dos semanas que dur6 el experimento.
9.8.5.7 Diseiio experimental

Se utilizo un disefio experimental completamenteal azar que constd de 24 tratamientos por

6 repeticiones, dando un total de 144 unidades experimentales (Tabla 6), las cuales se
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distribuyeron de manera aleatoria bajo condiciones de invernadero (Temperatura minima:

21°C, temperatura maxima: 40°C).

Tabla 4. Accesiones de chile pasilla y controles susceptibles y resistente inoculados con
tres aislados de Phytophthora capsici.

ACCESIONES AISLADOS

CPV- CPV- CPV- S/P
271 259 280

CM-334 T1 T2 T3 T4
CwW T5 T6 T7 T8
28-P-2016 T9 T10 T11 T12
35-P-2016 T13 T14 T15 T16
44-P-2016 T17 T18 T19 T20
71-P-2016 T21 T22 T23 T24

T =Tratamiento, P = Pasilla, CM = Criollo de Morelos, CW = California Wonder, S/P = Sin
Patégeno, CPV = Coleccion Patologia Vegetal.

El experimento se repitié dos veces para corroborar la reproducibilidad, en la repeticion se
evaluaron las accesiones inoculadas inicamente con el aislado CPV-271 y se afadi6 la

variable de clorofila a las variables evaluadas.

El disefio experimental fue un disefio experimental completamente al azar y constd de 12
tratamientos con 3 repeticiones lo que origind un total de 36 unidades experimentales

(Tabla 7).

Tabla 5. Accesiones de chile pasilla y controles susceptibles y resistente inoculados con
tres aislados de Phytophthora capsici.

ACCESIONES  AISLADOS

CPV- S/P
271
CM-334 T1 T2
Cw T3 T4
28-P-2016 TS T6
35-P-2016 T7 T8
44-P-2016 T9 T10
71-P-2016 T11 T12

T =Tratamiento, P = Pasilla, CM = Criollo de Morelos, CW = California Wonder, S/P =
Sin Patoégeno, CPV = Coleccion Patologia Vegetal.
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10. RESULTADOS
10.1 Preseleccion de las accesiones de chile pasilla

Como resultado de las evaluaciones de las nueve accesiones iniciales de chile pasilla contra
los tres fenotipos de virulencia de P. capsici los primeros sintomas se observaron una
semana después de que se inocularon las plantas. La primera accesion en mostrar sintomas
fue el control susceptible CW, el cual presentd clorosis y posteriormente se observod
necrosis en el tallo y después de ocho dias todas las plantas inoculadas de esta accesion se
registraron como plantas. Posterior a esto se observo necrosis de menos del 10% en las
accesiones 44-P-2016 y 71-P-2016 a excepcion del control resistente CM-334. El
experimento tuvo una duracién de 30 dias ya que fue el periodo en que se observo clorosis
en la accesion CM-334 inoculada con el aislado CPV-271 y se pudo observar que las
accesiones 28-P2016, 35-P-2016, 44-P-2016 y 71-P-2016 mostraron un mayor nimero de

plantas sanas al final del experimento.

Al clasificar las accesiones de acuerdo a su nivel de resistencia/tolerancia se obtuvo que
unicamente el control CM-334 inoculado con las aislados CPV-279 y CPV-283 se
comportd como resistente, las accesiones que mostraron moderada resistencia fueron 29-P-
2016, 44-P-2016, 59-P-2016 y 71-P-2016 (Figura 6), al ser inoculadas con el aislado CPV-
283, para el aislado CPV-279, las accesiones 35-P-2016, 44-P-2016 y 71-P-2016 mostraron
moderada resistencia, mientras que para el aislado CPV-271 solo fue la accesion 28-P-
2016, esta misma accesion fue la Gnica que mostré6 moderada tolerancia frente al aislado
CPV-283. Las accesiones 29-P-2016, 35-P-2016, 44-P-2016, 59-P-2016 y 71-P-2016
mostraron tolerancia al aislado CPV-271 (Figura 8) y las accesiones 27-P-2016, 28-P-2016
y 35-P-2016 mostraron tolerancia a los aislados CPV-279 y CPV-283.Las accesiones que
mostraron susceptibilidad fueron la 27-P-2016, 47-P-2016 inoculadas con el aislado CPV-
271, la 29-P-2016, 47-P-2016, 58-P-2016 inoculadas con el aislado CPV-279 y las
accesiones 47-P-2016 y 59-P-2016 inoculadas con el aislado CPV-283 (Tabla 4).
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Tabla 6. Categorizacion de las 9 accesiones de chile pasilla, en resistentes (R),
moderadamente resistentes (MR), tolerantes (T), moderadamente resistentes (MR),
susceptibles (S) y los controles resistente y susceptible.

