CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

TESIS

Histocompatibilidad y compuestos bioactivos en injertos de chile Pimiento y
Serrano (Capsicum annuum L.) con dos portainjertos resistentes a
Phytophthora capsici Leo.

PRESENTA
M. en C. Araceli Guadalupe Mendieta Vazquez

PARA OBTENER EL GRADO DE

Doctora en Ciencias Bioldgicas

Comité tutoral
Tutor:
Dr. José de Jesus Luna Ruiz
Asesores:
Dr. Joaquin Sosa Ramirez

Dr. Fidel Guevara Lara

Aguascalientes, Ags. Mayo 2023



TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

Autorizaciones

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



Dictamen de Liberacion Académica



Constancia de Publicacion del Articulo

DOI: https://doi.org/10.21273/HORTSCI17084-23



https://doi.org/10.21273/HORTSCI17084-23

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca otorgada con el
numero 616194. A la Universidad Autébnoma de Aguascalientes y al personal administrativo
del Centro de Ciencias Bésicas, por la oportunidad otorgada para realizar mis estudios de
Posgrado. Al Centro de Ciencias Agropecuarias (CCA), por su apoyo en el uso de sus
instalaciones y equipo para realizar los experimentos de la investigacion, y al Centro de
Ciencias Basicas (CCB) por el apoyo brindado en el uso de sus instalaciones y equipo para
realizar los anélisis.

A mi comité tutoral, quienes fueron la base para sacar a flote este gran proyecto que nos llen6
de muchas satisfacciones. El Dr. José de Jestis Luna Ruiz, por confiar en mi para realizar mis
estudios de posgrado, por su apoyo académico y profesional. Gracias por sus consejos,
conocimiento, y ser guia a lo largo del proyecto. A mis asesores, el Dr. Fidel Guevara Lara,
por su apoyo, confianza, y su gran apoyo profesional y aporte de conocimientos, que sin duda
fue fundamental para mi crecimiento profesional. Y al Dr. Joaquin Sosa Ramirez, por
brindarme de su sabiduria, por su aporte académico, y apoyo profesional y personal. Les
agradezco de corazon su confianza y paciencia hacia mi persona.

Al Sistema Producto Chile Aguascalientes (CEPROCH), al ingeniero Juan Martin Diaz
Hernéndez, y a Dofia Juana, por su apoyo en la produccion de las plantas experimentales.

Al M.C. Jorge Alejandro Torres Gonzalez por su apoyo técnico y ser mi mano derecha a lo
largo de todo el experimento. Por abastecerme de los conocimientos agrondmicos, y ser guia
en el mundo de la horticultura.

A la Dra. Ma. Consolacion Martinez Saldafia, a la Dra. Rosa Cerros Tlatilpa, a la L.A.Q.B.
Sonia Sofia Cruz Muiioz, a la Dra. Sylvia Patricia Fernandez Pavia, al M.C. Jesus Martin
Fuantos Mendoza, al M.C. José Luis Moreno Hernandez Duque, a la T.L.Q. Ma. Del Carmen
Rubio Franchini, al Dr. Javier Ventura Juarez, al Dr. Manuel Enrique Avila Blanco, a la Dra.
Mariana Beltran Beache, y a la M.C. Lorena Sandoval Cardoso, quienes son unas
extraordinarias personas y fueron muy amables en apoyarme con sus conocimientos, apoyo
técnico, y/o equipo sin tener un deber conmigo, fueron parte importante para sacar adelante
mi proyecto.

A la Biol. Temis Quezada Padilla y al LBT Aar6n de Jests Briones Delgado, por su apoyo
previo a la inoculacion. Al C. José de Jesus de la Cruz de Luna por su apoyo técnico en el
cuidado de las plantas. Al LDG. Humberto David Mendieta Vazquez por su ayuda con la
edicion de fotografias de los cortes histologicos y las fotografias para publicacion del
articulo.

A todo el personal Postefio (CCA-UAA), que me han hecho sentir como en casa. Por su
acompanamiento a lo largo de mis estudios de Posgrado.

A mi familia por acompafiarme y apoyarme en mis locuras, darme dnimos y motivacion para
sacar adelante mis proyectos de vida. Ustedes son mi motor.



DEDICATORIAS

A mi familia...

A mis padres Adela y Humberto, que, gracias a su educacion y amor, soy el ser humano del
que siempre han estado orgullosos. Les estaré eternamente agradecida por siempre
apoyarme y confiar en mis decisiones, en no dejarme sola, y ayudarme a levantar, sacudirme,
v seguir adelante. Son mi mayor ejemplo de tenacidad, fortaleza, y valentia. Los amo

A mi esposo Jorge Alejandro, por ser mi motivacion y apoyo, porque me haces ser mejor
persona, por hacerme fuerte y valiente. Gracias por ser el primero en confiar en mi, incluso
antes que yo misma, porque siempre estas a mi lado. La ciencia me ha dado mads que
satisfacciones profesionales, también me dio la dicha de conocerte. Te reconozco, te
agradezco, y te valoro en todas las formas que estas presente en mi vida.

A mis hermanos, Alejandra, Juan, y David, por el gran equipo que somos. Cada uno de
ustedes forman parte de mi en maneras complementarias. Gracias por ser mi respaldo, mi
alegria, mis consejeros, mi ayuda, y mis confidentes. Con ustedes a mi lado, nunca me siento
sola. En nuestras diferencias como personas, nos formamos como uno solo.

A mi abuelita Catalina por siempre estar al pendiente de mi y cuidarme. Gracias por tu amor
de madre que tienes a mi y mis hermanos.

A Ara, porque no se ha permitido defraudar a la nifia que soriaba con ser la mujer que es
ahora. Porque se ha demostrado lo fuerte y valiente que puede llegar a ser. No existe
obstaculo que no hayas podido superar.

Le agradezco a Dios por el tesoro invaluable que me dio “Mi familia”, y porque me ha dado
la dicha de alcanzar mis metas y cumplir mis suenos.



INDICE

INDICE..... ettt ettt ettt et et e s et e b e e st e s e enseeneeeseenseenaenseensesneenseensens 1
INAICE de CUAAIOS ......eoeeeeeee e 3
TNAICE A0 FIGUIAS ..ot 4
ACRONIMOS .....coomiitriireriireeese st sss sttt 8
RESUBBIEN .........ccoooreotiineeereeonsereesslosnnssnsasnasnsennsess S NNNNRNNNNNNNN S . ... ... ..o coeeveeeneosnes 9
ABSTRACT ..ttt ettt ettt e e bt e bt st e sae e beenteenee bt enseseeenaeannens 10
CAPITULO I: Marco Tedrico de la Investigacion...........coceveevuerieneenieriieneeneeeenie e 12
INTRODUCCION GENERAL .....oovuumiimiiniiniieeeseisssissesse s ssssssssssseens 12
Generalidades del gEnero CapSiCUM...........ccccvviveeiieciiniiiiieieneeteeee e 12
Compuestos bioactivos A€ CAPSICUM ........cc.eeeueeeeieiieeiiesie ettt 13
Capsicum ANIUUI L. ...........cccooiiiiiiiiieeiiie ettt stee e eaee e saee e e e s e snbeesnaeas 18
Problemas FitopatOlOZICOS .......cceervieruieeiieiiieeieeniteeieeriee et esteeeereesteeebeesseeeseessaesnseens 23
QERRIEELCS ..........cco0ncueereeeneereearensanssanssenese SRMRURINRNIINN | . ... . .0iivurerrenreonee.. SONMEN. 23

2 LY oY (O3 [T 1<) o RS 29

El Injerto €n SOIanaceas ...........coueriiiiiriiniiieiiereececte ettt s 34
JUSHIMBESA CION ...........ooocevvonereencrrense SO ......c.oocvvnreroremreressasisaceasecee- ... 39
HIPOTESIS Y OBIETIVOS .....coooovieieeeeeeeeeeeeeeeee e 40
DISENO EXPERIMENTAL .....oooviviuiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
BIBLIOGRAFIA ......cooouriiiiinciie sttt sess st sss s sssssssssnsens 43
CAPITULO II: Sobrevivencia al Injerto y Compatibilidad Histologica...............cceevuvenne.n. 51
INTRODUCCION .......cotritmeimniiseeeseeeses s es st 51
MATERIALES Y METODOS.......couitmiiiieteeseeeseesse s sesessssssssssssesssseseses s 52
RESULTADOS ...ttt sttt sttt ettt et s enaeenne s 59
SObIevIivencia al INJETLO ........cccuiieiieiieeie ettt ettt e b eeas 59
ANALISIS HIStOIOZICO ..eouviieiiieiiieiieceeee ettt et aee et 63
DISCUSION .....ttvitmeirreereeiieeessessese sttt et 73
CONCLUSION .....ovtriimiiterimeeisesesesssse st ssses s ss s 78
BIBLIOGRAFTA ...ttt ettt sttt e et enne e e 79



CAPITULO III: Respuesta de los tratamientos a P. CAPSICI ......ccuveeecuveeecueeeeireeeereeeereeennns 84

INTRODUCCION ..ot 84
MATERIALES Y METODOS.........coouiiiiieieeeieeeeeeeee e 85
RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt sae et e s st e teenaesseenseenseeneenseenne e 89
SEVETIAAA ...ttt st 89
INCIACIICIA. ...ttt ettt et be et bt e bt et 93
Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE).........ccoovoiueveeeeeeeeeenenn. 95
SODIEVIVENCIA @ P. CAPSICI....eevveeeeieiieeieeiieeie et ete ettt et veesieesnseesseesseesaaeenbeesnes 96
DISEL STONUII I i st ... ... e ee s 103
CONCLUSION ..ot iseeseesesse st esss s ss st 105
BIBLIOGRAFTA ...ttt ettt e e et e e e e ta e e eesnnaeeeesnnsaaaeensssaeeeanns 105
CAPITULO IV: Analisis de los compuestos bioactivos en frutos de las combinaciones
NVl U ST . T 109
INTRODUCCION.......cuttiieeiiiee ettt eett e e e et ee e e sateeeeseaeeaessnsaeesessnsaeesessseeesessssssesanes 109
MATERIALES Y METODOS........ooceuiimiiaeieaeisseiseesseessssessesssssssssessssesssessssssseeess 110
RESULTADOS ...ttt sstesetste et et estestesat e sestesstessestesaaessesasesssessasnsasanenes 122
Fenoles SOIUbIES tOtales .........oouiiriiiiirieiieieeieiee e s 122
ACIAD BSCOIDICO ....evvevvevreierreee s sssesstsssssasssssssssssss s st ssssssssssssss sasanssastass 128
@HEIEING. .............co0coenneeneerieneoroencee. SNNENINNNNINE .. ... ..ccccoreereerarcreessr NN, 134
DISEBEION .................oooooernenrerrerr. S . .......conrenneriareneasecrasecrascers- SR 138
CONBEBERION ............cooovcvumnrerrerrres S .cooeocvercnrremnenisseseasecsasessasseres- SN 141
BIBLIOGRAFIA .....oovtiiiiiicic sttt 143
CAPITULO V: Conclusiones GEnerales...........cocueerueriieriieiiiinienieeniieeieesiee e snees 147
RECOMENDACIONES ...ttt sttt st ne e 147
BIBLIOGRATIA ...t seeisestasetssne e iees e ecsse st s s e oo sb e anntes 148
ANEXOS ...ttt et he e a et et e et et en s e eaeentes 165



Indice de Cuadros

Cuadro 1. Estados de México con produccion de chile verde..........cccoeeevveeevieecieeennnennn. 20
Cuadro 2. Estados de México con produccion de chile 10jO. .....cceeeeevveeeiieeiciieiiieeiene 21
Cuadro 3. Hectareas de produccion de chile verde en el estado de Aguascalientes ....... 22

Cuadro 4. Organizacion de las repeticiones de las combinaciones varietales por grupo 41
Cuadro 5. Organizacion de 10S tratamientos ..........c.cecveeeiienieeiiienieeieerie e 55

Cuadro 6. Anadlisis de varianza de la sobrevivencia al injerto de las 12 combinaciones
varietales y los dias después del injerto (DDI)........cccoeeiieiieiiiiiienieeeece e 59

Cuadro 7. Analisis de varianza de sobrevivencia de las 12 combinaciones varietales a 58
DDI B ... . OO 59

Cuadro 8. Sobrevivencia al injerto de las 12 combinaciones varietales a los 58 DDI.... 60

Cuadro 9. Andlisis de varianza de sobrevivencia a 58 DDI de los cuatro injertos inter-
varietales (Pimiento-Pasilla, Pimiento CM334, Serrano-Pasilla, Serrano-CM334)............. 60

Cuadro 10.  Analisis de varianza de las variables histologicas de los cuatro cultivares
(Pimiento, Serrano, Pasilla, CM334).......ccciiiiiiiiiiieeieecie ettt sve e 67

Cuadro 11.  Diametro basal-largo de las variedades comerciales y de los portainjertos 67

Cuadro 12.  Diametro basal-ancho de las variedades comerciales y de los portainjertos ..

Cuadro 13.  Espesor del cortex de las variedades comerciales y de los portainjertos.... 68

Cuadro 14.  Espesor del tejido vascular de las variedades comerciales y de los
POTtaififSRGIERE .............c.ccooovvonrronenncernee. TN L ineerneeneren . S 69

Cuadro 15.  Diferencias morfométricas de los miembros de los injertos intervarietales
(Variedad-Portaingerto)........cueeuierieiiieiie ettt ettt ettt et et e e bt e esbeeseaesnneesnaeenne 69

Cuadro 16.  Coeficientes de correlacion de Pearson (1) derivados del analisis de
correlacion entre porcentaje de sobrevivencia a los 58 DDI de los injertos intervarietales y
las diferencias morfométricas variedad-portainjerto ...........coceevveriererriinieneniieneeneeieeeene 70

Cuadro 17. Plantas inoculadas por tipo de tratamiento y combinacion varietal ............... 89

Cuadro 18.  Analisis de varianza factorial de severidad por marchitez (0-4) en las 12
combinaciones varietales durante 24 dias después de la inoculacidon con P. capsici (DDPc) .

.................................................................................................................... 90
Cuadro 19. Severidad media a los 24 DDPc y % de incidencia a los 24, 54, 84 DDPc de
las 12 combinaciones VariCtales ...........ccceiieiiuiiiiiiiiiii e et 93
Cuadro 20.  Contenido de fenoles EAG (mg EAG/g base seca) por cada combinacion
VATICLAL e e e e e e e aa e e e e e araaaeeeanees 122



Cuadro 21. Analisis de varianza del contenido de Fenoles de las combinaciones
VATIELALES COM “PIIMIEIITO™ ..ottt eeeneneneneeeeenesenenenennnn 123

Cuadro 22. Analisis de varianza del contenido de Fenoles de las combinaciones
VATIELALES COM “SEITANO ... oo e e e e e e et e e e e e e e e e e aaeeeeeeeereaaaaeaeeas 125

Cuadro 23. Analisis de varianza del contenido de Fenoles de las combinaciones
VaTIELAlES COM “CIMB B .o e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaeaeeas 126

Cuadro 24. Analisis de varianza del contenido de Fenoles de las combinaciones
VaTLEtales COM “PaSIIIA” ... oo e e e e e e e e e e e e e e 127

Cuadro 25.  Contenido de acido ascorbico EAA (mg EAA/g base seca) por cada
COMDBINACION VATTIELAL .....ouiiiiiiiiiiiiie ettt st sbe e e 128

Cuadro 26. Analisis de varianza del contenido de Ac. ascorbico de las combinaciones
VarL1etales COM “PIMIEINTO™ ...cooeereeeeee e et e e e et e e e e e e e e e e e aee e e e e e ebeaanaaaaaeeas 129

Cuadro 27. Analisis de varianza del contenido de Ac. ascorbico de las combinaciones
VATIELALES COM “SEITANO™ ...t e e et e e e e e e e e e ettt eeaeeeeeeeeeeaaaeeeeeeaneaanaaaeeeens 131

Cuadro 28. Analisis de varianza del contenido de Ac. ascorbico de las combinaciones

VaTIELAlES COM “CIMB B .. et e e e e e e et e e e e e e e e e aaeeeeeeeeeeaaaaaaeeas 132
Cuadro 29. Analisis de varianza del contenido de Ac. ascorbico de las combinaciones

VATIELALES COM “PASTIIA™ ...ttt eeeeeseeeneeeeeeesenmnenenmnmnn 133
Cuadro 30.  Capsaicina en ppm y SHU de las combinaciones varietales .................... 134

Indice de Figuras

Figura 1. Capsicum QRIUUIM ..............c.c.cocoiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 18

Figura 2. Los chiles de México; Nativos silvestres, Nativos domesticados, e introducidos .

............................................................................................................................ 19
Figura 3. Superficie sembrada (ha) de Chile verde en México (Cuadro 1)..........ccceenneen. 20
Figura 4. Superficie sembrada (ha) de Chile rojo en México (Cuadro 2) ......cc.cceeeueneene. 21
Figura 5. Superficie sembrada (ha) de Chile verde en Aguascalientes (Cuadro 3)........... 22
Figura 6.  PAYIOPRIROTA CAPSICI.........ooeeieiiiaiieieeieeee ettt 25
Figura 7. Ciclo de vida de P. CAPSICi. .....ccueeuieiiiiiiiiiieeiiesieeieee et 27
Figura 8. INnjertos €n C.anmMUUML .........c.c.cooiiiiiiiiiiiieiie ettt 35
Figura 9. A: Pimiento var. California Wonder; B: Serrano var. Coloso; C: Pasilla var.
L3 S D R 1Y 1€ X 7 OSSP 52
Figura 10.  Variedades y portainjertos a los 42 DDS (dias después de la siembra) ......... 53
Figura 1.  Proceso de InJertacion.........cccceoriiiriieiiiiiiieiieeiieeecete ettt 54



Figura 12.  Muestra de tallo injertado con cortes en los extremos para distinguir

portainjerto de 1a variedad. ...........ooeeeiieiiiiiiee e 56
Figura 13.  Plantas sobrevivientes a 10s 21 DD ........coooiiiiiiiiiiiiieeee 61
Figura 14.  Area de union del injerto a10s 21 DDI..........ccovvviiiioieieeeeseeeeeeeeeeeenene 61
Figura 15. Plantas sobrevivientes a 108 28 DDI .........cooiiiiiiiiiiiiie e 62
Figura 16.  Plantas sobrevivientes a 10 35 DD .......ccoooiiiiiiiiiiiieeeee 62
Figura 17. Plantas sobrevivientes a 10S 42 DDI........cccoooiiviiiiiiinieineneeeeeee 62
Figura 18.  Plantas sobrevivientes a los 58 DDI (edad para inoculacion de P. capsici)... 63
Figura 19.  Area de union a1os 58 DD ...........cccco.uovimeremreeeesseesssneeseesesseesssessssesseseesnnns 63
Figura 20.  Corte transversal de tallo de la variedad comercial Pimiento CW................. 64
Figura21.  Corte transversal de tallo de la variedad comercial Serrano Coloso. ............. 64
Figura 22.  Corte transversal de tallo del portainjerto Pasilla 18M. ..........cccceevvinirnrnnene. 65
Figura 23.  Corte transversal de tallo del portainjerto CM334. ..........coceviiiiniineeniennene. 65
Figura 24.  Cortes transversales a los 46 DDS de las variedades comerciales. ................ 66

Figura 25. Corte longitudinal del injerto intervarietal Serrano-Pasilla a los 21 DDLI. ..... 71

Figura 26.  Corte longitudinal del injerto intervarietal Serrano-CM334 a los 21 DDI..... 71
Figura 27.  Corte longitudinal del injerto intervarietal Pimiento-Pasilla a los 21 DDI. ... 72
Figura 28.  Corte longitudinal del injerto intervarietal Pimiento-CM334 a los 21 DDI... 72

Figura 29.  Cepa de P. CAPSICI ....oouvivueiiiiiiniiiieiieeeeeeeste ettt 85
Figura 30.  Formacion de esporangios de P. capsici a partir de la induccion................... 86
Figura 31.  Liberacion de zoosporas de P. CAPSICi........coccueevuiecuineenieniiniesieiineesieneen, 87
Figura 32.  Inoculacion Con P. CAPSICI.......ccceuviiiuiiiiiiiiiiiiiiieieeeete et 87
Figura 33.  Escala de severidad.............cocooiiiiiiiiiiiiiiieeceee e 88

Figura 34.  Progreso de la severidad media causada por P. capsici (1-24 DDPc) de las
variedades comerciales Pimiento CW y Serrano ColoSo ........cceeecvveeviieeniiieeniieeniee e, 90

Figura 35.  Progreso de la severidad media causada por P. capsici (1-24 DDPc) de los
portainjertos CM334 y Pasilla 18M .......ccooiiieiiiieiiieceeeeeeee e e 91

Figura 36.  Progreso de la severidad media causada por P. capsici (1-24 DDPc) de los
INJETtOS INEETVATIETALES. ...eouuiiiiiiiieiie et sttt 91

Figura 37.  Progreso del Porcentaje de Incidencia con marchitez por P. capsici de las
variedades comerciales Serrano y Pimiento sin injertar y autoinjertadas .............cccceeuveennee. 94

Figura 38.  Progreso del Porcentaje de Incidencia con marchitez por P. capsici de los
portainjertos CM334 y Pasilla sin injertar y autoinjertadas ..........ccceeeeveeercveeenieeeniee e, 94



Figura 39.  Progreso del Porcentaje de Incidencia con marchitez por P. capsici de los
injertos intervarietales (1 @ 84 DDPC) .....ccviiiiiiiiiiiecece e 95

Figura 40.  Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) de las 12
combinaciones (injertos intervarietales y sus COntroles). .......ccceevveercueeercieenireeesieeeeree e 96

Figura41. Porcentaje de sobrevivencia a P. capsici de las combinaciones varietales a los

D ) D ) o] PSSR 97
Figura 42. Porcentaje de sobrevivencia a P. capsici de las combinaciones varietales a los
R R D) B ) oSSR 98
Figura 43.  Plantas inoculadas (Repeticion 1) 6 dias después de la inoculacion.............. 98

Figura 44. Incidencia en autoinjertos y plantas sin injertar 6 DDPc en Pimiento y

SCITallSllll ...........ccccoeenisernreresarinasanarasasasasasasess: RN . ... ....o0000nee0ess 99
Figura 45. Plantas inoculadas (repeticion 2) 6 dias después de la inoculacion ............... 99
Figura 46. Incidencia en plantas autoinjertadas y plantas sin injertar 6 DDPc en Serrano .

...................................................................................................................... 100
Figura47. Incidencia en plantas inoculadas (repeticion 1) 10 DDPc........ccccecveveneee. 100
Figura 48. Incidencia en plantas inoculadas (repeticion 2) 10 DDPc........ccccecveevennenee. 101
Figura49. Injertos intervarietales inoculados 24 DDPC .........cccooiviineniiineenieieeenne. 101
Figura 50.  Plantas autoinjertadas de Serrano y Pimiento 24 DDPc (repeticion 1)........ 102

Figura 51.  Plantas sin injertar de Serrano y Pimiento inoculadas 24 DDPc (repeticion 2).

Figura 52.  Muestras de plantas trasplantadas de las combinaciones varietales inoculadas
y no inoculadas en fructifiCaCiON. ..........ooiiiiiiiiiiiiii e 111

Figura 53.  Muestras de frutos procedentes de las combinaciones varietales no inoculadas

...................................................................................................................... 112
Figura 54.  Muestras de frutos procedentes de las combinaciones varietales inoculadas.....
...................................................................................................................... 113
Figura 55.  Curva de calibracion de equivalentes de acido galico..........coceeveeueriinnenne. 115
Figura 56. Reaccion de las muestras para el analisis de Fenoles..........cocccoveenieniennne. 116

Figura 57. Curva de Calibracion de la concentracion de equivalentes de acido ascorbico .

...................................................................................................................... 117
Figura 58.  Reaccion de las muestras para el analisis de Ac. ascOrbico .........ccceeeueeneee. 118
Figura 59.  Curva de calibracion de la concentracion de Capsaicina (ppm)............c...... 119
Figura 60.  Extractos de muestra para el andlisis de capsaicina en GC/MS ................... 120

Figura 61. Media de Fenoles (EAG base seca) y prueba de Tukey de las combinaciones
varietales Con “PIMICNTO™ .........ccuiiiiiiiiiiiiieieeie ettt e 124



Figura 62.

Media de Fenoles (EAG base seca) y prueba de Tukey de las combinaciones

Varietales COM “SEITANO™ ........ooiiriiriiriieieeiert ettt sttt st be et e bt et e e eees 125
Figura 63. Media de Fenoles (EAG base seca) y prueba de Tukey del portainjerto

B 1Y 1 X 7 PSR S 126
Figura 64. Media de Fenoles (EAG base seca) y prueba de Tukey del portainjerto

B T3 1 PSSO 127
Figura 65. Media de Ac. ascorbico (EAA base seca) y prueba de Tukey de las
combinaciones varietales con “PImiento’™ ..........ccccveeviieeiiieeiiiiecie e e 130
Figura 66. Media de Ac. ascorbico (EAA base seca) y prueba de Tukey de las
combinaciones varietales Con “Serrano’ ..........coociirieriieerierieesee e sie et 131
Figura 67. Media de Ac. ascorbico (EAA base seca) y prueba de Tukey del portainjerto
“CMIEEEREE ...................ccoereerreernenreeseeeseeeee e . ........... . 132
Figura 68. Media de Ac. ascorbico (EAA base seca) y prueba de Tukey del portainjerto
“PasilENEEIl ...................ccccoerimrereierarereresreresrerssseeresseeressesssssasessnesssssessssneeees VNN 133
Figura 69. Unidades Scoville (SHU) de las combinaciones varietales con “Pimiento” 135
Figura 70.  Unidades Scoville (SHU) de las combinaciones varietales con “Serrano”.. 136
Figura 71.  Unidades Scoville (SHU) de los autoinjertos y plantas sin injertar del
POTtAINJEITO “CIMB34™ ... ittt ettt et et e et e e st e este e st eesbeessseessaessbeessaesssesnseennseenns 136
Figura 72.  Unidades Scoville (SHU) de los autoinjertos y plantas sin injertar del
POTtAINJEItO “PaASIIIA’ ...c.eeiieiiiiiieieeiiece ettt ettt et e e e e s b e esbeessaeensaeenneenns 137



ACRONIMOS

°C Grados centigrados

pL microlitros

um micras

A Absorbancia

b Ordenada al origen (absorbancia)

cm centimetros

d dia (s)

DAI Deshidratacion, aclaramiento ¢ infiltracion

DDI dias después del injerto

DDPc dias después de la inoculacion con Phytophthora capsici
DDS dias después de la siembra

EAA Miligramos de equivalentes de 4cido ascorbico/gramo
EAG Miligramos de equivalentes de acido galico/gramo

g gramo
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L Litro
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rpm Revoluciones por minuto
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viv Volumen/volumen

Va Volumen de alicuota usado en el tubo problema (microlitros).
Vit Volumen total

€ Absortividad molar

ng microgramo
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RESUMEN

Los chiles, pimientos, y ajies del género Capsicum son hortalizas importantes a nivel
mundial, sin embargo, es un cultivo altamente susceptible a Phytophthora capsici. Las
estrategias de manejo actuales del oomiceto no son efectivas y resultan nocivas para el medio
ambiente. La técnica del injerto es ampliamente utilizada en hortalizas de las familias
Cucurbitaceae y Solanaceae con el fin de brindar resistencia a enfermedades transmitidas por
el suelo, estrés abidtico, y para el mejoramiento en el rendimiento y produccion. Asi también,
existen reportes de la influencia del portainjerto sobre la produccion y calidad de los frutos.
El género Capsicum se ha distinguido por la falta de portainjertos que sean compatibles y
que presenten resistencia a P. capsici. El Criollo de Morelos 334 (CM334) se ha utilizado a
nivel mundial en cruzas y como portainjerto para proteger contra P. capsici. Otras fuentes de
resistencia como criollos regionales del chile Pasilla siguen sin explorarse. Los objetivos de
la presente investigacion fueron (1) evaluar la sobrevivencia y compatibilidad histologica de
injertos utilizando Pasilla 18M y CM334 como portainjertos de dos cultivares comerciales
susceptibles: Pimiento California Wonder (CW) y Serrano Coloso, (2) evaluar la efectividad
del injerto frente a P. capsici mediante evaluacion de severidad e incidencia, y (3) examinar
los compuestos bioactivos obtenidos de los frutos de plantas sobrevivientes al injerto y a la
inoculacion con P. capsici. La sobrevivencia al injerto se analiz6 durante 58 dias después del
injerto (DDI) en 60 plantas por tratamiento distribuidas en cuatro repeticiones. Se tomaron
muestras de tallo antes del proceso de injertacion para el analisis morfométrico. La severidad
e incidencia se registraron durante 24 dias después de la inoculacion con P. capsici (DDPc).
También se evaluo la incidencia a los 54 y 84 DDPc. Se aplic6 una escala de severidad de 0
(planta sana) a 4 (planta muerta) para evaluar la pudricion de raiz por planta. La incidencia
se registro como el porcentaje de plantas enfermas (Severidad>0). Se analizaron tres
compuestos bioactivos (fenoles solubles totales, dcido ascorbico, y capsaicina) de frutos en
maduracion comercial (verde) obtenidos de las plantas sobrevivientes al proceso de injerto y
a la inoculacion con P. capsici. La sobrevivencia al proceso de injertacion de los injertos
intervarietales fue del 87-94%, similar a la de los cultivares sin injertar y superior a la
sobrevivencia de los autoinjertos. No se encontréo correlacion en las diferencias
dimensionales de las variables histologicas (didmetro largo y ancho de tallo, dimensiones del
cortex, y dimensiones del tejido vascular) variedad-portainjerto de las muestras de tallo con
el porcentaje de sobrevivencia al injerto, sin embargo, las dimensiones del tejido vascular
fueron similares entre las variedades y los portainjertos. Las variedades Pimiento y Serrano
sin injertar y autoinjertados mostraron severidades de pudricion de la raiz de 2.3-3.3, con una
incidencia del 89-100%. Por el contrario, los injertos intervarietales permanecieron casi
libres de infeccion (Severidad 0.14; incidencia 0-4%). La concentracion de todos compuestos
bioactivos analizados tuvo diferencias altamente significativas dependiendo de la
combinacion varietal. La concentracion de fenoles fue similar en injertos intervarietales y
plantas no injertadas, sin embargo, la concentracidon cambio a + con la exposicion al patdgeno



dependiendo de la combinacion varietal. La concentracion de acido ascorbico fue similar en
los injertos intervarietales y las plantas sin injertar, asi mismo, con la inoculacién las
concentraciones aumentaron o se mantuvieron, dependiendo de la combinacién varietal. Por
su parte, la concentracion de capsaicina en injertos intervarietales el proceso de injertacion e
inoculacidon incrementaron la concentracion del compuesto bioactivo. Los portainjertos
CM334 y Pasilla 18M son altamente compatibles con Serrano Coloso y Pimiento CW. Pasilla
18M confiere el mismo nivel de proteccion contra P. capsici que CM334. El proceso de
injertacion y la exposicion al patdogeno influy6 en la sintesis de compuestos bioactivos de los
frutos de maneras diferentes. Se necesita seguir en la busqueda de portainjertos contra P.
capsici, y explorar la compatibilidad histologica y compuestos bioactivos de los miembros
involucrados en los injertos, para mejorar la produccion de hortalizas.

ABSTRACT

Chilli peppers of the genus Capsicum are one of the most important vegetables in the world.
However, it is a highly susceptible crop to Phytophthora capsici. Current management
strategies for the oomycete are not effective and are harmful to the environment. The grafting
technique is widely used in vegetables of the Cucurbitaceae and Solanaceae families to
provide resistance to soilborne diseases, abiotic stress, and improve yield and production.
Likewise, there are reports of the influence of the rootstock on the production and quality of
the fruits. The genus Capsicum has been distinguished by the lack of rootstocks that are
compatible with the cultivars, and resistant to P. capsici. The Criollo de Morelos 334
(CM334) has been used worldwide in crosses and as a rootstock to protect against P. capsici.
Other sources of resistance such as Pasilla landraces remain unexplored. The objectives of
the present investigation were (1) to evaluate the survival and histological compatibility of
the grafts using Pasilla 18M and CM334 as rootstocks of two susceptible commercial
cultivars: Sweet Pepper California Wonder (CW) and Serrano Coloso, (2) to evaluate the
efficiency of the grafts against to P. capsici by the evaluation of severity and incidence, and
(3) analyze the bioactive compounds obtained from the fruits of plants that survived grafting
and inoculation with P. capsici. Grafting survival was analyzed over 58 days after grafting
(DAG) in sets of 60 plants per varietal combination. Stem samples were taken before the
grafting process for morphometric analysis. Disease severity and incidence were recorded
during 24 days after inoculation with P. capsici (DAI). Incidence was also evaluated at 54
and 84 DAL A severity scale from 0 (healthy plant) to 4 (dead plant) was applied to evaluate
root rot per plant. Incidence was recorded as the percent of diseased plants (severity>0).
Three bioactive compounds (soluble phenols, ascorbic acid, and capsaicin) from
commercially ripening fruits (green) obtained from plants surviving the grafting process and
inoculation with P. capsici were analyzed. Grafting survival of intervarietal grafts was 87-
94%, similar to ungrafted cultivars and exceeding autografts survival. No correlation was
found in the dimensional differences of the histological variables (stem length and width
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diameter, cortex dimensions, and vascular tissue dimensions) scion-rootstock of the stem
samples with the grafting survival rate, however, the vascular tissue dimensions were similar
between the scions and the rootstocks. Ungrafted and autografted Sweet pepper and Serrano
showed root rot severities 2.3-3.3, with 89-100% incidence. In contrast, intervarietal grafts
remained almost free of infection (severity 0.14; incidence 0-4%). The concentration of all
bioactive compounds analyzed had highly significant differences depending of the varietal
combination. The concentration of phenols was similar in intervarietal grafts and ungrafted
plants, however, the concentration changed to &+ with exposure to the pathogen depending on
the varietal combination. The concentration of ascorbic acid was similar in the intervarietal
grafts and the ungrafted plants, likewise, with the inoculation the concentrations increased or
maintained, depending on the varietal combination. On the other hand, the concentration of
capsaicin in intervarietal grafts, the grafting and inoculation process increased the
concentration of the bioactive compound. CM334 and Pasilla 18M rootstocks are highly
compatible with Serrano Coloso and Sweet pepper CW. Pasilla 18M confers the same level
of protection against P. capsici as CM334. The grafting process and exposure to the pathogen
influenced the synthesis of bioactive compounds in the fruits in different ways. It is necessary
to continue in the search for rootstocks against P. capsici, and to explore the histological
compatibility and bioactive compounds of the members involved in the grafts, to improve
the production of vegetables.
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CAPITULO I: Marco Teorico de la Investigacion

INTRODUCCION GENERAL

Generalidades del género Capsicum

El género Capsicum pertenece a la familia Solanaceae que incluye mas de 90 géneros y 2500
especies (Imran et al., 2018; Tripodi & Kumar, 2019). Este género es originario de regiones
de América tropical y subtropical, en las que incluyen México y el norte de América central,
el Caribe, las tierras bajas de Bolivia, las tierras bajas del norte de la Amazonia y las
elevaciones medias de los Andes del sur, cuya evidencia arqueoldgica sugiere el uso de este
cultivo desde el afio 6000 antes de Cristo (Tripodi & Kumar, 2019).