Accesion  Aislado Plantas Plantas % Plantas Clasificacion
inoculadas sanas resistentes —
CM-334 CPV-271 12 0 0 S
CM-334 (CPV-279 12 12 100 R
CM-334 (CPV-283 12 12 100 R
C.R.C.S CPV-271 12 0 0 S
C.R.C.S CPV-279 12 0 0 S
C.R.C.S CPV-283 12 0 0 S
Ccw CPV-271 12 0 0 S
Cw CPV-279 12 0 0 S
Ccw CPV-283 12 0 0 S
27P-2016 CPV-271 12 3 25 S
27P-2016 CPV-279 12 6 50 T
27P-2016 CPV-283 12 4 33 MT
28P-2016 CPV-271 12 10 83 MR
28P-2016 CPV-279 12 7 58 T
28P-2016 CPV-283 12 6 50 T
29P-2016 CPV-271 12 6 50 T
29P-2016 CPV-279 12 0 0 S
29P-2016 CPV-283 12 9 75 MR
44P-2016 CPV-271 12 7 58 T
44P-2016 CPV-279 12 9 75 MR
44P-2016 CPV-283 12 9 75 MR
47P-2016 CPV-271 12 1 8 S
47P-2016 CPV-279 12 0 0 S
47P-2016 CPV-283 12 0 0
35P-2016 CPV-271 12 5 41 T
35P-2016 CPV-279 12 8 66 MR
35P-2016 CPV-283 12 6 50 T
58P-2016 CPV-271 12 5 41 T
58P-2016 CPV-279 12 0 0 S
58P-2016 CPV-283 12 3 25 S
59P-2016 CPV-271 12 7 58 T
59P-2016 CPV-279 12 0 0 S
59P-2016 CPV-283 12 9 75 MR
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71P-2016 CPV-271 12 7 58 T

71P-2016 CPV-279 12 8 66 MR

71P-2016 CPV-283 12 9 75 MR

CM-= Criollo de Morelos, C.R.C. S= Camino Real Chile Serrano, CW= California Wonder,
P= Pasilla, CPV= Cédigo Patologia Vegetal.

Cuando finaliz6 el experimento, se realizé un muestreo destructivo para hacer aislamientos
de la raiz de las accesiones y asi determinar el porcentaje de colonizacién del patogeno

(Tabla 5).

Tabla 7. Porcentaje de colonizacion de Phytophthora capsici en raiz de las 12 accesiones
evaluadas.

ACCESION AISLADO
CPV-271  CPV- CPV-
279 283
CM-334 93.70% 0 0
C.R.C.S 65.62%  65.62%  62.50%
CW 37.50%  53.12%  15.62%

27-P-2016 53.12% 50% 65.62%
28-P-2016 21.87% 53.12%  40.62%
29-P-2016 28.12% 28.12%  31.25%
44-P-2016 15.62% 9.37% 28.12%
47-P-2016 12.50% 37.50% 6.25%
35-P-2016 43.75% 25% 56.25%
58-P-2016 18.75% 37.50%  71.87%
59-P-2016 40.62% 25% 9.37%
71-P-2016 28.12% 18.75% 9.37%

CPV= Cdédigo Patologia Vegetal, CM= Criollo de Morelos, C.R.C. S= Camino Real Chile
Serrano, CW= California Wonder, P= Pasilla.
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Figura 8. Comparacion del control resistente (CM-334) con una accesion tolerante (71-P-
2016) inoculadas con el aislado CPV-271 y del control resistente (CM-334) con una
accesion susceptible (58-P-2016) inoculadas con el aislado CPV-279.