El género Capsicum incluye 41 especies (Barboza et al., 2020), de las cuales Capsicum
annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum, y C. pubescens son las especies
domesticadas que se conocen actualmente (Guevara-Gonzalez et al., 2018; Imran et al., 2018;
Kraft et al, 2014; Palacios-Castro, 2007). Cabe mencionar que dichas especies fueron
domesticadas de manera independiente en diferentes regiones de Sudamérica y Mesoamérica
(Kraft et al,, 2014); C. annuum 'y C. frutescens en Mesoamérica, C. baccatum, C. pubescens
y C. chinense en América del Sur (Pickersgill, 2007).

Su fruto es una baya que pasa de los colores verde, amarillo, naranja, rojo y marrén cuando
esta maduro. Existen mas de 200 nombres comunes solo para la especie Capsicum annuum,
cuyos nombres dependen del estado de maduracion de los frutos, region, tamafio, coloracion
y/o forma. Algunos de los mas comunes son el pimenton, pimiento morrén, cayene, jalapeio
y chiltepin (Zhigila et al., 2014).

El género Capsicum contiene 50 000 variedades alrededor de todo el mundo (Antonio et al.,
2018). México es considerado como el centro de diversificacion y domesticacion de la
especie C. annuum (Aguirre-Hernandez & Mufioz-Ocotero, 2015), es la especie mas
importante debido a la superficie sembrada, volimenes de cosecha y gran consumo, lo que
deriva una gran importancia econémica (Guevara-Gonzalez et al., 2018).

El chile es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial. Integran diferentes especies
y variedades que se adaptan a diversos climas y tipos de suelo, debido a esto tiene amplia
distribucion geografica (Aguirre-Hernandez & Mufioz-Ocotero, 2015).

Importancia economica

El Chile fresco es cultivado en 126 paises alrededor del mundo, siendo China el mayor
productor a nivel mundial con mas de 18 millones de toneladas anuales, y México como el
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segundo productor mas importante con alrededor de 3.5 millones de toneladas (FAOSTAT,
2017); asi también el Chile seco se cultiva en 70 paises siendo India el mayor productor con
alrededor de 2 millones de toneladas (T), y Tailandia con 349.615 T (Tripodi & Kumar,
2019).

La produccion de chile se ha convertido en una fuente importante de ingresos para los
productores de muchos paises, debido a que su valor econdmico ha ido aumentado desde
1991, de manera que la produccion de chile desempefia un papel importante en el comercio
internacional, debido a que el chile fresco aporta 30.208 mil millones de dodlares y el chile
seco 3.8 mil millones de dolares (Tripodi & Kumar, 2019).

Importancia culinaria y medicinal

El consumo del chile como alimento es diverso entre los diferentes paises, regiones y
culturas; son consumidos como verdura en fresco, secos como condimento o especias en
polvo, y en salsas para distintos platillos. De manera que sus usos alimentarios dependen del
estado del fruto ya sea en (a) fresco en estado verde inmaduro o rojo maduro, como verdura,
(b) procesados en fresco para salsas, pastas, encurtidos, etc. y (¢) Frutos secos en polvo como
especias (Tripodi & Kumar, 2019).

Ademas de su importancia como alimento, se ha reportado que la especie es utilizada como
medicamento entre las comunidades indigenas de México, Centro y Sudamérica (Yanez
et al., 2015). Cabe senalar que la medicina tradicional le atribuye propiedades laxantes,
rubefacientes y expectorantes (Yanez et al., 2015). Esto, debido a que contiene una serie de
compuestos bioactivos antioxidantes como fenoles, acido ascorbico, carotenoides y
capsaicina (Medina et al., 2006; Simonovska et al., 2016; Zhuang et al., 2012).

Compuestos bioactivos de Capsicum

Funcion ecologica

La domesticacion de cultivos influye en las interacciones bidticas y abioticas mediadas por
las defensas quimicas de las plantas, es decir por los metabolitos secundarios.

Se sabe que los chiles son fuentes de diferentes fitoquimicos, en los que incluyen Vitamina
C, compuestos fenodlicos, flavonoides y carotenoides (Zhuang et al., 2012). Sin embargo,
existe diferencia entre el contenido de metabolitos secundarios entre especies domesticadas
y silvestres, debido a la funcion mediadora ecoldgica que desempefian con las interacciones
bidticas y abioticas (Luna-Ruiz et al, 2018). Una particularidad importante del género
Capsicum es la produccion de capsaicinoides en las células de la placenta del fruto, mismos
que otorgan su sabor picante caracteristico del fruto (Stewart et al., 2007).
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Las especies del género Capsicum son las inicas dentro de la familia Solanaceae que utilizan
capsaicinoides como su principal medio de defensa quimica; la sensacion de picor que se
desencadena al consumir los frutos, viene dada por la interaccion con los receptores
vanilloides como un mecanismo de defensa contra la herbivoria de los mamiferos (Tripodi
& Kumar, 2019).

En los frutos y semillas de Capsicum median interacciones ecologicas especificas con
variedades de vertebrados, invertebrados, plantas nodrizas y microbios; especificamente, la
capsaicina es un metabolito secundario que se encuentra en los tejidos placentarios del fruto
del chile que media las interacciones con los dispersores de semillas como las aves y con los
depredadores de semillas, que van desde hongos a insectos y roedores (Luna-Ruiz et al.,
2018).

Los compuestos fendlicos son un grupo muy grande de moléculas que cumplen una amplia
variedad de funciones en la planta, son esenciales para el crecimiento y desarrollo,
reproduccion y defensa por estrés bidtico y abidtico (Garcia-Mier, 2015). De manera similar,
ayudan a controlar el crecimiento en didmetro, pigmentacion y defensa contra diversos
patdgenos o actiian como moléculas de sefalizacion para distinguir simbiontes (Naczk &
Shahidi, 2006), puesto que incluyen moléculas de senalizacion, pigmentos y sabores que
pueden atraer o repeler, asi como compuestos que pueden proteger la planta contra insectos,
hongos, bacterias y virus. Los taninos y la lignina son polimeros fenolicos. Los taninos se
usan comercialmente como colorantes y astringentes, mientras que la lignina contribuye a la
rigidez estructural de células y tejidos, y es esencial en el desarrollo vascular (Hassan et al.,
2011).

Por su parte, los pigmentos carotenoides son responsables de los colores atractivos de las
frutas y las flores, y tienen un papel importante en la atraccion de polinizadores y animales
que actuan como vehiculos de dispersion de semillas (Luna-Ruiz et al., 2018).

El conocimiento actual disponible sobre la funcion particular de los metabolitos secundarios
en los cultivos de las especies de los géneros Solanum y Capsicum, sehala que afectan la
reproduccidn y sobrevivencia de las plantas solandceas silvestres frente a las domesticadas
(Luna-Ruiz et al.,, 2018).

Importancia de los compuestos bioactivos de Capsicum para la salud humana

Debido a las caracteristicas bioquimicas del chile, esta dentro de la canasta bésica de
alimentacion y se considera como parte de la medicina tradicional para enfermedades
degenerativas y trastornos intestinales (Fallik & Ilic, 2014).

Capsicum annuum se puede consumir en forma fresca, seca o procesada. Es una rica fuente
de vitamina C (acido ascorbico), provitamina A (carotenos) y calcio (Di Sotto et al., 2018).
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La variedad de compuestos bioactivos, especialmente los antioxidantes en su perfil
fitoquimico, lo convierten en una opcion ideal para prevenir el dafio celular, la insurgencia
del cancer, prevalencia de diabetes, trastornos cardiovasculares, cataratas, el Alzheimer y la
enfermedad de Parkinson (Imran et al., 2018) .

El chile se caracteriza por tener un alto grado de vitamina C, carotenoides (principalmente
zeaxantina, luteina y capsantina), fenoles, capsaicinas, xantofilas y flavonoides, ademas de
poseer una alta actividad antioxidante (Di Sotto et al., 2018; Imran et al., 2018; Yanez et al.,
2015; Zhuang et al., 2012).

También contienen igualmente heterosidos diterpénicos (capsianosidos) y un heterdsido del
furostanal (capsicosido). Su coloracion se debe a la presencia de carotenoides con
terminacion ciclopenténica cuyo contenido aumenta a lo largo de la maduracion (Yanez et al.,
2015)

Capsaicina

La pungencia o sabor picante de los chiles se debe al contenido variable en amidas (Yanez
et al., 2015); es una caracteristica de los chiles comercialmente importante, y se debe a los
capsaicinoides, es decir, una mezcla de siete alquil-vanililamidas de cadena ramificada
homologas. El contenido en capsaicinoides, varia dependiendo de la especie y variedad del
chile, por ejemplo es muy bajo su contenido en los pimientos morrones (Bruneton, 2001).

La capsaicina y la dihidrocapsaicina son las mas abundantes, ya que representan casi el 90%
de los capsaicinoides totales (Tripodi & Kumar, 2019), mientras que la norcapsaicina,
nordihidrocapsaicina, nomordihidrocapsaicina, homodihidrocapsaicina y homocapsaicina se
encuentran en cantidades menores (Luo et al., 2011; Simonovska et al., 2016) .

Se sabe que la Capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) no es un compuesto
simple, si no que se trata de una mezcla de varias amidas, que son cominmente conocidas
como capsaicinoides, siendo la Capsaicina la més importante entre ellas (Yanez et al., 2015).
La capsaicina es una sustancia de naturaleza alcaloide, concretamente un protoalcaloide,
cristalino, lipofilico, incoloro e inodoro, cuya formula molecular es CigH27NOs3. Su peso
molecular es de 305,40 g / mol y es soluble en grasas, alcoholes y aceites (Reyes-Escogido
etal., 2011).

La capsaicina presenta efectos benéficos para la salud humana, puesto que se le atribuyen
efectos antioxidantes, antitumorales, antiinflamatorios, y anti obesidad, ademas, los
capsaicinoides también muestran los beneficios en el sistema cardiovascular y
gastrointestinal (Luo etal., 2011). Ademads, el consumo de capsaicinoides reduce
efectivamente los triacilgliceroles, el colesterol total plasmatico (PTC) y el colesterol de
lipoproteinas de baja densidad, de modo que ayuda en la prevencién de enfermedades
cardiovasculares (Imran et al., 2019).
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Se ha demostrado que los vaniloides, familia de moléculas a la que pertenece la Capsaicina,
se unen a las proteinas en la mitocondria de la célula cancerosa y genera la apoptosis o muerte
celular, sin dafiar a las células sanas circundantes. La bioquimica de las mitocondrias en
células cancerosas es muy diferente a la de las células normales, de ahi la gran selectividad
de la Capsaicina en el tratamiento de los diferentes tipos de cancer (Athanasiou et al., 2007).

Acido ascérbico (Vitamina (@]

El chile ha sido descrito como la verdura con el mayor contenido de vitamina C o &acido
ascorbico (Zhuang et al., 2012). La férmula empirica del acido ascorbico es C¢HgOs (Oro &
Donnamaria, 2006). Puede encontrarse en cantidades de los 50 a 360 mg/100 g (Waizel-
Bucay & Morfin, 2011). Es una vitamina inestable y sensible a diversas formas de
degradacion.

El 4cido ascorbico, es una vitamina hidrosoluble emparentada quimicamente con la glucosa.
Se encuentra en el citosol, cloroplastos, vacuolas, mitocondrias y paredes celulares
(Rautenkanz et al., 1994).

Las variaciones en los niveles de vitaminas en el chile varia notablemente entre especies de
Capsicum e incluso entre variedades, también su variacion depende de la madurez del fruto,
el ambiente de desarrollo de la planta, manejo agrondmico, factores climaticos y vida post-
cosecha, son algunos de los factores que influyen en el contenido y concentracion de
compuestos en el fruto del chile (Cruz-Pérez et al., 2007; Lopez-Lopez et al., 2015).

Estd documentado que las funciones del acido ascorbico son cuatro: antioxidante por su
rapida reaccion con superoxidos tales como el ozono y el perdxido de hidrogeno; cofactor de
enzimas hidroxilasas, como las prolil y lisil-hidroxilasas, relacionadas con la sintesis de la
hidroprolina y de la hidroxiprolina; transporte de electrones, ya que funciona como donador
de electrones durante la fotosintesis y para la mitocondria; y sintesis de oxalato y tartaratos,
ya que puede formar oxalato y tartarato (Lopez-Lopez et al., 2015).

En humanos, es necesario el dcido ascorbico para la sintesis del colageno y de los globulos
rojos, y contribuye al buen funcionamiento del sistema inmune. Juega un papel importante
en el metabolismo del hierro, en la transformacion de dopamina en noradrenalina y en la
biosintesis de carnitina (Lopez-Lopez et al., 2015).

También, la vitamina C es un factor preventivo del cancer por su capacidad de inhibir la
sintesis de compuestos N-nitrosos en el estbmago y por estimular al sistema inmune (Cruz-
Pérez et al., 2007).

16



Fenoles

El género Capsicum es una rica fuente de fendlicos (Deepa et al., 2007), que bajo estrés,
producen antioxidantes entre los que destacan los compuestos fenolicos; dicho incremento
puede irse dando conforme va madurando el fruto (Garcia-Mier, 2015).

C. annuum es reconocido por su abundante contenido de vitamina C y compuestos fendlicos
solubles totales mas grande que otros vegetales comunmente reconocidos como fuente de
estas sustancias (Kumar et al., 2010; Marinova et al., 2005).

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios de plantas que se derivan de las vias
de fosfato de pentosa y fenilpropanoide (Rodrigues et al., 2008). Los fenolicos o polifenoles
son un grupo de sustancias frecuentes y extendidos en el mundo de las plantas, con mas de
8000 estructuras fenoélicas identificadas (Tsao, 2010). Se pueden encontrar en casi todos los
organos de las plantas y, segun su estructura, cumplen diferentes funciones que van desde
los componentes esqueléticos de diferentes tejidos hasta la pigmentacion de varios drganos
de la planta (Ignat et al., 2011).

Entre los fitoquimicos antioxidantes, los polifenoles merecen mencion especial debida a sus
propiedades captadoras de radicales libres. Estos compuestos cuyos niveles varian
fuertemente durante el crecimiento y la maduracion de los frutos, también son importantes
por su contribucion al picor, amargor, color y sabor de los frutos (Deepa et al., 2007).

Los acidos fendlicos son una de las principales clases de compuestos fenolicos que se
encuentran en las plantas y se presentan en forma de ésteres, glucdsidos o amidas, pero rara
vez en forma libre. La variacion estructural de los 4cidos fenolicos depende del nimero y
posicion de los grupos hidroxilo en el anillo aromatico. Los 4cidos fendlicos tienen dos
estructuras distintivas: el acido hidroxicinamico y el acido hidroxibenzoico. Como acidos
benzoicos méas comunes son el acido vanilico, galico, y siringico (Pereira et al., 2009). Los
flavonoides son otros compuestos fendlicos y estan compuestos por dos anillos aromaticos
unidos por una unidad de tres &tomos de carbono (C6- C3-C6). Este esqueleto de carbono es
la explicacion de la diversidad quimica de esta familia de compuestos. Las estructuras bésicas
de los flavonoides son las agliconas, pero en las plantas, la mayoria de ellas son glucésidos
(Tsao, 2010).

Los compuestos fenolicos son fitoquimicos dietéticos comunes que se encuentran en frutas,
verduras y granos. Hay evidencias que sugieren que los fendlicos alimentarios pueden tener
efectos protectores contra las enfermedades degenerativas (Liyanapathirana & Shahidi,
2005). Poseen una amplia gama de funciones fisioldgicas como antioxidantes,
anticancerigenos, antiinflamatorios, antialérgicos, antiartdgenos, antimicrobianos,
antitromboticos, cardioprotectores y vasodilatadores en mayor o menor medida (Rodrigues
et al., 2008).
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Capsicum annuum L.

C. annuum es una de las cinco especies de Capsicum domesticadas en América. La especie
integra diversidad en variacion morfoldgica debido a la variabilidad en tamafios, formas y
color de sus frutos (Medina et al., 2006). Junto con el maiz, C. annuum es uno de los cultivos
principales por pertenecer a la dieta neotropical de las civilizaciones mesoamericanas
(Aguilar-Melendez et al., 2009), y se cree que México y América central son su centro de
origen (Guevara-Gonzalez et al., 2018).

Parte de la importancia de esta especie, es que contiene una serie de compuestos bioactivos
antioxidantes como fenoles, acido ascorbico, carotenoides y capsaicinoides, cuyo contenido
varia con el grado de maduracion de los frutos (Medina et al., 2006).

Caracteristicas morfologicas

Casi todos los chiles mexicanos pertenecen a C. annuum. Su comportamiento es anual y en
algunos casos perenne; tiene tallos erectos, herbaceos y ramificados de color verde oscuro,
el sistema de raices llega a profundidades de 0.70 a 1.20 m, y lateralmente hasta 1.20 m, la
altura promedio de la planta es de 60 cm, las hojas son planas, simples y de forma ovoide
alargada, las flores son perfectas (hermafroditas), formandose en las axilas de las ramas; son
de color blanco, el fruto en algunas variedades se hace curvo cuando se acerca a la madurez;
para el caso de los chiles verdes usualmente se cosechan cuando estan grandes y firmes en la
fase verde inmadura, también se puede permitir que maduren al color rojo, amarillo, naranja,
morado u otros colores (Montes-Hernandez et al., 2010).