10.2 Evaluacion de las accesiones preseleccionadas de chile pasilla frente a

Phytophthora capsici

En la tabla 8, se muestra la clasificacion de las accesiones de acuerdo con el nimero de
plantas resistentes al final del experimento. Los primeros sintomas de la enfermedad se
observaron al tercer ddi en el control susceptible, a los siete ddi, todas las plantas de CW
murieron por lo que se concluyd el experimento para evaluar la biomasa seca de las
accesiones. Para la repeticion del experimento, los primeros sintomas de la enfermedad
aparecieron a los cinco ddi en el control susceptible CW y al termino de 14 dias todas las
plantas murieron, momento en el cual se concluy6 el experimento para el registro de las

variables restantes (Figuras 9, 10y 11).
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Figura 9. Comparacion de las accesiones de chile pasilla evaluadas contra el aislado CPV-
271 al final del experimento.

Figura 10. Comparacion de las accesiones de chile pasilla evaluadas contra el aislado
CPV-259 al final del experimento.
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Figura 11. Comparacién de las accesiones de chile pasilla evaluadas contra el aislado
CPV- 280 al final del experimento.

Los resultados obtenidos mostraron que las accesiones 28-P-2016, 35-P-2016 y 71-P-2016
fueron clasificadas como moderadamente resistentes y la accesion 44-P-2016 como
resistente al igual que el control resistente CM-334; en la repeticion del experimento las
accesiones mostraron un nivel de severidad mas alto por lo que su clasificacion se modifico
quedando las accesiones 35-P-2016, 44-P-2016 y 71-P2016 como moderadamente
tolerantes y Uinicamente la accesion 28-P-2016 mantuvo su clasificacion de moderadamente

resistente en ambos experimentos (Tabla 8).

Al evaluar el porcentaje de colonizacion del patdgeno en la raiz de las accesiones, se
observd que las accesiones presentaron mayor porcentaje de colonizacion en el segundo
experimento, de igual forma se observaron diferencias significativas entre las acceciones al
evaluar la biomasa seca de la raiz en ambos experimentos. Las accesiones que menores
valores de biomasa seca presentaron fueron 28-P-2016, 44-P-2016 y 71-P-2016 inoculadas
con el aislado CPV-280 (Tabla 9), lo que indica que es el aislado con mayor virulencia en

la raiz de las accesiones (Figura 15).
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En la evaluaciéon de la biomasa seca de la parte aérea y biomasa seca total no se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, sin embargo, en el
segundo experimento se observo una disminucion de los valores de biomasa seca de la
parte aérea y biomasa seca total. En cuanto a la biomasa seca de la raiz se observé que la
accesion 71-P-2016 registré el menor peso, esta accesion fue evaluada con el aislado CPV-
271, lo que indica que en el segundo experimento las accesiones fueron mas susceptibles a
la infeccion de P. capsici, o bien, los aislados resultaron ser mas virulentos, ya que se tiene
la hipdtesis de que la temperatura afecto a las plantas ocasionandoles estrés hidrico y por
consecuencia fueron mas susceptibles, de igual manera se tiene la hipdtesis de que los
aislados al ser reaislados de plantas anteriores, estos adquirieron mas virulencia y por ello

el dano fue mayor (Tabla 9).

Figura 12. Comparacion de las raices al final del experimento, A) CM-334 sin inocular, B)
California Wonder, C) CM-334 inoculado, D) 28-P-2016, E) 35-P-2016, F) 44-P-2016, G)
71-P-2016.

Las evaluaciones del rendimiento fotosintético presentaron diferencias estadisticas
significativas (P<0.05), en el primer experimento, registrando los valores mas bajos el
control susceptible CW, lo que indicé que la mayoria de las accesiones se comportaron
similar al control resistente, sin embargo al desarrollar el segundo experimento, en todas las
accesiones evaluadas el rendimiento fotosintético y la temperatura foliar disminuyeron
(Tabla 10), esto es indicativo de que las plantas se encontraban mas estresadas, esto puede
ser debido a que la temperatura en el invernadero se elevd de manera considerable

alcanzando los 40°C, lo que provocd que las plantas se estresaran mas y el patdgeno
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infectara de manera més lenta ya que se observaron los primeros sintomas cinco ddi y no al

tercer ddi como en el primer experimento.