Figura 1.  .Capsicum annuum
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Produccion de chile en México

Meéxico es el pais con la mayor cantidad de variedades genéticas de Capsicum annuum. La
especie integra variabilidad en tamafios, formas y colores de plantas y frutos (Antonio et al.,
2018).

Se producen alrededor de 150 000 hectareas sembradas con mas de dos millones de toneladas
anuales de chile seco y verde, lo que representa un valor comercial de aproximadamente 13
224 millones de pesos. México se ubica como el principal exportador de chile verde a escala
internacional y es el segundo productor mundial. Los principales estados productores son:
Chihuahua, Sinaloa, Guanajuato, Zacatecas y Sonora (Aguirre-Herndndez & Mufioz-
Ocotero, 2015).

Se han identificado 64 tipos de chiles en el pais; Oaxaca con mayor diversidad con al menos
25 tipos, Guerrero con 12, Puebla con 10 y Veracruz con nueve (Servicio Nacional de
Inspeccion y Certificacion de Semillas, 2017). Las variedades que més se cultivan son:
Jalapefio, Serrano, Poblano, Pimiento morrén, Chile de arbol, Chilaca, Piquin, Giiero, y
Mirasol (Aguirre-Hernandez & Muioz-Ocotero, 2015).

Figura 2.  Los chiles de México; Nativos silvestres, Nativos domesticados, e introducidos

(CONABIO, 2017)
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Produccion de chile verde en México

Figura 3.  Superficie sembrada (ha) de Chile verde en México (Cuadro 1)
Fuente: Elaboracion propia con datos extraidos de (SIAP, 2019)

Cuadro 1. Estados de México con produccion de chile verde

No. Estado Superficie (ha)
1 Sinaloa 21,205.07
2 Chihuahua 20,236.74
3 Zacatecas 6,940.5
4 Veracruz 5,645.68
5 Guanajuato 5,138.99
6 Sonora 4,523.45
7 Michoacan 4,072.13
8 Jalisco 3,796.05
9 San Luis Potosi 2,646.8
10 Puebla 2,513.44
11 Chiapas 1,920.2
12 Baja California Sur 1,529
13 Durango 1,137.22
14 Hidalgo 1,032.83
15 Campeche 1,022.7
16 Guerrero 937.57
17 Oaxaca 842.44
18 Aguascalientes 833.83

TOTAL 85, 974.64

Elaboracion propia. Fuente: (SIAP, 2019)



Produccion de chile rojo en México

Figura 4.  Superficie sembrada (ha) de Chile rojo en México (Cuadro 2)
Fuente: Elaboracion propia con datos extraidos de (SIAP, 2019)

Cuadro 2. Estados de México con produccion de chile rojo.

No. Estado Superficie (ha)
1 Zacatecas 28,505
2 San Luis Potosi 21,599.67
3 Chihuahua 7,564
4 Durango 3,050
5 Oaxaca 1,734.98
6 Jalisco 824.03
7 Hidalgo 615
8 Tabasco 526
9 Guerrero 401.64
10 Puebla 328
11 Chiapas 297
12 Querétaro 147
13 Nayarit 109
14 Michoacan 101.3
15 Aguascalientes 54
TOTAL 65, 856.62

Elaboracion propia. Fuente: (SIAP, 2019)
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Produccion de chile verde en Aguascalientes
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Superficie sembrada (ha) de Chile verde en Aguascalientes (Cuadro 3)
Fuente: Elaboracion propia con datos extraidos de (SIAP, 2019)

Figura 5.

Cuadro 3. Hectéreas de produccion de chile verde en el estado de Aguascalientes

Municipio ha
Asientos 216
Cosio 205.35
Rincén de Romos 130
Pabellon de Arteaga 88
San Francisco de los Romo 80
Tepezala 68
Jesus Maria 33
Calvillo 8
Aguascalientes 5.48
TOTAL 833.83

Elaboracion propia. Fuente: (SIAP, 2019)



Problemas Fitopatoldgicos

Cuando las funciones de las plantas son alteradas por organismos fitopatdgenos, condiciones
del medio ambiente, y mal manejo del suelo y riego, las plantas presentan enfermedades.
Dependiendo del agente causal de la enfermedad, la planta sufrird procesos especificos
(Agrios, 2001).

La clasificacion de las enfermedades de las plantas dependerd de, (a) los sintomas que
presenta (pudriciones de la raiz, cancros, marchitamientos, manchas foliares, sarnas, tizones,
antracnosis, royas, carbones, mosaicos, amarillamientos, manchas anulares), (b) 6rgano de
las planta afectado (enfermedades de la raiz, tallo, hojas o frutos), (¢) tipo de planta afectada
(enfermedades de los cultivos mayores, de hortalizas, de arboles frutales, del bosque, del
césped, de plantas ornamentales), (d) por factores abidticos (temperaturas muy altas o muy
bajas, falta o exceso de humedad en el suelo, falta o exceso de luz, falta de oxigeno,
contaminacion atmosférica, deficiencia de nutrientes, toxicidad mineral, aridez o alcalinidad
del suelo (pH), toxicidad de los plaguicidas, y practicas agricolas inadecuadas), y (€) por tipo
de agente patogeno causante de la enfermedad (enfermedades por hongos, oomicetos,
bacterias y micoplasmas, plantas superiores pardsitas, virus y viroides, nematodos, y
protozoarios) siendo este ultimo criterio, el mas usado (Agrios, 2001).

Las enfermedades por patdgenos en las plantas causan el debilitamiento del hospedante a
causa del uso de los recursos nutritivos de la planta hospedante, alteran el metabolismo de
las células del huésped debido a la secrecion de toxinas, enzimas o sustancias reguladoras de
crecimiento, bloqueo del tejido vascular para la translocacion de los nutrientes minerales,
alimentos y agua; y consumo del contenido de las células del hospedante, con las que entran
en contacto (Agrios, 2001).

Oomicetes

Los Oomycota son una clase distinta de microorganismos eucariontes similares a hongos,
muchos de los cuales son patégenos de plantas o animales altamente destructivos (Fawke
et al., 2015; Fry & Griinwald-Cornell, 2010). Durante mucho tiempo, los oomicetos fueron
considerados como hongos superiores, debido a su habito de crecimiento filamentoso,
nutricion por absorcion y reproduccion a través de esporas, sin embargo, actualmente esté
claro que este grupo de organismos no estéd relacionado con los hongos verdaderos, parecen
estar mas estrechamente relacionados las algas y las plantas verdes (Fry & Griinwald-Cornell,
2010).

Las caracteristicas que distinguen a los oomicetos de los hongos son: los tabiques (paredes
celulares) en las hifas son raros, lo que define una condicion multinucleada denominada
cenocitica; los ntcleos de las células vegetativas son tipicamente diploides; la pared celular
esta compuesta por glucanos B-1,3 y B-1,6, y no de quitina (el polimero de N-acetil glucosa
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amina, que se encuentra en las paredes de los hongos verdaderos); muchas especies producen
esporas nadadoras biflageladas sin paredes (zoosporas) en estructuras llamadas esporangios,
siendo esta una de las caracteristicas mas distintivas (Fawke et al., 2015; Fry & Griinwald-
Cornell, 2010). Los oomicetos son diploides durante su etapa micelial vegetativa, mientras
que los hongos producen predominantemente talos haploides, aunque existen excepciones.
Las células de los oomicetos se pueden distinguir morfologicamente de los hongos
verdaderos por sus mitocondrias, ya que poseen crestas tubulares en contraposicion a las
crestas aplanadas de los hongos, o por sus hifas, que no siempre estan septadas (Fawke et al.,
2015).

El flagelo anterior de una zoospora es del tipo oropel, mientras que el flagelo posterior es del
tipo latigazo. Las zoosporas pueden nadar en peliculas de agua sobre la superficie de las
hojas, en el agua del suelo, en medios hidroponicos, y en cuerpos de agua naturales. En
algunas especies se ha perdido la capacidad de producir zoosporas; los esporangios pueden
germinar directamente para producir tubos germinativos, un rasgo que a menudo depende de
la temperatura (Fry & Griinwald-Cornell, 2010).

La reproduccion sexual ocurre a través de la produccion de los gametangios ovogonios y
anteridios, que por lo general cada individuo produce ambos.

En algunas especies, ocurren dos tipos distintos de apareamiento y ambos son necesarios para
la reproduccion sexual, heterotalicas u homotélicas. En los oomicetos heterotalicos, los
gametangios se producen solo en presencia de ambos tipos de apareamiento debido al hecho
de que una hormona producida por un talo estimula al otro a producir gametangios. En
homotalicos, la reproduccion sexual ocurre dentro de un solo individuo. A diferencia de las
especies heterotdlicas, los individuos homotdlicos no requieren distintos tipos de
apareamiento, pero pueden reproducirse sexualmente por autofecundacion (Fry & Griinwald-
Cornell, 2010).

Enfermedades causadas por hongos y oomicetos

Existen aproximadamente 100 000 especies de hongos, de las cuales 8000 son de importancia
patogénica en plantas (Agrios, 2001).

Todas las plantas son atacadas por algun tipo de hongo, y cada uno de los hongos parasitos
ataca a uno o mas tipos de plantas. Hay dos tipos de hongos parasitos, los parasitos obligados
o biotr6fos que crecen y se reproducen cuando establecen una cierta asociacion con las
plantas, que les sirven de hospedante durante todo su ciclo de vida, y los parésitos no
obligados que requieren de una planta hospedante durante una cierta etapa de su ciclo de
vida, el cual lo pueden concluir desarrollandose en materia organica muerta, o bien creciendo
y reproduciéndose tanto en materia organica muerta como en plantas vivas (Agrios, 2001)

Las enfermedades de las plantas causadas por oomicetos basicamente son de dos tipos, las
que afectan a los 6rganos de la planta que se localizan en el suelo y las que se encuentran en
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contacto con ¢l (raices, tallos, tubérculos, semillas y frutos carnosos depositados sobre el
suelo). Dichas enfermedades son producidas por las especies de Aphanomyces, Phytium y
Phytophthora (Agrios, 2001). Las enfermedades que causan incluyen el tizon de las
plantulas, pudricion de raiz, tizon foliar y mildia velloso (Fry & Griinwald-Cornell, 2010).

Phytophthora capsici Leo.

Clasificacion Taxondmica (Iribarren, 2015)
Reino: Chromista
Phylum: Omycota
Clase: Oomicetes
Subclase: Peronosporomycetidae
Orden: Peronosporales

Familia: Pythiaceae

Figura 6.  Phytophthora capsici.

Es un oomiceto que posee hifas cenociticas y micelio alargado, produce zoosporangios que
producen zoosporas con dos flagelos. Forman los esporangios (zoosporangios) en la punta
de las hifas (Agrios, 2001)(Figura 6). El oomiceto vive como saprofito en el suelo y es
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considerado un patdégeno importante de muchos cultivos debido a que causa grandes pérdidas
(Ramirez et al., 2015). Tiene una distribuciéon mundial, por lo que lo convierte en un
problema de escala cosmopolita.

P. capsici es la causa principal de la pudricion basal y de raiz del chile (C. annuum) (Ramirez
et al., 2015), asi como también en la zanahoria y la calabaza, y la pudricion del fruto del
chile, tomate, berenjena y de algunas cucurbitaceas (Agrios, 2001; Ma et al., 2016). El
patogeno, también puede infectar la corona y partes foliares de muchos hospederos, ya sea
por exceso de irrigacion o por salpique (Ramirez et al., 2015).

La enfermedad en la planta, se caracteriza por un marchitamiento repentino como
consecuencia de la pudricion de las raices y la base del tallo (Ma et al., 2016). Los sintomas
de la enfermedad se desarrollan rapidamente durante periodos de alta humedad del suelo,
asociados con lluvias prolongadas o irrigacion frecuente (Ramirez et al., 2015).

Forma de contagio por Phytophthora capsici

El oomiceto inverna en forma de oosporas o micelio en el suelo o en raices infectadas. En la
primavera, las oosporas germinan en forma de zoosporas, mientras que el micelio prosigue
su desarrollo, produciendo zoosporangios que liberan zoosporas. Las zoosporas nadan en el
agua del suelo y al entrar en contacto con las raices de las plantas susceptibles son infectadas.
El hongo forma mas micelio y zoosporas durante los climas himedos y moderadamente frios
y lleva la enfermedad a otras plantas (Figura 7). Por otra parte, climas secos célidos o incluso
demasiado frios, el hongo sobrevive en forma de oosporas o micelio que puede reiniciar
nuevas infecciones cuando las condiciones de suelo y temperatura son favorables (Agrios,
2001).

Algunas relaciones que se establecen entre el oomiceto y su hospedante, es que el oomiceto
ataca primero el tallo de la planta por debajo de la superficie del suelo, o bien, primero ataca
a la raiz principal y producir sintomas semejantes a los de la sequia y el marchitamiento
general de los o6rganos aéreos de la planta, posteriormente aparecen cancros o cualquier tipo
de lesiones directas por arriba de la superficie de suelo (Agrios, 2001).

P. capsici se favorece con las temperaturas bajas y por la alta humedad del suelo y humedad

atmosférica, por ello, las areas con poca altitud y pobremente drenadas es mas comun que
sean infectadas por mas alto grado de virulencia (Agrios, 2001).
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Figura7. Ciclo de vida de P. capsici.
Fuente: (Ristaino & Johnston, 1999)

Meétodos de control

Las plantas estan expuestas constantemente a microorganismos, debido a ello se han
desarrollado diferentes estrategias para defenderse de la infeccion por patdgenos (Alejo-
Iturvide et al., 2008), aunque algunas veces pueden perder la batalla contra ellos.

Los métodos de control del patégeno no han sido del todo efectivos debido a la persistencia
de sus oosporas en el suelo que son resistentes a la desecacion, temperaturas frias y otras
condiciones extremas, por lo que pueden sobrevivir por muchos afios sin un hospedero
(Hausbeck & Lamour, 2004).

Las opciones de control de enfermedades con agroquimicos pueden causar resistencia,
fitotoxicidad y contaminacién del ambiente, por lo que es de suma importancia el uso de
estrategias ambientalmente sostenibles para el control de la marchitez, asi como de otras
enfermedades (Agrios, 2001; Ko et al., 2009).

El control de Phytophthora y la pudricion de la raiz en chiles es muy complicado; se han
hecho investigaciones de manejo sostenible de enfermedades, incluyendo practicas
culturales, correcciones del suelo, cultivares resistentes, biofungicidas, solarizacion, e injerto
(Ma et al., 2016).
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El biocontrol es uno de los medios mas estudiados y comprobados para la lucha contra
P.capsici. Por ejemplo los antagonistas fungicos como Penicillium striatisporum,
Trichoderma harzianum y Trichoderma hamatum, y los antagonistas bacterianos como
Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas corrugata y otras cepas de Pseudomonas y
Bacillus se mostraron para la supresion de la enfermedad patégena (Ma et al., 2016).

También, la solarizacion del suelo ha mostrado ser efectiva para reducir el inoculo de
patogenos de la capa superior de suelo (aprox. De 10 cm), pero esta estrategia solo es efectiva
en paises donde los meses de verano son muy calurosos (Ma et al., 2016).

La desinfeccion de suelos por medio del uso de paja de trigo como fuente de carbono seguido
de inundaciones durante un lapso de dos a tres semanas reduce la poblacién de patdégenos en
el suelo y también la incidencia de enfermedades en chile (Ma et al., 2016).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento, por medio de antibiosis, competencia por
espacio y nutrientes, e induccion de resistencia sistémica, contribuyen a la proteccion de la
planta contra patogenos radicales y foliares (Ramirez et al., 2015). Las enzimas degradadoras
de la pared celular estdn implicadas antagbnicamente contra patdogenos, asi mismo de la
produccion de fitohormonas, antibidticos, compuestos organicos volatiles, fitoalexinas y
sideroforos, que contribuyen al biocontrol (Kim et al., 2009; Ko et al., 2009)

Por otro lado, se han implementado productos quimicos de bajo riesgo como fosfatos e
inductores de resistencia como Actigard (Ma et al., 2016).

La tecnologia de injerto vegetal es una opcion que tiene el potencial de aumentar la
resistencia de las plantas contra enfermedades del suelo, generando la reduccion del uso de
pesticidas. El uso de plantas injertadas puede aumentar draméticamente la productividad de
las verduras cultivadas en el campo bajo un manejo convencional y organico. El injerto se
usa principalmente para aumentar la resistencia del hospedante contra la pudricion de la raiz
y las enfermedades de marchitez, y para aumentar el rendimiento. (de Miguel et al., 2007;
Ma et al., 2016).

Con la eliminacion gradual del bromuro de metilo debido a la preocupacion del impacto
negativo de los pesticidas quimicos en el medio ambiente y la salud humana, el desarrollo de
métodos sostenibles, ecologicos y alternativos para el manejo de enfermedades transmitidas
por el suelo, como el tizon de Phytophthora y la pudricion de la raiz se ha convertido en un
maxima prioridad (Colla et al., 2012).
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El Método del Injerto

El injerto es un método de propagacion vegetal que consiste en unir dos piezas de tejido
vegetal: la variedad y el portainjerto; El portainjerto es la parte que confiere el sistema
radicular y recibe a la variedad para brindarle beneficios de resistencia a factores bidticos o
abidticos, o mejorar o aumentar la produccion a la variedad. La variedad es una porcion de
tallo o yema que desarrolla la parte aérea del injerto, como lo son las ramas, hojas, flores y
frutos (Fallik & Ilic, 2014; Osuna-Avila et al., 2012).

El proceso de injertacion es una técnica utilizada por mas de 50 afos en la produccion de
hortalizas para la proteccion contra las enfermedades transmitidas por el suelo (Louws et al.,
2010). A ido ganado popularidad debido a que da como resultado aumento en el rendimiento
de la fruta y mayor vigor general de la planta (Fallik & Ilic, 2014).

El injerto es una estrategia importante para el manejo integrado de plagas y la eliminaciéon o
atribucion de resistencia a los patogenos del suelo y otras plagas de cultivos de solanaceas y
cucurbitaceas. Las enfermedades mas importantes que son manejadas por la técnica del
injerto son causadas por hongos patdogenos como Verticillium, Fusarium, Pyrenochaeta y
Monosporascus; patdgenos oomicetos como Phytophthora; patdogenos bacterianos como
Ralstonia; nematodos de la raiz, y varios patdégenos de virus transmitidos por el suelo (Louws
et al., 2010).

Para la eleccion del método de injertado se deben considerar varios factores, entre ellos
destacan los cultivares que seran injertados, el portainjerto y la variedad, los objetivos por
los cuales se llevara a cabo, la experiencia de la mano de obra, las condiciones del manejo
del injertado, también la taza de sobrevivencia de las plantas para injertar, la edad y calidad
de las plantas, y el manejo posterior de las plantas injertadas (Fallik & Ilic, 2014)

El método por empalme en hortalizas es de los métodos méas empleados debido a que varias
investigaciones lo avalan como el mejor por la taza de sobrevivencia alta en comparacion
con el de hendidura, aproximacion y lateral (Temperini et al., 2013).

Un desafio asociado al injerto es la seleccion de portainjertos para el manejo de la
enfermedad, debe ser especifica del sitio, la estructura de la poblacion, y la dindmica del
patdgeno, asi como los factores edaficos, ambientales, y antropogénicos (Louws et al., 2010).

Comprender la revascularizacion espacial entre el portainjerto y en la variedad en la unién
del injerto es crucial porque podria ayudar a que el injerto sea mas exitoso y de mayor calidad,
lo que aumentaria el beneficio economico del injerto (Dogra et al., 2018).
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El Portainjerto

Los portainjertos o también conocidos como patrones, son plantas cuyo sistema radicular
brinda soporte a la variedad a cultivar para evitarle el contacto con el suelo (de Miguel et al.,
2007).

La creciente demanda de los consumidores de hortalizas de alta calidad hace indispensable
la practica de seleccionar cuidadosamente combinaciones de variedad-portainjerto para
garantizar frutos de alta calidad (Fallik & Ilic, 2014).

Para la eleccion del portainjerto se debe tomar en cuenta las siguientes caracteristicas: ser
inmune a la enfermedad que se desea prevenir, que no presente dificultades con alglin otro
parasito del suelo que le puedan afectar de manera grave o frecuente, que sea muy vigoroso
y rusticidad, que sea conocido de tener una buena afinidad con la planta que le serd injertada,
ser una planta sana, y que se conozca no desfavorezca la calidad y produccion del fruto (de
Miguel et al., 2007). También debe considerarse que la compatibilidad es muy especifica, lo
que significa que un portainjerto en particular generalmente no es compatible con todas las
variedades comerciales de una especie determinada (Dogra et al., 2018), por lo que es
recomendable hacer un estudio previo de compatibilidad, para completar una buena eleccion
del portainjerto.

La eleccion de un portainjerto adecuado haré la diferencia en los resultados; generalmente se
eligen portainjertos de raices vigorosas y resistentes, ello conferirda el aumento en la
absorcion de agua y minerales (Oda et al., 2005), lo que permitird ahorro de area de siembra
e insumos sin reducir rendimiento.

Se ha documentado que también los portainjertos son seleccionados para combatir plagas
foliares, incluidos los patdgenos, los artrépodos y los virus (Louws et al., 2010).

Influencia del portainjerto sobre la variedad

No es sorprendente que los portainjertos tengan un impacto dréstico en la variedad y los
frutos obtenidos, ya que puede haber mejora en el vigor de la planta, resistencia a las
enfermedades, mejor tolerancia al estrés bidtico y abidtico como temperaturas altas y bajas,
tolerancia a ciertas caracteristicas del suelo como salinidad, asi como mejor absorcion de
nutrientes (Fallik & Ilic, 2014). Sin embargo, existen algunas publicaciones con resultados
contradictorios sobre la calidad de los frutos obtenidos de plantas injertadas, y si estos
cambios pueden ser ventajosos o perjudiciales (Flores et al., 2010; Rouphael et al., 2010).
Estos cambios pueden ser alteraciones del desarrollo de la planta, tamaio del fruto, calidad,
etc. (Hartmann & Kester, 1991).

El entorno o ambiente, métodos de aclimatacion, métodos de produccion y tipo de suelo, asi
como las combinaciones que pudieran surgir entre portainjerto y variedad, pueden ser en
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parte, las causas por las cuales surgen las diferencias mencionadas con anterioridad (Fallik
& llic, 2014).

El vigor de la planta injertada es intermedio entre el propio portainjerto y el de la variedad,
la influencia del primero es mayor. La variedad también influencia sobre el tamafio de la raiz
del portainjerto (de Miguel et al., 2007).

Las raices vigorosas del portainjerto son generalmente capaces de absorber agua y nutrientes
mas eficazmente que la variedad y proporcionan un buen aporte de hormonas endogenas. El
flujo de la savia procedente de la raiz del patrén contiene altas concentraciones de sustancias
organicas y fitohormonas como las giberelinas y citoquininas (Lee, 1994).

Entonces, la apariencia, sabor, tamafo, forma, color, textura, asi como sus compuestos
bioactivos, pudieran verse afectados a raiz del proceso de injertado de manera positiva o
negativa. Son rasgos que se deben mantener en consideracién para la aceptacion del
consumidor final, por lo que debieran cuidarse estos aspectos y mantener seguridad en que
el injerto traerd mejoras en la produccion de los frutos, puesto que cualquier factor externo
que afecte estos rasgos puede modificar los parametros de calidad de los productos frescos y
por lo tanto, puede conducir a cambios en la calidad del producto final (Fallik & Ilic, 2014).

Se conocen estudios en los que se han obtenido resultados en los que se detectan
modificaciones en el contenido vitaminico de los frutos a raiz de la injertacion, sin embargo,
en esos mismos frutos el tamafio sufri6 un aumento considerable con respecto a los no
injertados, aunque también se ha demostrado que el proceso de injertado ha aumentado el
valor nutricional de los frutos obtenidos de estas plantas, asi como el aumento hasta en un
30% en la produccion de frutos comercializables (Krumbein & Schwarz, 2013; Nicoletto et
al., 2013); todo ello dependera siempre de las especies y cultivares injertados, y de ello
dependeran los resultados, sumandole el manejo y las condiciones en las que se practique.

Por ejemplo, en tomate la cantidad de vitamina C puede ser o no similar en frutos de plantas
injertadas (Granges et al., 1998). Se observo también que el contenido de solidos solubles,
azucares totales y acido ascorbico es ligeramente menor en los frutos de plantas injertadas.
Sin embargo, tienen mejor color y mas licopeno que las plantas sin injertar. Se han descrito
escasas diferencias en contenido de N, P, K, Ca, y Mg dependiendo del portainjerto empleado
(Chung et al., 1997).

Por otra parte, el injerto no afecta las caracteristicas genéticas de la variedad. El efecto del
injerto sobre la expresion sexual de la planta se dijo, era escaso (Lee, 1994).

En chiles y pimientos, son escasos los estudios sobre alteraciones del metabolismo vegetal y
los compuestos bioactivos en el fruto, en respuesta al injerto.
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Proceso de union del injerto

El proceso de union del injerto se distingue en tres pasos fundamentales: cohesion del
portainjerto, proliferacion del callo en la union, y diferenciacion vascular entre ambas partes.

La cohesion consiste en la polimerizacion de los materiales de las membranas celulares de la
herida del injerto, proporcionando un cemento que le brinda soporte mecanico y flujo de
agua. La proliferacion del callo se efecttia aproximadamente a los seis dias después del injerto
(DDI), y es donde comienza la division en los tejidos de la variedad y después del
portainjerto. El tejido necrotico se reabsorbe y se establece la continuidad y diferenciacion
de los elementos vasculares. La diferenciacion vascular es un proceso que solo se efectia en
injertos compatibles. Esta diferenciacion se lleva a cabo entre los vasos del portainjerto y
variedad probablemente en respuesta a las auxinas liberadas de los vasos lesionados (de
Miguel et al., 2007).

Por encima del injerto, los vasos conductores procedentes de la raiz de la variedad se
necrosan pero la continuaciéon de los del portainjerto son suficientes para asegurar un
suministro de agua y nutrientes adecuados para las necesidades de ambas plantas (de Miguel
et al., 2007).

El proceso de injertacion debe ser certero al momento de elegir las plantulas variedad-
portainjerto con didmetros cercanamente iguales, y meticuloso al momento de corte y
ensamble con la pinza de silicona, ya que ello dependera la primera fase de reconocimiento
y union entre las partes involucradas, pues el mecanismo de union en el injerto consiste en
que las regiones cambiales de la variedad y el portainjerto estén muy proximas para
interconectarse a través del puente del callo. Una vez que los dos componentes del injerto,
estan en contacto intimo, proliferan nuevas células parenquimatosas tanto del portainjerto
como de la variedad (Dogra et al., 2018), produciendo el tejido del callo que se entremezcla
y entrelaza, para llenar los espacios entre los dos componentes que conectan la variedad y el
portainjerto (Aloni et al., 2010; Pina & Errea, 2005).

Sin embargo, la distincion entre una unién de injerto compatible e incompatible no siempre
es clara (Dogra etal., 2018). Los factores de compatibilidad del injerto, el proceso de
curacion y formacion de callo, asi como los componentes de sefializacion intercambiados
entre la variedad y el portainjerto, alin no son bien entendidos y explicados por la comunidad
cientifica (Tedesco et al., 2022), sin embargo, la formaciéon de conexiones vasculares es
considerada como el requisito basico para el éxito del injerto (Pina & Errea, 2005).

Proceso histologico de la union

En respuesta al proceso de injertado, se desembocan una serie de procesos a nivel histolégico
en el area de la herida de ambas plantas ensambladas de manera artificial. Entre los 3-5 dias
DDI, los elementos vasculares se diferencian directamente del parénquima o generalmente
del tejido del callo. A los cinco DDI, en injertos de la misma especie se forman uniones entre
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los elementos vasculares del xilema y floema de las dos plantas y entre especies de la misma
familia aproximadamente a los 7 DDI. De los 5-7 DDI empieza el transporte de asimilados
en los injertos compatibles. El aumento gradual de la union es evidente debido a la aparicion
de puentes entre el xilema de ambas plantas. A partir de los 7-10 DDI, el cambium lesionado
comienza a formar elementos del xilema y floema secundarios. La unién se completa cuando
se han establecido varias conexiones del xilema y floema a través del injerto (de Miguel et
al., 2007).

Es debidamente indispensable que el tejido vascular de las plantas involucradas en el injerto,
este estrechamente relacionada y en etapas juveniles, puesto que el cambium vascular se
encuentra entre las células del xilema y floema (Pina & Errea, 2005), y debido a que los vasos
del xilema del tejido vascular transportan principalmente agua a los sitios de su evaporacion,
y que los tubos cribosos del tejido del floema son responsables del transporte de compuestos
inorganicos y orgéanicos desde las raices y las hojas hasta las partes donde se necesitan
(Harada, 2010), es sumamente indispensable el ensamble en estos tejidos.

Durante la exitosa formacion de la union del injerto, se ha observado la proliferacion de
callos, tanto del portainjerto como de la variedad, la formacion de puentes en los callos, la
diferenciacion de nuevo tejido vascular de las células de los callos y la produccion de xilema
y floema secundarios (Kawaguchi et al., 2008).

En el proceso de establecimiento del injerto, las nuevas células cambiales se diferencian del
callo recién formado, donde forman una conexion cambial continua entre el portainjerto y la
variedad (Pina & Errea, 2005). Generalmente, el primer tejido diferenciado que une la unioén
del injerto es el xilema de reparacion de heridas, seguido por el floema de reparacion de
heridas; el proceso de establecimiento del injerto finaliza cuando la nueva capa cambial en
el puente del callo comienza la actividad cambial tipica que forma los nuevos tejidos
vasculares (xilema y floema) que establecen la conexion vascular de la variedad y el
portainjerto (Pina & Errea, 2005). En injertos compatibles la formacion de tejido vascular se
considera la ultima etapa del injerto exitoso después del establecimiento de la continuidad
cambial y puede ocurrir una fuerte conexion en poco tiempo (Pugalendhi et al., 2021).

El desarrollo de tejido calloso entre los componentes del injerto actlia como un puente entre
la variedad y el portainjerto, permitiendo que el agua y los nutrientes pasen por alto los tejidos
vasculares danados por el procedimiento de corte (Pina et al., 2012). Sin embargo, algunos
estudios previos revelan que la proliferacion de callo no es una sefal exclusiva de injertos
compatibles (Pina et al., 2012).

Factores que influyen en la union del injerto

La temperatura marca un efecto en la formacion del callo. La optima oscila entre los 23-28°C
durante la fase de union. No debe exceder los 33°C.

33



La humedad es un factor importante para la union de los tejidos, debido a que deben de
mantenerse himedos, sino las probabilidades de union se reducen. Entre mas humedo este el
ambiente, menos probabilidades habra de marchitez de los brotes sin raiz. La humedad debe
estar entre 70 y 90°C y baja luminosidad para otorgar una mejor calidad del injerto y mayor
tasa de supervivencia. Si baja de los 70% y alta luminosidad, ambas partes se veran
perjudicadas. Una superficie de contacto eficaz depende del nimero y disposicion de los
haces vasculares de las dos plantas y de la zona de corte. Un suelo con patogenos puede
perjudicar la union del injerto, ya que en ocasiones las bacterias y hongos entran en contacto
con la herida y ocasionan la muerte prematura (de Miguel et al., 2007).

Ademés, las auxinas, citoquininas, ABA, y el Etileno en la sefializacion hormonal tienen un
papel importante en la interaccion variedad-portainjerto para el desarrollo adecuado de las
plantas injertadas (Aloni et al., 2010).

Algunos factores que ocasionan el fracaso del injerto se deben a una falta de coincidencia
anatdmica, mala mano de obra, condiciones ambientales adversas, enfermedades, respuestas
fisioldgicas adversas entre los componentes del injerto, transmision de virus o fitoplasma, y
anomalias anatomicas del tejido vascular en el puente del callo (Dogra et al., 2018).

El Injerto en Solanaceas

El injerto en hortalizas solandceas ha contribuido a la agricultura sostenible, ya que es
empleado proteger o dar resistencia contra enfermedades y patdgenos como hongos,
oomicetos, y nematodos transmitidos por el suelo, contra tensiones abidticas como altas y
bajas temperaturas, salinidad, sequia o contenido excesivo de agua o encharcamiento en el
suelo, y contra elevadas concentraciones de metales pesados y contaminantes organicos en
el suelo, asi como para mejorar el vigor de la planta y la vida util de los frutos (Fallik & Ilic,
2014; Leal-Fernandez et al., 2013).

Esta técnica se ha utilizado con €xito para controlar patdogenos como Meloidogyne javanica,
M. incognita (Oka et al., 2004), P. capsici (Jang et al., 2012; Pintado-Lopez et al., 2017,
Sanchez-Chavez et al., 2015; Santos & Goto, 2004), y F. oxysporum var. redolens (Attia et
al., 2003), entre otros.

Otras ventajas que confiere el injerto es la absorcion mas eficiente de agua y nutrientes del
suelo para mantener mejores condiciones vitales durante periodos mas largos en temporadas
de crecimiento (Fallik & Ilic, 2014).

Sin embargo, se puede ver afectado el rendimiento y la calidad de los frutos producidos por
las plantas injertadas dependiendo de las combinaciones de variedad-portainjerto durante la
cosecha o durante su almacenamiento, de los métodos de cosecha, produccion, y del entorno
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(Fallik & Ilic, 2014), por lo que tiene impacto en la aceptacion comercial del producto (Leal-
Fernandez et al., 2013).

Injertos en Chile (Capsicum spp.)

Figura 8. Injertos en C. annuum

Se sabe que los chiles son compatibles con otros miembros del mismo género Capsicum, sin
embargo hay evidencia de incompatibilidad con otros taxones de la misma especie (de
Miguel et al., 2007; Leal-Fernandez et al., 2013). Sin embargo, en la actualidad existe
evidencia de que es posible la compatibilidad con otras variedades del género, incluso en
otras especies de la misma familia (Ives et al., 2012; Rodriguez & Bosland, 2010).

Hay dos tipos de injerto basicos empleados en solandceas: (a) de aproximacion, en el que
durante el proceso de soldadura se mantienen las dos radiculas de la variedad y del
portainjerto, y (b) de empalme, en el que el brote de la variedad se une al portainjerto (de
Miguel et al., 2007; Osuna-Avila et al., 2012).

El método de injerto por empalme es el mas empleado en las solanaceas, en especifico en
plantas de chile, debido a su facilidad en manejo y ejecucion rapida, también porque se puede
realizar en plantula, y porque permite la unioén de los haces vasculares del portainjerto y la
variedad (de Miguel et al., 2007).

Enfermedades del chile que se previenen con el injerto

La enfermedad mas importante por las pérdidas que ocasiona y por la facilidad y frecuencia
con la que se da, es la conocida como “secadera”, “marchitez del chile”, o “tristeza”, que es
ocasionada por el oomiceto P. capsici. Los sintomas tipicos que ocasiona el patdogeno son
marchitamiento y/o pérdida de turgencia en las hojas, necrosis en la base del tallo y

defoliacion. La parte aérea de las plantas muestra flacidez transitoria en las horas centrales
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del dia. En sus ultimos estados, la planta muestra marchitez sin defoliacién y maduracion
anticipada de los frutos (si hubiere) (Garcia-Jiménez et al., 2007).