La medicion de la clorofila fue una variable de estrés fisiologico extra que se midio en el
segundo experimento para evaluar si esta disminuye al estar la planta inoculada con P.
capsici. Para esta variable se encontraron diferencias estadisticas significativas (p<0.05),
sin embargo, se observo que la accesion 44-P-2016 fue la que registré6 mayor contenido de
clorofila en comparacion con las accesiones restantes. El control susceptible CW, registro
una disminucion en los valores de clorofila comparado con el control sin patdégeno, pero

estadisticamente los valores resultaron estadisticamente similares (Tabla 10).
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Tabla 8. Categorizacion de las accesiones de chile evaluadas en el segundo experimento de acuerdo con el porcentaje de plantas sanas

al final del experimento.

. . Plantas  Plantas % plantas . s Plantas — Plantas % plantas o, G cign
Accesion  Aislado . nas  resistentes Clasificacion inoculadas  sanas  resistentes
Repeticion
28-P-2016 CPV-271 6 5 83% MR 3 2 66% MR
28-P-2016 CPV-259 6 6 100% R - - - -
28-P-2016 CPV-280 6 4 67% MR - - - -
28-P-2016 S/p 6 6 100% R 3 3 100% R
35-P-2016 CPV-271 6 4 67% MR 3 1 33% MT
35-P-2016 CPV-259 6 5 83% MR - - - -
35-P-2016 CPV-280 6 6 100% R - - - -
35-P-2016 S/P 6 6 100% R 3 3 100% R
44-P-2016 CPV-271 6 6 100% R 3 1 33% MT
44-P-2016 CPV-259 6 6 100% R - - - -
44-P-2016 CPV-280 6 3 50% T - - - -
44-P-2016 S/p 6 6 100% R 3 3 100% R
71-P-2016 CPV-271 6 5 83% MR 3 1 33% MT
71-P-2016 CPV-259 6 6 100% R - - - -
71-P-2016 CPV-280 6 5 83% MR - - - -
71-P-2016 S/p 6 6 100% R 3 3 100% R
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CM-334 CPV-271 6 6 100% R 3 3 100% R
CM-334 CPV-259 6 6 100% R - - - -
CM-334 CPV-280 6 6 100% R - - - -
CM-334 S/p 6 6 100% R 3 3 100% R
Cw CPV-271 6 0 0% S 3 0 0% S
Cw CPV-259 6 0 0% S - - - -
Cw CPV-280 6 3 50% T - - - -
Cw S/P 6 6 100% R 3 3 100% R

P= Pasilla, CM= Criollo de Morelos, CW= California Wonder, CPV= Codigo Patologia Vegetal, R= Resistente, MR= Moderadamente

resistente, T= tolerante, MT= Moderadamente tolerante, S= Susceptible, S/P= Sin patogeno.

Tabla 9. Porcentaje de colonizacion del patdgeno y biomasa seca de las accesiones de chile evaluadas.

Accesion  Aislado % % BSR BSA BST BSR BSA BST

Colonizacion Colonizacion ler experimento 2do experimento

ler 2do

experimento experimento
CM-334 CPV-271 4.3 0 0.74 c 39a 4.65ab  0.155bc 0919abc 1.074 ab
CM-334 CPV-259 4.3 - 0.69 bc 4.0 ab 4.64 ab - - -
CM-334 CPV-280 0 - 0.72¢ 4.2 ab 4.92 abc - - -
CM-334 S/p 0 0 0.89 ¢ 5.0abc  5.85 abcd 0.168 1.766 ef 1934 cd

abcd

28P-2016 CPV-271 46 20 0.58 abc 39a 4.45 ab 0.269d 1313 cde 1.582bced
28P-2016 CPV-259 46.3 - 0.70 be 45abc  5.18 abed - - -
28P-2016 CPV-280 21 - 0.59 abc 4.0 ab 4.62 ab - - -
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28P-2016 S/P 0 0 0.79 ¢ 5.8 bc 6.61 bc 0.267cd  1.793 ef 2.06 cd
35P-2016 CPV-271 54.3 83 0.65 bc 44abc 5.08abcd 0.239bcd 1.193 cde 1.361 be
35P-2016 CPV-259 46 - 0.66 bc 3.7a 4.40 ab - - -
35P-2016 CPV-280 8.6 - 0.71 ¢ 47abc  5.38 abed - - -
35P-2016 S/P 0 0 0.82 ¢ 48abc 5.65abcd 0.260 cd 1.970 f 2.23d
44P-2016 CPV-271 0 80 0.74 ¢ 5.4 abc 6.12bcd 0.218cd 1.360 def 1.578 bed
44P-2016 CPV-259 71 - 0.73 ¢ 4.6 abc  5.31 abdc - - -
44P-2016 CPV-280 87.6 - 0.56 abc 39a 4.43 ab - - -
44P-2016 S/P 0 0 0.81c¢ 5.1abc  5.88abcd 0.264 cd 1.905 1.359
abcde abcd
71P-2016 CPV-271 29.3 75 0.68 bc 3.7a 4.41 ab 0.099 ab 0.590 a .0.690 a
71P-2016 CPV-259 12.6 - 0.81c¢ 5.1abc  5.95 abcd - - -
71P-2016 CPV-280 8.6 - 0.68 bc 4.2 ab 4.85 abc - - -
71P-2016 S/P 0 0 0.82 ¢ 6.1c 6.96 b 0.267 cd 0.926 1.191 abc
abcd
CW CPV-271 21 100 0.26 a 3.8a 4.08 a 0.028 a 0.703 ab 0.731a
CW CPV-259 12.6 - 0.33 ab 38a 4.17 a - - -
CwW CPV-280 33.3 - 0.65 bc 4.1 ab 4.76 abc - - -
CW S/P 0 0 0.87 ¢ 4.7 abc 5.61 0.166 bc 0.807 0.937 ab
abed abed

P= Pasilla, CM= Criollo de Morelos, CW= California Wonder, CPV= Coleccién Patologia Vegetal, S/P= Sin patdégeno, BSR=
Biomasa seca de raiz, BSA= Biomasa seca de la parte aérea, BST= Biomasa seca total. Diferentes letras significan diferencias

significativas de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (P<0.05).
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Tabla 10. Evaluacion del rendimiento fotosintético y temperatura foliar en plantas de chile inoculadas y sin inocular.

Accesion Rendimiento Temperatura Rendimiento Temperatura Concentracion de
Fotosintético foliar °C Fotosintético foliar °C clorofila pmol/m?
Primer experimento Segundo experimento
CM-334 CPV-271 0.78 b 31.8 ab 0.7 be 28.3 2489 a
CM-334 S/P 0.78 b 31.8 ab 0.69 be 27.8 200.5 a
28-P-2016 CPV-271 0.77b 31.0 ab 0.71c 28 324.2 ab
28-P-2016 S/P 0.77 b 304 a 0.66 abc 28.3 2113 a
35-P-2016 CPV-271 0.75b 30.8 a 0.69 be 28.5 325.3 ab
35-P-2016 S/P 0.78 b 31.6 ab 0.66 abc 28.5 314.1 ab
44-P-2016 CPV-271 0.78 b 31.1ab 0.7 be 27.6 428.6 b
44-P-2016 S/P 0.77b 309a 0.67 abc 27.9 297.9 ab
71-P-2016 CPV-271 0.77b 31.1ab 0.63 ab 28.1 319.6 ab
71-P-2016 S/P 0.78 b 31.4 ab 0.71c 28.6 280.5 ab
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CW CPV-271 0.68 a 31.3ab 0.57a 28.7 248.6 a

CW S/pP 0.77b 333b 0.69 bc 27.1 181.3a

P= Pasilla, CM= Criollo de Morelos, CW= California Wonder, CPV= Cédigo Patologia Vegetal, S/P= Sin patogeno. Diferentes letras
significan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (P<0.05).

40 |Pagina



En el segundo experimento, en la fase de preparacion del inoculo, los aislados fueron
observados al microscopio para corroborar la formacién de esporangios (Figura 14) y se
observaron ademas de estos, la formacion de clamidosporas (Figura 13), esto toma
relevancia ya que algunos autores mencionan que Phytophthora capsici no forma

clamidosporas.