Otra de las enfermedades es “Marchitez bacteriana” ocasionada por Ralstonia solanacearum.
Causa una enfermedad sistémica que es el principal problema bacteriano en solandceas en
Europa y Corea (de Miguel et al., 2007). Los sintomas son aspecto marchito o flacido de las
hojas superiores de la planta que avanza con rapidez hasta que la planta se marchita en su
totalidad. El sistema vascular se llena de bacterias, mucus y una coloracidon parda (Garcia-
Jiménez et al., 2007).

También, los nematodos son otro problema frecuente e importante, aunque no tan frecuente
como en los tomates. Hay evidencia que existen variedades y portainjertos de chile resistentes
a nematodos (de Miguel et al., 2007; Oka et al., 2004).

Antecedentes

La técnica del injerto es muy valorada por los agricultores debido a contribuyen a aumentar
en el rendimiento de los frutos y dan un amplio vigor a las plantas injertadas (Tsaballa et al.,
2013), asi como tambien, las plantas injertadas absorben mads eficientemente el agua y los
nutrientes del suelo, y retienen su vitalidad durante periodos mas largos durante la temporada
de crecimiento (Lee et al., 2010). Sin embargo, también existe el riesgo de obtener algunos
efectos desfavorables, como lo podria ser alteracion en la calidad del fruto derivado de ciertas
combinaciones con algunos portainjertos (Leal-Fernandez et al., 2013; Tsaballa et al., 2013)
o en su defecto favorecer la presencia de los compuestos bioactivos en el fruto (Chéavez-
Mendoza et al., 2015).

Existen estudios que prueban el uso del injerto en Capsicum con diferentes finalidades o
propositos; algunos de ellos son mencionados a continuacion:

Kawaguchi et al. (2008) estudiaron la incompatibilidad en injertos en las hortalizas
solanaceas representadas por tomate (Solanum [ycopersicum L.), berenjena (Solanum
melongena L.) y chile (C. annuum L.). Evaluaron el porcentaje de sobrevivencia,
rendimiento, y calidad de frutos de las plantas injertadas. La sobrevivencia también fue
evaluada a través de las uniones en sus tejidos y en su potencial hidrico de los injertos, asi
como las conductividades hidraulicas del xilema. Los injertos de tomate-chile y de chile-
tomate fueron severamente incompatibles, y los injertos de tomate-berenjena y berenjena-
tomate fueron moderadamente incompatibles, comparadas con las combinaciones de injerto
homogéneas que fueron compatibles en un 96, 99, y 88% de sobrevivencia en tomate-tomate,
berenjena-berenjena, y chile-chile, respectivamente. La inhibicion del crecimiento y la alta
mortalidad en los injertos de tomate-chile y chile-tomate se debieron a las discontinuidades
en los haces vasculares en la union del injerto, lo que impidio la translocacion de asimilados,
nutrientes minerales y agua entre variedad y portainjertos. Concluyeron que la respuesta de
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las plantas a la incompatibilidad del injerto varia en plantas solanaceas dependiendo de la
combinacion de variedad y portainjerto.

Rodriguez y Bosland (2010) evaluaron los tipos de injertacion cufia apical y el injerto de
tubo, y la sobrevivencia en injertos con plantulas de tres variedades de C. annuum sobre el
portainjerto S. /ycopersicum. En los injertos en tubo se obtuvo una sobrevivencia del 58%.
El injerto de cufia apical tuvo el mayor porcentaje de éxito, con una tasa de sobrevivencia del
100%. Concluyeron que el injerto intergenérico entre C. annuum y S. lycopersicum es
factible, y puede proporcionar un mecanismo para el control de enfermedades transmitidas
por el suelo que afectan los cultivos de C. annuum.

Osuna-Avila et al. (2012) estudiaron la influencia en la sincronizacion de los diametros en
las variedades Jalapefio, Chilaca y Cayene, injertados en el portainjerto CM334, y la
sobrevivencia al injerto. Determinaron que el tallo del portainjerto CM334 era compatible
con Jalapefio y Chilaca. El porcentaje de sobrevivencia de los injertos fue de 90% en todas
las combinaciones. Consideraron que el uso del portainjerto CM334 podria formar parte del
manejo integrado para controlar P. capsici.

Tsaballa et al. (2013) injertaron dos variedades de chile (C. annuum), entre las cuales la forma
del fruto diferia (portainjerto con fruto largo y variedad con fruto redondo). Observaron que
la forma de los frutos obtenidos de la variedad fue influenciada a partir del proceso del
injertado. Ademas, esos cambios sufridos en la forma del fruto fueron heredados de manera
estable en la progenie de las semillas durante dos generaciones siguientes. Esto observado
fenotipica y genotipicamente por medio de marcadores moleculares que indicaron sobre el
alcance de los cambios genéticos involucrados.

Chavez-Mendoza et al. (2013) evaluaron los compuestos bioactivos en cinco combinaciones
de injertos con variedades de Pimiento (C. annuum); caracterizaron el contenido en B-
carotenos, vitamina C, licopeno, fenoles totales, y la actividad antioxidante. Los resultados
revelaron que en los injertos hubo correlacion entre la actividad antioxidante y la
concentracion de licopeno y vitamina C. En todas las combinaciones la correlacion fue
directa. Determinaron que en las plantas injertadas hubo un aumento en las concentraciones
de B caroteno y vitamina C, pero sin ser afectado el contenido de fenoles y licopeno. Sin
embargo, estos resultados variaron dependiendo de la combinacidn, también afirmaron que
el injerto favorece la presencia de compuestos bioactivos en el chile.

Jang et al., (2013) evaluaron la calidad de los frutos obtenidos de tres variedades de plantas
de chile (C. annuum) injertadas en cinco diferentes portainjertos resistentes a P. capsici.
Determinaron que el portainjerto y el periodo y tiempo de cosecha influyeron en la calidad
aparente y la propiedad de textura de los frutos. También determinaron que el rendimiento
comercializable de los frutos de los autoinjertos no se vio afectado significativamente.
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Leal-Fernandez et al. (2013) evaluaron las caracteristicas morfoldgicas y el rendimiento de
los frutos obtenidos de injertos de Pimiento (C. annuum) en ocho diferentes portainjertos, en
los que incluyeron a CM334. Obtuvieron la mejor interaccion de injertos con en plantas, ya
que el numero de frutos comercializable y su peso fueron mayores en un 23.4 y un 31.2%.
Sin embargo, la peor respuesta se obtuvo con el portainjerto CM334, que mostro valores
significativamente mas bajos de casi todas las variables, posiblemente debido a la
incompatibilidad con el injerto.

Loépez-Marin et al., (2013) estudiaron el comportamiento de plantas sin injertar e injertos de
Pimiento (C. annuum) con tres portainjertos comerciales en condiciones no sombreadas y
sombreadas, para probar si el injerto da ventajas sobre la resistencia a la alta radiacion y
temperatura. Las plantas injertadas se desempefiaron mejor que las no injertadas en ambas
condiciones de crecimiento, pero las diferencias fueron mas evidentes en condiciones no
sombreadas. Determinaron que las plantas injertadas aumentaron el rendimiento de frutos
totales y comercializables en un 30 y 50% en condiciones sin sombra y sombreados
respectivamente en comparacion con las plantas no injertadas.

Sanchez-Chavez et al. (2015) estudiaron el efecto del uso del Pimiento comercial Terrano
(C. annuum) como portainjerto, de dos variedades comerciales de Pimiento, sobre el
rendimiento y calidad de fruto, y suresistencia a P. capsici. Evaluaron el rendimiento, calidad
del fruto, y mortandad de plantas. Sus resultados indicaron que dos de las combinaciones de
injertos produjeron rendimientos mas altos en la produccion de frutos, registrandose
incrementos del 53.47% y 49.40% en relacion con los controles sin injertar. Ademas, se
registro cierta resistencia de los injertos a P. capsici con porcentaje de mortalidad entre 32%
y 36% en comparacion con las variedades sin injertar que presentaron la mayor cantidad de
plantas muertas (entre 57 y 53%). Concluyeron que el portainjerto Terrano confirid
resistencia a la enfermedad provocada por P. capsici, y aument6 la produccion en un 50%, y
que los parametros de calidad del fruto del pimiento morrén mejoraron.

Ergun & Aktas, (2018) estudiaron el efecto del injerto en el mejoramiento y comportamiento
agronomico de algunas variedades de C. annuum a campo abierto, por medio de la evaluacion
del crecimiento, rendimiento, y calidad de los frutos producidos. Observaron que las plantas
injertadas eran mas altas que las no injertadas y que el rendimiento total, el nimero de frutos,
la firmeza de la pulpa del fruto, el peso del fruto y el didmetro del tallo fueron influenciados
por el portainjerto de manera positiva. Los chiles injertados produjeron un 16% mas de
rendimiento que las plantas no injertadas y autoinjertadas. Concluyeron que el uso de plantas
injertadas de chile en condiciones de campo abierto representaria una estrategia potencial
para un aumento en el rendimiento total sin tener un deterioro notable en los frutos
producidos.

Navarrete-Mapen et al., (2020) experimentaron la tolerancia de injertos de Capsicum
chinense-C. annuum var. glabriusculum a begomovirus transmitido por la mosca blanca.
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Usaron dos especies criollas de portainjerto amashito y muela, y habanero como variedad
injertada (criollo y jaguar). Observaron menor poblacion de mosca blanca en los tratamientos
injertados: muela-habanero jaguar, amashito-habanero jaguar, muela-habanero criollo, y
amashito-habanero criollo, y la mayor incidencia y severidad promedio de virosis fue en
habanero jaguar con 100 y 62%. Concluyeron que la tasa de infeccion aparente estuvo
asociada con la fortaleza genética del portainjerto, por lo que las plantas injertadas fueron
mas resistentes al virus y con menor aparicion de mosquita blanca. También, determinaron
que la produccion de todos los tratamientos cumplio con los parametros normales.

JUSTIFICACION

Los cultivares de chile Serrano y Pimiento son de los més producidos a nivel nacional con
gran importancia econdmica (Sanchez-Chavez et al., 2015; Secretaria de Agricultura y
Desarrollo rural, 2020), sin embargo muestran gran susceptibilidad a P. capsici, lo que
ocasiona grandes pérdidas en produccion (Ramirez et al., 2015), debido a que el patogeno
ocasiona de 10 al 100% de pérdida en la produccion (Sanchez-Chavez et al., 2015)

Las practicas actuales de manejo del oomiceto son muy dafiinas y no son efectivas, ya que
provocan fitotoxicidad, contaminacidn, resistencia, y son costosos (Barchenger et al., 2018;
Colla et al., 2012; Hausbeck & Lamour, 2004; Ramirez et al., 2015).

Se ha demostrado que la técnica del injerto en chiles y pimientos es una manera efectiva para
proteger a las plantas de enfermedades causadas por patdgenos como P. capsici (Abebe et al.,
2016). Sin embargo, actualmente existe poca informacion acerca de portainjertos del género
Capsicum resistentes a P. capsici que pudieran ser utiles, por ello, existe la necesidad de
explorar nuevas fuentes de resistencia en portainjertos que pudieran proteger a los cultivares
comerciales susceptibles.

Se sabe que el CM334 es resistente a P. capsici (Garcia-Rodriguez et al., 2010; Pintado-
Lopez et al., 2017), y recientemente se ha reportado que algunos cultivares de Pasilla también
(Reyes-Tena etal., 2021), sin embargo, el chile Pasilla no ha sido explorado como
portainjerto. Tampoco se han estudiado en detalle la compatibilidad y sobrevivencia de
injertos en Capsicum annuum a partir del andlisis tisular de cortes histologicos del tallo en
variedades y portainjertos. Otro tema poco explorado, pero de gran importancia tiene que ver
con los efectos del injerto y del portainjerto sobre la calidad organoléptica y la concentracion
de compuestos bioactivos en el fruto de la variedad injertada.

Es necesario hacer un estudio mas profundo que determine la compatibilidad histolégica,
explorar nuevos portainjertos contra P. capsici, y explorar si el proceso de injertado y la
exposicion a P. capsici altera la sintesis de los compuestos bioactivos de los frutos, pues en
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ello radica la obtencidn de frutos comercializables y atractivos para la salud humana, ya que
de ello depende también el mejoramiento del comercio local, regional y nacional.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS

1. La sobrevivencia de los injertos se relaciona directamente con la compatibilidad
histologica.

2. La sobrevivencia de los injertos después de la inoculacion con el patdogeno depende
de la resistencia que le confiere el portainjerto.

3. El proceso de injertacion influye en la sintesis de compuestos bioactivos en los frutos
de chile.

4. La inoculacion de las plantas injertadas con el patdgeno altera el contenido de
compuestos bioactivos en sus frutos.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la histocompatibilidad y los compuestos bioactivos en el fruto de injertos entre
variedades comerciales de chile Pimiento y Serrano, sobre los portainjertos CM334 y Pasilla,
resistentes a Phytophthora capsici.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el porcentaje de sobrevivencia de los injertos, y analizar a nivel de microscopia
su compatibilidad histolégica.

2. Evaluar la incidencia, severidad, y sobrevivencia de los injertos en presencia de
Phytophthora capsici.

3. Examinar los compuestos bioactivos en frutos con madurez comercial, obtenidos de
plantas sobrevivientes al injerto y a la inoculacion con P. capsici.
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DISENO EXPERIMENTAL

El experimento completo incluyd tres factores con diferentes niveles por factor: (1)
Cultivares (Serrano Coloso, Pimiento CW, Pasilla 18M, y CM334); (2) Tratamientos de
injerto (injertos intervarietales, autoinjertos, plantas sin injertar); y (3) exposicion a P. capsici
(inoculada, sin inocular). Los tres factores y sus niveles (4 cultivares x 3 tratamientos de
injerto x 2 niveles de inoculacidon) generaron un total de 24 tratamientos combinados (4 x 3
x 2 =24), de los cuales 12 combinaciones varietales fueron inoculadas y 12 combinaciones
varietales se dejaron sin inocular.

Cada unidad experimental estuvo conformada por 15 plantas. Dos repeticiones de las 12
combinaciones varietales fueron inoculadas, y dos repeticiones se dejaron sin inocular
(Cuadro 4). En cada grupo se registré la sobrevivencia al injerto y los compuestos bioactivos
en el fruto, la severidad e incidencia por P. capsici fue evaluada en las combinaciones
varietales inoculadas.

Cuadro 4. Organizacion de las repeticiones de las combinaciones varietales por grupo

L, No. De No.. fie No. de
; Combinacion repeticiones e
Tratamiento . plantas por « repeticiones
varietal L o no ol i
repeticion . » ‘“inoculadas
inoculadas

Serrano-Pasilla 15 2

Injerto Serrano-CM334 15 2 2

intervarietal Pimiento-Pasilla 15 2 2

Pimiento-CM334 15 2 2

Serrano-Serrano 15 2 2

W Pimiento-Pimiento 15 2 2

. Pasilla-Pasilla 15 2 2

CM334-CM334 15 2 2

Serrano 15 2 2

o 15 2 2

Sin-Injertar Pimiento
Pasilla 15 2 2
CM334 15 2 2

A continuacion, se muestra un diagrama del proceso de la investigacion.
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DDS: dias después de la siembra
Produccion de plantula DDI: dias después del injerto
DDPec: dias después de la inoculacion de P. capsici

PROCESO DE LA
INVESTIGACION

izl PORTAINJERTO Tratamiento -

i Pasilla de semillas — bt

Pimiento CM334 germinacion

42 DDS 10 DDS

Meétodo por INJERTACION Trasplante Extension de

empalme a charola charolas en el

forestal invernadero

AC(tmitlf?lri Combinaciones: (?OI.IU:OI . 2
1 Serrlelufo / Sjeerr;no Serrano/Pasilla Sl;: EOEle
o o Serrano/CM334 SRS
Pimiento/Pimiento ‘en‘a = : Pimiento INOCULADAS
« . ) Pimiento/Pasilla

SIN Pasilla/Pasilla Pasilla

Pimiento/CM334

INOCULAR CM334/CM334 CM334

Compatibilidad
histologica

Respuesta a P. capsici

Capsaicina, Fenoles, Ac. Ascorbico l

Inicio de aclimatacion: 14 DDI
Término de aclimatacion: 19 DDI
Evaluacion de sobrevivencia al injerto

Temperatura: 27°C
Humedad relativa: 70-90%

Toma de 46 DDS

muestra de tallo Analisis de compuestos bioactivos
Evaluacion de
Muestreo de frutos por la Severidad e

cada combinacion en

Evaluacion: maduraciéon comercial incidencia
1. Diametro largo y ancho (verde)
2. Dimensiones del cortex
58 DDI 84 DDPc

3. Dimensiones del tejido )
vascular. FRUCTIFICACION [ES—— 1 Sobrevivencia
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CAPITULO II: Sobrevivencia al Injerto y Compatibilidad
Histologica
INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum L.) es uno los cultivos mas importantes a nivel mundial; es la
especia mas cultivada y popular (Duan et al., 2017; Kraft et al., 2014). La domesticacion y
diversificacion del chile esta bien documentada en México (Aguilar-Rincon et al., 2010). La
canasta basica de alimentos de los mexicanos incluye el chile, el cual se consume como
hortaliza, colorante alimentario, y como medicamento debido a sus compuestos bioactivos
(Barchenger et al., 2018; Palma-Martinez et al., 2017). Por lo tanto, el chile es un cultivo de
alto valor que contribuye a los beneficios econdmicos para los productores (Barchenger et al.,
2018).