Figura 13. Clamidospora de Phytophthora capsici (aislado CPV-271).

Figura 14. Esporangios de Phytophthora capsici (aislado CPV-271).
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11. DISCUSION.

Las evaluaciones realizadas demuestran que cuatro accesiones de chile pasilla son
moderadamente resistentes o tolerantes a diferentes fenotipos de virulencia de P. capsici, lo
que nos lleva ala hipotesis de que las accesiones de chile pasilla evaluadas en este estudio
presentan genes de resistencia al patogenal evaluar el porcentaje de colonizacion en raiz se
observd que el control resistente CM-334 inoculado con el aislado CPV-271 presenté un
alto porcentaje de colonizacion en la raiz, lo que indica que el control resistente no
presenta resistencia universal a P. capsici, lo cual ya habia sido observado en otro estudio
desarrollado in vitro por Castro-Rocha, (2016). En el caso particular de las accesiones de
chile pasilla evaluadas en el presente estudio, se podrian realizar cruzas con cultivares de
chile susceptibles e identificar mediante segregacion genética en la descendencia la posible
presencia de genes de resistencia, y emplearlos en programas de fitomejoramiento, como se
ha realizado en otros estudios como el de Palma-Martinez et al. (2017) quienes evaluaron
lineas de chile huacle tolerante a P. capsici las cuales al ser cruzadas con el chile
susceptible NuMex, reportaron la presencia de individuos resistentes y susceptibles en
proporcién 3:1, lo cual indicd la presencia de un gen de resistencia en algunas variedades

de chile huacle.

Por otro lado, se han reportado otras accesiones de chile pasilla como tolerantes a P.
capsici, en un estudio realizado por Reyes-Tena et al. (2021), se encontré6 que las
accesiones de chile pasilla PAS-2 y PAS-3 provenientes de Zacatecas, México, registraron
moderada resistencia, tolerancia y moderada tolerancia al ser inoculadas con los fenotipos
de virulencia MX-1, MX2, MX-7, MX-8 y MX-10, de P. capsici. En el caso particular de
los fenotipos MX-7 y MX-8 que también fueron evaluados en el presente estudio, los
resultados obtenidos son consistentes en cuanto al nivel de resistencia/tolerancia que
presentan las accesiones de chile pasilla. En otro estudio realizado por Reyes-Tena et al.
(2022), también se encontro tolerancia en un cultivar de chile pasilla (chilaca) obtenido de
Queréndaro, Michoacén, incluso al ser inoculado con dosis mas altas del patégeno (15,000

zoosporas/mL™! por planta); sin embargo, esta respuesta solo se evalué frente a un aislado
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del patdgeno. La busqueda de material vegetal con resistencia y tolerancia a P. capsici debe
ser evaluado frente a diferentes fenotipos de virulencia o razas fisioldgicas del patdégeno
(Oclke, et al., 2003; Sy et al., 2008, Monroy-Barbosa y Bosland 2011; Jiang et al., 2015;
Barchenger et al., 2018), lo anterior debido a que si las variedades de chile son resistentes
a diferentes fenotipos de virulencia que se pueden encontrar en las zonas de produccion,
especialmente del norte y centro de México, donde se ha reportado una alta diversidad

genética de P. capsici (Castro-Rocha et al., 2012) tienen méas probabilidades de sobrevivir.

Otras fuentes de resistencia a P. capsici han sido reportadas en México por Retes-
Manjarrez et al. (2020), quienes encontraron que seis cultivares de chile jalapefio, manzano
y piquin registraron alta resistencia a un aislado virulento del patégeno obtenido de Sinaloa,
México; estos resultados fueron consistentes en dos experimentos repetidos que realizaron
bajo invernadero en las mismas condiciones experimentales (20 — 32 °C). En el caso
particular del presente estudio, los resultados registrados en la repeticion del experimento
no fueron totalmente consistentes, debido principalmente a que las accesiones de chile
pasilla evaluadas registraron un mayor nivel de severidad de la enfermedad en la mayoria
de las interacciones accesion x aislado, lo anterior es posible que se deba a la variacion
ambiental registrada durante la repeticion del experimento, donde, a pesar de que se
desarroll6 en las mismas fechas que el experimento anterior, se registraron temperaturas
mas elevadas (40°C temperatura méaxima), lo que pudo afectar directamente el desempefio
de las accesiones evaluadas de chile pasilla. En este sentido, las condiciones ambientales
(Saltos et al., 2022); y la etapa de crecimiento vegetal juegan un papel clave en el
mantenimiento de la resistencia de las variedades vegetales que se pretenden evaluar frente
a fitopatogenos como P. capsici (Develey-Riviére y Galiana et al., 2007). Esta informacion
es relevante ya que esto muestra una respuesta diferencial de las accesiones de chile pasilla

bajo condiciones de estrés como resultado del cambio climatico.

Otra estrategia para el uso de material resistente a P. capsici es la produccion de injertos
donde se coloque material vegetal con caracteristicas agrondmicas deseables. En este
sentido, Garcia-Rodriguez et al. (2010) evaluaron plantas de chile ancho variedad Rebelde
injertadas con CM-334, donde observaron mejores rendimientos de las plantas y no

observaron dafios por la enfermedad. En el caso particular de las variedades de chile pasilla
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tolerantes al patogeno, esta estrategia se podria explorar al injertar cultivares que son muy
susceptibles como el pimiento (Votava y Bosland, 2002); sin embargo, al ser las accesiones
de chile pasilla un chile comercial y atractivo para su mercadeo en estado verde (chilaca) o
bien, mediante la transformacion en alimentos derivados como el mole, lo mas practico
podria resultar utilizarlas de manera directa para cultivo por parte de los productores en las

zonas de donde es nativa (Reyes-Tena et al., 2022).

Finalmente, el presente estudio contribuye con informacion importante en la busqueda de
material vegetal resistente a P. capsici, un patdogeno agresivo y dificil de controlar con
estrategias de manejo convencional. Actualmente, solo la compaiia de semillas Seminis®
perteneciente a Vegetables by Bayer® comercializa tres variedades de chile con resistencia
intermedia a P. capsici: chile jalapefio “Tzotzil”, chile pasilla “Sombrerete” y chile caribe
“Becan” (Gutiérrez-Vazquez, 2021; Vegetables-Bayer, 2024); sin embargo, el alto costo de
estos hibridos limita su uso extensivo por parte de los productores. Por este motivo, la
busqueda de material vegetal local con resistencia al patdogeno, especialmente los cultivares
criollos que los mismos productores seleccionan, sigue siendo la mejor estrategia en
términos de sostenibilidad para el manejo de esta enfermedad. Por otro lado, es importante
considerar las condiciones ambientales, las cuales pueden romper la tolerancia al patégeno,
por ejemplo, las altas temperaturas registradas en el segundo experimento provocaron un
mayor estrés en las accesiones de chile pasilla y es de particular interés la formacion de
clamidosporas de un aislado del patogeno, lo cual favorecié su establecimiento y mayor
virulencia en las condiciones de temperatura mencionadas. En este sentido, es importante

continuar con la busqueda de material vegetal con mayor rango de tolerancia al patégeno.
12. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se encontr6 que cuatro accesiones de chile pasilla presentaron
resistencia, moderada resistencia, y moderada tolerancia a diferentes fenotipos de virulencia
de a P. capsici. La informacidn presentada en esta tesis podria servir para la utilizacion de
estas accesiones en programas de fitomejoramiento de chile, o bien, ser utilizadas
directamente en sus cultivos por los productores, especialmente en las zonas de donde
fueron obtenidos los aislados del patdégeno. Por otro lado, las variables de respuesta de

estrés fisiologico evaluadas en el presente estudio podrian ser utiles unicamente en casos
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donde la especie vegetal presenta un daiio muy avanzado, por lo que es necesario realizar

evaluaciones posteriores para estandarizar las técnicas de medicion.
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14. ANEXOS

Se escribio el articulo de divulgacion que lleva por titulo “Las enfermedades en las plantas,
un dolor de cabeza para los agricultores”, el cual fue enviado a la Revista Digital
Universitaria de la Universidad Autéonoma de Mé¢éxico y se encuentra en proceso de

aceptacion para su posterior publicacion.
Se participd en los siguientes congresos y seminario de los cuales se obtuvo constancias de
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