Capsicum spp. presenta susceptibilidad a enfermedades causadas por patogenos del suelo
como Phytophthora capsici, Verticillium dahliae y Meloidogyne spp. (Ergun & Aktas, 2018).
P. capsici causa la pudricion de raiz, asi como el tizon del tallo, hoja, y fruto. La pudricion
de raiz por Phytophthora se asocia con el oscurecimiento de la raiz y pequefias lesiones de la
raiz que pueden expandirse rapidamente a los tejidos circundantes (Barchenger et al., 2018),
esto provoca muerte prematura de la planta por marchitamiento, asociandosele con la
obstruccion de los haces vasculares (Sanogo et al., 2022) y limitando la produccion de
cultivos. Por esta razon, P. capsici es considerado el patdgeno mas devastador en el mundo
para la produccion de chile, causando pérdidas del 10 al 100% (Sanchez-Chavez et al., 2015)
y millones de ddlares en pérdidas anuales (Bosland, 2008; Richins et al., 2010). Las practicas
actuales de manejo del oomiceto son muy dafiinas y no son efectivas, ya que provocan
fitotoxicidad, contaminacion, resistencia, y son costosos (Barchenger et al., 2018; Hausbeck
& Lamour, 2004).

La técnica del injerto es muy utilizada en cultivos de Cucurbitaceas y Solanéceas (King et al.,
2010; Lee et al., 2010; Navarrete-Mapen et al., 2020; Osuna-Avila et al., 2012). El injerto se
utiliza para aumentar la produccion, y proporcionar resistencia al estrés abiotico del suelo,
como el calor y las heladas, salinidad, sequia, encharcamiento, metales pesados y los
contaminantes organicos (Jang et al., 2012; King et al., 2010). Se ha evidenciado la eficiencia
del injerto contra patdgenos del suelo y nematodos (Fallik & Ilic, 2014; Lopez-Marin et al.,
2013). Los cultivares comerciales injertados aprovechan la resistencia que les confiere el
portainjerto (Navarrete-Mapen et al., 2020). La eleccion acertada y oportuna de portainjertos
proporcionan excelentes niveles de tolerancia a enfermedades devastadoras causadas por
hongos, oomicetos y bacterias como Didymella bryoniae, Fusarium, Monosporascus
cannonballus, Verticillium, Phytophthora, Pseudomonas y nematodos (Lee et al., 2010).

Sin embargo, el género Capsicum se ha caracterizado por ser poco explorado en esta técnica
debido a que muestra una compatibilidad débil o nula con algunos portainjertos que se ha
trabajado (de Miguel et al., 2007). Acorde con algunas investigaciones, se reporta que es
compatible s6lo con otros Capsicum (de Miguel et al., 2007; Kawaguchi et al., 2008); no
obstante, también existen evidencias de compatibilidad intergenérica con otros miembros de
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la misma familia (Ives et al., 2012). La compatibilidad del injerto es un rasgo esencial en los
programas de mejoramiento de portainjertos (Pina et al., 2012). La deteccion temprana y
precisa de la compatibilidad del injerto es un requisito previo para su éxito (Babar et al.,
2023; Tamilselvi & Pugalendhi, 2017), que se puede llevar a cabo con un anélisis de la
organizacion celular para detectar eventos estructurales tempranos en la union del injerto, ya
que constituye un método factible y conveniente para el diagnostico temprano de la
compatibilidad (Zarrouk et al., 2010).

Se requieren nuevos portainjertos resistentes para reducir las enfermedades de pudricion de
raiz (Abebe et al., 2016). Las variedades o razas locales son buenas fuentes potenciales de
resistencia contra P. capsici (Palma-Martinez et al., 2017), pero la compatibilidad de injertos
y el nivel de proteccion de nuevos portainjertos deben probarse con diferentes cultivares
comerciales.

El objetivo del presente capitulo fue determinar el porcentaje de sobrevivencia de los
injertos, y analizar a nivel de microscopia su compatibilidad histologica.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en la Universidad Auténoma de Aguascalientes en el Centro de
Ciencias Agropecuarias y en el Centro de Ciencias Bésicas.

Variedades y Portainjertos

Se utilizaron cuatro cultivares de chile (C. annuum): Serrano Coloso y Pimiento California
Wonder (CW) como variedades de alto valor comercial pero susceptibles a P. capsici; 'y dos
portainjertos resistentes a P. capsici: Pasilla 18M y CM334 como control resistente.

A B

Figura 9.  A: Pimiento var. California Wonder; B: Serrano var. Coloso; C: Pasilla var. 18M; D:
CM334
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Produccion de plantulas

Se trataron 500 semillas por cultivar con fungicida (Quintozeno + Thiram; 1,2 g/100 mL de
agua destilada). La siembra se realiz6 el 26 de enero de 2021 en las instalaciones del Comité
Estatal Sistema Producto Chile de Aguascalientes (CEPROCH) en Rincén de Romos, Ags.,
México. Las semillas de las variedades y portainjertos se sembraron en charolas previamente
desinfectadas de poliestireno de 338 cavidades con peat moss (Kekkila®). Después de la
siembra, las charolas se cubrieron con vermiculita, se regaron, emplayaron, e incubaron
durante 10 dias en una cdmara de germinacion a 20-22°C y 70% de humedad relativa (HR).
Cuando se observaron las primeras emergencias, las charolas se extendieron sobre mesas en
el invernadero. A los 42 dias después de la siembra (DDS) se trasplantaron 240 plantulas por
cultivar en charolas forestales de 60 cavidades con peat moss. Las plantulas recibieron el
programa de nutricion para plantulas de chile, preestablecido por CEPROCH (0.5g/L de NPK
12-43-12, tercera semana 1g/L de NPK 12-43-12 + 0.5 g/L de NPK 19- 19-19, de la cuarta a
la séptima semana 2 g de NPK 19-19-19). A los 45 DDS las plantulas se trasladaron a un
invernadero del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes en Jesis Maria, Ags.

Al B.1 C.1 D.1

A.2
B.2 C.Z D.2

Figura 10. Variedades y portainjertos a los 42 DDS (dias después de la siembra)
(A.1) y (A.2): Pimiento. (B.1) y (B.2): Serrano. (C.1) y (C.2): Pasilla. (D.1) y (D.2): CM334
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Proceso de injertacion

El proceso de injertacion se realizd a los 46 DDS y se us6 el método de empalme. Durante el
proceso, fue atomizada agua sobre las plantulas para mantenerlas turgentes. El tallo del
portainjerto se cortd en bisel aproximadamente a 45° por encima de los cotiledones; Se
coloco un clip de silicona en la punta del tallo cortado. La parte aérea de la variedad comercial
se cortd en bisel con el mismo angulo y didmetro que el tallo del portainjerto; la variedad se
inserto en el clip colocado en el portainjerto, de modo que las dos areas cortadas se pusieron
en contacto estrecho. Los cotiledones fueron retirados cuando se observd abundante
formacion de callos en el area de union del injerto.

Figura 11. Proceso de injertacion

Injertos intervarietales y controles

Se hicieron cuatro combinaciones de injertos intervarietales: Pimiento-Pasilla, Pimiento-
CM334, Serrano-Pasilla, y Serrano-CM334. Se incluyeron como controles autoinjertos de
cada cultivar (Pimiento-Pimiento, Serrano-Serrano, Pasilla-Pasilla, y CM334-CM334), asi
como plantas sin injertar de cada cultivar. Se generaron un total de 12 tratamientos
bifactoriales: 4 combinaciones de injertos intervarietales + 4 autoinjertos + 4 cultivares sin
injertar. Cada uno de los tratamientos estuvo representado por 60 plantas, organizadas en
cuatro unidades experimentales (cuatro repeticiones) de 15 plantas cada una (Cuadro 5).
Todas las plantas injertadas y sus controles fueron trasladadas y mantenidas en un tunel de
curacion con temperaturas entre 22 y 28°C, HR entre 70 y 90%, sin luz solar directa. La
méxima intensidad luminica registrada en los tineles (136 pmol m™s™") fue entre las 12:00 y
las 13:00 horas (h). Todas las plantas permanecieron en los tineles durante 14 dias (d) con
un programa de humidificacion de 2 a 4 h continuas cada 1 a 2 h, dando un total de 12 a 15
h de humidificacion por dia, hasta el inicio de la aclimatacién a los 14 dias después injerto
(DDI).
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Cuadro 5. Organizacion de los tratamientos

Tratamientos Combinaciones varietales

Sin injertar Serrano
Pimiento
Pasilla
CM334
Autoinjerto Serrano-Serrano
Pimiento-Pimiento
Pasilla -Pasilla
CM334-CM334
Injertos Serrano-Pasilla
intervarietales Serrano-CM334
Pimiento-Pasilla
Pimiento-CM334

i Cada repeticion (unidad experimental) estuvo representada por 15
plantas (un total de 60 plantas por tratamiento).

N N N N N N N N N N N

o

Aclimatacion y mantenimiento de injertos intervarietales y controles

La aclimatacion comenzo el 14 DDI y consistidé en destapar paulatinamente los tuneles de
curacion para ventilar las plantas injertadas y controles, simultineamente se comenzaron a
bajar las horas de humidificacion diaria, hasta que las plantas quedaron completamente
destapadas e independientes del tunel de curacidn. Este proceso durd 5 d (14 a 19 DDI). A
partir de los 20 DDI, todas las plantas se mantuvieron completamente descubiertas en
invernadero con temperaturas entre 13 y 32°C, y radiacion solar de 230 umol m™s™!. Una vez
por semana se aplico una solucion nutritiva a base de 1 g/ de NPK (18-18-18), y 0,5 g/L de
microelementos (Fe 6,25%, Zn 2,00%, Mn 2,00%, B 0,40%, Cu 0,15%, y Mo 0,05%).

Evaluacion de la sobrevivencia al injerto

La sobrevivencia de los injertos se registrd a los 14, 21, 28, 35, 42, y 58 DDI contando las
plantas sobrevivientes (plantas injertadas, autoinjertadas y no injertadas). Los registros se
organizaron en una base de datos y se calcul6 y analizo6 la evolucion de los porcentajes de
sobrevivencia por tratamiento del injerto.

Toma y fijacion de muestras de tallo

La toma de las muestras de tallo se hizo en los cuatro cultivares (Pimiento, Serrano, CM334,
y Pasilla) a los 46 DDS antes del proceso de injertacion, y a los 21 DDI en los injertos
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intervarietales (Pimiento-CM334, Pimiento-Pasilla, Serrano-CM334, y Serrano-Pasilla).
Fueron tomadas 3 muestras por cada tratamiento. El tamafio de la muestra fue de aprox. 8
mm; en las muestras injertadas se hizo un corte recto u horizontal en la parte basal de la
muestra del portainjerto, y de la parte superior dentro de la zona de la variedad se cortd en

bisel o diagonal, con el fin de distinguir la variedad y el portainjerto en la muestra tomada
(Figura 12)

L A+B

Figura 12. Muestra de tallo injertado con cortes en los extremos para distinguir portainjerto de la
variedad.
A= variedad (corte diagonal), B= portainjerto (corte horizontal), A+B= tallo injertado

Las muestras de tallo fueron depositadas de manera individual en tubos eppendorf de 1.5 mL
con solucién F.A.A (Alcohol etilico de 70%, Acido acético, y Formaldehido 40%) para su
fijacion durante minimo 48 h.

Deshidratacion, aclaramiento e infiltracion

El proceso de deshidratacion, aclaramiento, e infiltracion de cada una de las muestras incluy6
17 estaciones; cada muestra fue procesada en el Histoquinet con diferentes concentraciones

de alcohol y xilol, hasta llegar a la infiltracion en parafina. Los 17 pasos y tiempos se enlistan
a continuacion:

1. Aguadestilada......................... 1 hora
2. 20% EtOH..............oooi 2 horas
3. 30%EtOH.......coovvviieiei, 2 horas
4., 50%EtOH...............cooi 2 horas
5. T0%EtOH..........oviiiiiii 2 horas
6. 90%EtOH............cocoiiii, 2 horas
7. 95% EtOH........coiviiiiiii . 2 horas
8. 100%EtOH..............cooiiina. 8 hrs (toda la noche)
9. 100%EtOH............ccoviiiiiiiin, 2 horas
10. 2:1 EtOH 100%: Xilol................ 2 horas
11. 1:2 EtOH 100%: Xilol................. 2 horas

56



12. XAlol oo 2 horas

13, Xilol. oo 2 horas
14. 2:1 Xilol: Aceite de parafina......... 3 horas
15. 1:2 Xilol: Aceite de parafina......... 3 horas
16. Parafina primer cambio............... 6 horas
17. Parafina segundo cambio............. 6 horas

Debido a la dureza de las muestras de injertos intervarietales, estas fueron infiltradas en
parafina con una bomba para infiltracion al vacio por 4 horas cada muestra. La parafina
empleada para la infiltracion tiene un punto de fusion de 54-65°C.

Inclusion en parafina y cortes en microtomo

Las muestras fueron incluidas en parafina con ayuda de placas y escuadras de aluminio
formando un cuadro en el que se verti6 parafina y al fondo se coloco la muestra. Las muestras
de tallo sin injertar fueron colocadas en posicion vertical dentro del cubo de parafina; las
muestras de tallo injertadas se colocaron en posicion horizontal “acostadas” acomodando la
herida del corte hacia la cara mas proxima a la navaja del microtomo. Posteriormente, todas
las muestras incluidas se dejaron solidificar.

Los cortes histologicos se hicieron en microtomo de rotacion tipo Minot. Se ajustd el
micrétomo a 10 pum, se coloco en el cabezal el cubo de parafina con la muestra incluida, y se
procedié a hacer los listones de corte, se rescataron con un pincel y se colocaron en un
portaobjetos, se agregd un par de gotas de alcohol al 50% para la extension de la muestra, se
pasaron los listones a un bano Maria, y al extenderse las muestras se colocaron en el
portaobjetos. Los portaobjetos con las muestras se colocaron en la incubadora a 60°C por 24
h para la adhesion de los tejidos al portaobjetos.

Desparafinacion, hidratacion, tincion y montaje
El proceso se hizo en un tren de tincion de 16 estaciones en vaso Coplin de vidrio. La técnica
de tincion aplicada fue Safranina-Azul de Alcian (Safranina 120 mL: 4 g de Safranina, 62

mL de Etanol al 95% 58 mL de agua destilada. Azul de Alcian 100 mL: 1 g Azul Alcian, 3
mL de acido acético glacial, 97 mL de agua destilada).

El proceso fue el siguiente:

L.Xilol.oooooiii 5 min

2. Xilol oo 5 min

3. Xilol: ETOH 100% (1:1) ... 3 min

4. ETOH 100%....cccccvvevevreannnen. 3 min

5.ETOH 96%.....ccccvevvuenuinnnnne. 3 min

6. ETOH 70%........ccovvvnn.n. 2 min

7. Safranina O..................... corte longitudinal 1 h. Corte transversal 1.5 h
8. Aguadestilada ................. 20 seg.

9. Agua destilada................ 20 seg.

10. Agua destilada ............... 20 seg.
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11. Azul de Alcian............... corte longitudinal 15 seg. corte transversal 7 seg.
12.Agua destilada............... 1 min

13. EtOH 96% ........ccceett hasta diferenciar, aprox. de 15 a 30 seg.
14. ETOH 100%.................. 1 min
I15. Xilol...oooeiiiii 2 min
16. Xilol......c.ooviiiiiiinn. 2 min

Finalmente se aplico resina Entelan sobre el cubreobjetos y se coloco sobre el portaobjetos
con la muestra tefiida. Una vez montadas las laminillas, se dejaron secar por dos dias, se
limpiaron y analizaron al microscopio.

Analisis microscopico

Las muestras fueron observadas y analizadas bajo un microscopio 6ptico de campo claro
Leica DM750 con camara Leica ICC50 W. Las laminillas de cada muestra fueron observadas
a4x, 10x, y 40x. Se obtuvieron capturas fotograficas a 4x y 10x para el analisis morfométrico
con el software ImagelJ.

En las muestras de tallo sin injertar (corte transversal) se analizaron y midieron las siguientes
variables:

v' Diametro del tallo (largo y ancho)

v' Dimensiones del cortex

v Dimensiones del tejido vascular

Los cortes longitudinales de los injertos intervarietales fueron observados al microscopio
para observar la union del tejido vascular y la proliferacion de callo.

Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron con el software Statistica StatSoft 8.0. Los porcentajes de
sobrevivencia de injertos intervarietales, autoinjertos, y plantas no injertadas, se analizaron
mediante andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey al 0.05 de significancia.

Para determinar si existe relacion entre sobrevivencia al injerto y compatibilidad histologica,
se calcularon las diferencias entre variedades y portainjertos a partir de los registros
histoldégicos: diametro de tallo (largo y ancho), dimensiones del cortex, y dimensiones del
tejido vascular. Con los datos obtenidos se analizd la correlacion de Pearson entre las
diferencias de las wvariables histologicas variedad-portainjerto y el porcentaje de
sobrevivencia de los injertos intervarietales a los 58 DDI.
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RESULTADOS

Sobrevivencia al injerto

Los resultados del ANOVA factorial de sobrevivencia al injerto de las 12 combinaciones
varietales a 14, 21, 28, 35, 42 y 58 DDI se presentan en el Cuadro 6. E1l ANOVA factorial
mostré diferencias altamente significativas (p<0.01) para los efectos simples de combinacion
varietal y DDI, pero la interaccion entre combinacion varietal y DDI result6 no significativa
(p=0.9806). La ausencia de interaccion indica que la evolucion de la sobrevivencia a
diferentes DDI fue similar en las 12 combinaciones varietales. En general, la sobrevivencia
de los injertos intervarietales se mantuvo por encima del 90% hasta los 58 DDI, superando
la supervivencia de las plantas autoinjertadas (Cuadro 8).

Cuadro 6. Analisis de varianza de la sobrevivencia al injerto de las 12 combinaciones
varietales y los dias después del injerto (DDI)

Fuentes de variacion gl SC CM Fe p
Combinacion varietal 11 9628 875 13.69 <0.01
DDI 5 3247 649 10.16 <0.01
f;r’?el; D! 55 2189 40 0.62 0.980663
Error 216 13814 64
Total 287 28879

La sobrevivencia de las 12 combinaciones varietales a los 58 DDI se resume en el Cuadro
8. Aun cuando el ANOVA del Cuadro 7 mostr6 diferencias significativas (p = 0.011705)
entre combinaciones varietales, la prueba de Tukey a 58 DDI indica que, con excepcion del
autoinjerto Serrano-Serrano (75% de sobrevivencia), en realidad no hubo diferencias
significativas en 11 de las 12 combinaciones varietales, cuya sobrevivencia fluctué entre 80%
en el autoinjerto Pimiento-Pimiento y 100 % en las variedades sin injertar Pimiento y Pasilla
(Cuadro 8).

Cuadro 7. Analisis de varianza de sobrevivencia de las 12
combinaciones varietales a 58 DDI

Fuente de variacion ‘ gl SC CM Fc p
Combinacion varietal 11 2605.8 2369 2.715 0.011705
Error 36 3141.5 87.3
Total 47 5747.3
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Cuadro 8. Sobrevivencia al injerto de las 12 combinaciones varietales a los 58 DDI

Tratamientos Combinaciones varietales ni SObr(e(;j ;If ncia Min Max
Sin injertar Serrano 4 93.00 + 4.73ab it 80 100
Pimiento 4 100.00+0a 100 100
Pasilla 4 100.00+0 a 100 100
CM334 4 9825+ 1.75a 93 100
Autoinjerto Serrano-Serrano 4 74.50+8.76 b 60 100
Pimiento-Pimiento 4 79.75 £ 6.77ab 62 93
Pasilla -Pasilla 4 90.75 + 3.61ab 85 100
CM334-CM334 4 88.75 £ 4.97ab 77 100
Injertos Serrano-Pasilla 4 89.25+1.93 ab 85 93
intervarietales Serrano-CM334 4 89.00+734ab 69 100
4

Pimiento-Pasilla 94.25+1.93 ab 92 100
Pimiento-CM334 4 87.00 +3.83 ab 77 93

I Numero de repeticiones (15 plantas por repeticion, es decir, 60 plantas por combinacion varietal).
ii_Sobrevivencia media =+ error estandar.

ii Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes segiin la prueba de Tukey (o=
0.05).

La prueba de Tukey del cuadro 8, muestra que las diferencias radican en la sobrevivencia de
las combinaciones varietales Serrano-Serrano (74.5% b), Pimiento (100 % a), Pasilla (100%
a), y CM334 (98.25% a); cabe mencionar que las diferencias antes sefialadas pertenecen al
grupo de menor sobrevivencia (Serrano-Serrano), y a los grupos de mayor sobrevivencia
(Pimiento, Pasilla, y CM334), que corresponden a plantas sin injertar. No obstante, las
diferencias significativas son relativamente minimas, ya que la sobrevivencia de las
combinaciones varietales oscilo entre 74.5% y el 100%.

Los injertos intervarietales alcanzaron tasas de sobrevivencia a los 58 DDI cercanas al 90%
(del 87% en Pimiento-CM334 al 94% en Pimiento-Pasilla 18M) (Cuadro 8). El ANOVA
parcial de injertos intervarietales (Cuadro 9) no detecto diferencias significativas (p=0.6883)
para este subgrupo, lo que indica una eficiencia similar en la compatibilidad entre de los
portainjertos Pasilla 18M y CM334 con las variedades comerciales susceptibles Serrano
Coloso y Pimiento CW.

Cuadro 9. Analisis de varianza de sobrevivencia a 58 DDI de los
cuatro injertos inter-varietales (Pimiento-Pasilla, Pimiento
CM334, Serrano-Pasilla, Serrano-CM334)

Fuente de variacion gl SC CM Fe p
Injertos intervarietales 3 1143  38.1 0.501 0.688388
Error 12 911.5 76.0
Total 15 1025.8
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Los resultados globales muestran que no existe diferencia significativa en la sobrevivencia
de los injertos a los 58 DDI, es decir que estadisticamente son iguales y por lo tanto, los
portainjertos Pasilla y CM334 son igualmente compatibles con las variedades comerciales de
Pimiento y Serrano.

Los cuadros de las evaluaciones a los 14, 21, 28, 35 y 42 DDI, se encuentran en el Anexo
II.

A continuacidn, en las Figuras 13-19 se muestra la evolucion de una de las cuatro repeticiones
en cada uno de los tratamientos de injerto: Injerto intervarietal (charola 10), autoinjerto
(charola 11), y planta sin injertar (charola 12).

O O O

Figura 13. Plantas sobrevivientes a los 21 DDI

A B

Figura 14. Area de union del injerto a los 21 DDI
(A) Injertos intervarietales; (B) Toma de muestra en area de union del injerto
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Figura 15. Plantas sobrevivientes a los 28 DDI

O O

Figura 16. Plantas sobrevivientes a los 35 DDI

O O

Figura 17. Plantas sobrevivientes a los 42 DDI

62



O O O

Figura 18. Plantas sobrevivientes a los 58 DDI (edad para inoculacion de P. capsici)

Figura 19. Area de unién a los 58 DDI

Analisis Histologico
Diferencias varietales

Se hicieron analisis morfométricos de los cuatro cultivares, en las que se incluyeron las
variedades comerciales Serrano Coloso y Pimiento CW, y de los portainjertos Pasilla 18M y
CM334. Las mediciones se hicieron en las muestras de tallo sin injertar tomadas a la altura
del corte donde seria el area de unién del injerto antes de ser injertadas a los 46 DDS. Las
variables que se midieron de los tallos en cada uno de los cultivares fueron (1) didmetro basal
largo, (2) diametro basal ancho, (3) espesor del cortex, y (4) espesor del tejido vascular
(xilema y floema).

A continuacion, se muestran de las figuras 20-23 las fotografias de las muestras de tallo del
area donde fueron unidas las variedades y los portainjertos a los 46 DDS antes del proceso
de injertacion.
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Figura 20. Corte transversal de tallo de la variedad comercial Pimiento CW.

Figura 21. Corte transversal de tallo de la variedad comercial Serrano Coloso.
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Figura 22. Corte transversal de tallo del portainjerto Pasilla 18M.

Figura 23. Corte transversal de tallo del portainjerto CM334.
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Los resultados del analisis morfométrico de las variables histologicas de cada uno de los
cultivares se muestran en las tablas 11 a 13. En la Figura 24, se muestran las fotografias a
10x de los cuatro cultivares (Espesor de cortex y tejido vascular).

Figura 24. Cortes transversales a los 46 DDS de las variedades comerciales.
I. Pimiento, y II. Serrano; y de los portainjertos: III. Pasilla, y IV. CM334. (E) Epidermis, (TV) Tejido
vascular, (C) cortex, (M) Médula.

El anélisis de varianza de las mediciones de las cuatro variables histologicas de cada cultivar
se muestra en el Cuadro 10, donde se determind que existen diferencias altamente
significativas en las medidas de los didmetros basal largo y ancho, y en el cortex de los cuatro
cultivares (Pimiento, Serrano, Pasilla y CM334); asi también, se obtuvo una diferencia
significativa en el espesor del tejido vascular de los cuatro cultivares.
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Cuadro 10. Andlisis de varianza de las variables histoldgicas de los cuatro cultivares (Pimiento,
Serrano, Pasilla, CM334)

Variable SC gl CM Fc p Significancia
Didmetro basal-largo (um) 2406477 3 8021591 14.92725 0.001217 ok
Diametro basal-ancho (pm) 38709.3 3 12903.09  11.16985  0.003122 %
cortex Promedio a-b-c (um) 9876.5 3 3292.16  22.85083  0.000281 *%
Tejido vascular-promedio a-b-c (um)  719.1 3 239.70 5.34614 0.025842 *

*Diferencias significativas. ** Diferencias altamente significativas

En el Cuadro 11 se muestra que segun la prueba de Tukey el didmetro basal-largo de la
variedad Serrano (834.01 b), estadisticamente es igual a la de los portainjertos Pasilla (900.38
b) y CM334 (957.48 b). El diametro de la variedad Pimiento (1208.37 a) resulté ser el de mayores
dimensiones, mostrando desigualdad con las dimensiones de los dos portainjertos.

Cuadro 11. Diametro basal-largo de las variedades comerciales y de los

portainjertos
Diametro basal-largo (um)
@Media Error
OCultivar N Diametro basal- rro Minimo Maiximo
estandar
largo (um)

Pimiento¥ 3 1208.37 a 32.29 1145.68 1253.17
Serrano’ 3 834.01b 32.71 790.49 898.07
Pasilla? 3 900.38 b 67.49 826.38 1035.14
CM334r 3 957.48 b 22.29 913.73 986.77

(M (v) variedades comerciales. (p) portainjertos
@ Medias con la misma letra son estadisticamente iguales segun la prueba de Tukey (o= 0.05)

En la prueba de Tukey del Cuadro 12, se muestra que el diametro basal-ancho de la variedad
Serrano (717.83 be) tiene similitud a los portainjertos Pasilla (681.49 ¢) y CM334 (778.94 ab),
por su parte la variedad Pimiento (829.71 a) solo tuvo aproximacion con el portainjerto
CM334, ya que el didmetro ancho del Pimiento tuvo mayores dimensiones.

De manera que se observo que la variedad con mayor didmetro fue el Pimiento.
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Cuadro 12. Didmetro basal-ancho de las variedades comerciales y de los portainjertos

Diametro basal-ancho (um)
OCultivar | N |  Media Didmetro Error Minimo Miiximo
basal-ancho (um) estandar
Pimiento¥ | 3 829.71 a 21.10 807.41 871.88
Serrano” 3 717.83 be 7.06 703.90 726.75
Pasilla? 3 681.49 ¢ 9.20 665.92 697.76
CM334r | 3 778.94 ab 31.00 744.65 840.81

(D (v) variedades comerciales. (p) portainjertos

2 Medias con la misma letra son estadisticamente iguales segun la prueba de Tukey (o= 0.05)

Asi también, la prueba de Tukey de las dimensiones del espesor del cortex mostradas en el
Cuadro 13, determind que el cortex de la variedad Serrano (138.82 ¢) estadisticamente
comparte algo de similitud con el cortex del portainjerto Pasilla (155.92 be) y difiriendo del
portainjerto CM334 (177.81 b). Por su parte, el cortex de Pimiento (215.58 a) obtuvo las
dimensiones mas grandes diferenciandose de ambos portainjertos.

Cuadro 13. Espesor del cortex de las variedades comerciales y de los portainjertos

Espesor cortex (um)
@Espesor cortex Error
OCultivar | N | Promedio a-b-¢ estandar Minimo Maximo
(um)

Pimiento¥ | 3 215.58 a 9.18 204.21 233.75
Serrano’ 3 138.82 ¢ 943 125.80 157.14
Pasilla? 3 155.92 be 4.03 147.85 160.06
CM334p 3 177.81b 1.63 174.76 180.33

M) (v) variedades comerciales. (p) portainjertos

) Medias con la misma letra son estadisticamente iguales segun la prueba de Tukey (o= 0.05)

Por otra parte, la prueba de Tukey del Cuadro 14 muestra que el espesor del tejido vascular
de la variedad Serrano (81.06 ab) y de la variedad Pimiento (80.69 ab) son similares a las de
los portainjertos CM334 (92.50 a) y Pasilla (70.63 b). También se determind que el tejido
vascular de los dos portainjertos difiere en sus dimensiones, siendo el tejido vascular del
CM334 mayor al de Pasilla.
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Cuadro 14. Espesor del tejido vascular de las variedades comerciales y de los

portainjertos
Espesor Tejido vascular (um)
@Espesor Tejido Error
OCultivar | N | vascular-promedio , Minimo Maiximo
estandar
a-b-c (um)

Pimiento¥ | 3 80.69 ab 4.62 71.46 85.68
Serrano¥ | 3 81.06 ab 1.40 78.68 83.54
Pasilla? 3 70.63 b 5.81 64.32 82.24
CM334> | 3 92.50 a 1.64 89.25 94.47

M (v) variedades comerciales. (p) portainjertos
@ Medias con la misma letra son estadisticamente iguales segun la prueba de Tukey (o= 0.05)

Correlacion de las diferencias morfométricas vs Porcentaje de sobrevivencia

Las morfometrias fueron utilizadas para obtener las diferencias dimensionales histoldgicas
entre Variedad-Portainjerto, con el fin de obtener una correlacion de las diferencias obtenidas
por cada variable con la sobrevivencia a los 58 DDI, para determinar la influencia que tienen
las dimensiones de los tejidos mas importantes involucrados en la compatibilidad histologica
con la sobrevivencia del injerto.

Las diferencias obtenidas de las variedades-portainjertos de cada una de las variables se
muestran en el Cuadro 15. Se obtuvieron algunas diferencias negativas, lo que quiere decir,
que las dimensiones de la variable histologica de la variedad fueron mas grandes que las del
portainjerto, sin embargo, estas diferencias no fueron causa de mortalidad de los injertos
intervarietales, ya que se obtuvieron sobrevivencias mayores del 87%.

Cuadro 15. Diferencias morfométricas de los miembros de los injertos intervarietales (Variedad-Portainjerto)

X Y
Inierto Diferencia de Diferencia de Diferencia Diferencia de %
Variedad Portainjerto in ter{f arietal diametros- diametros-  de espesor espesor de Sobrevivencia
largo ancho de cortex Tejido vascular 58 DDI

Pimiento Pasilla Pimiento-Pasilla 307.99 148.21 59.66 10.05 94.25
Pimiento CM334 Pimiento-CM334 250.89 50.77 37.76 -11.82 87.00
Serrano Pasilla Serrano-Pasilla -66.37 36.34 -17.09 10.42 89.25
Serrano CM334 Serrano-CM334 -123.47 -61.11 -38.99 -11.45 89.00
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La correlacion de las diferencias morfométricas de los injertos intervarietales con respecto a
los didmetros, cortex, y tejido vascular, se obtuvo la correlacion de cada una de las variables
histologicas estudiadas con el porcentaje de sobrevivencia a los 58 DDI, dichos resultados se

muestran en el Cuadro 16.

Cuadro 16. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) derivados del analisis de correlacion
entre porcentaje de sobrevivencia a los 58 DDI de los injertos intervarietales y las
diferencias morfométricas variedad-portainjerto

Diferencias variedad-portainjerto al dia del injerto (46 DDS)

Diferencia de

Diferencia de Diferencia de Diferencia espesor de
Variable dependiente largo de ancho de de espesor de I;‘e'i do
diametros diametros cortex 1
vascular
% Sobrevivencia a 58 DDI r=0.3833 r=0.6725 r=0.4624 r=0.6968
p=0.617 p=0.327 p=0.538 p=0.303

N=4 (Injertos inter-varietales: Pimiento-Pasilla, Pimiento-CM334, Serrano-Pasilla, Serrano-CM334).

Con respecto al estudio de correlacion de las cuatro variables analizadas contra el porcentaje
de sobrevivencia a los 58 DDI, se encontrdé que ningun valor de r es significativo, por lo
tanto, no existe correlacion. Es decir, las diferencias histologicas entre Variedad y
Portainjerto no tienen relacion con la sobrevivencia de los injertos intervarietales a los 58

DDIL

Sin embargo, los injertos intervarietales fueron histologicamente compatibles, ya que, a pesar
de no tener una perfecta simetria en los tejidos analizados, hubo un excelente ensamble y
reconocimiento Variedad-Portainjerto lo cual indica excelente adhesion de los tejidos,
formacion de callo, ensamble y formacion de nuevo tejido vascular, como se muestran en las

figuras 25-28.
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Figura 25. Corte longitudinal del injerto intervarietal Serrano-Pasilla a los 21 DDI.
(E) Epidermis, (TV) tejido vascular, (C) cortex, (M) médula, (UI) unién del injerto, (FC) Formacion de callo.

Figura 26. Corte longitudinal del injerto intervarietal Serrano-CM334 a los 21 DDI.
(E) Epidermis, (TV) tejido vascular, (C) cortex, (M) médula, (UI) unién del injerto, (FC) Formacion de callo.
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Figura 27. Corte longitudinal del injerto intervarietal Pimiento-Pasilla a los 21 DDI.
(E) Epidermis, (TV) tejido vascular, (C) cortex, (M) médula, (UI) Union del injerto, (FC) Formacion del callo.

Figura 28. Corte longitudinal del injerto intervarietal Pimiento-CM334 a los 21 DDI.
(E) Epidermis, (TV) tejido vascular, (C) cortex, (M) médula, (UI) Unién del injerto, (FC) Formacion de callo.

72



DISCUSION

Sobrevivencia al injerto

De acuerdo con los resultados obtenidos de sobrevivencia al injerto, CM334 y Pasilla 18M
son utiles como portainjertos de las variedades susceptibles Pimiento CW, y Serrano Coloso,
reconocidas por su importancia comercial (Aguirre-Herndndez & Muioz-Ocotero, 2015;
Duan et al., 2017) y por su alta susceptibilidad a P. capsici (Pintado-Lopez et al., 2017;
Sanchez-Chavez et al., 2015), esto se deduce debido a que el andlisis de varianza determin6
que la sobrevivencia de todas las combinaciones varietales comparadas con los controles
autoinjerto y plantas sin injertar respondieron de manera similar, pues los porcentajes de
sobrevivencia obtenidos a los 58 DDI de los injertos intervarietales oscil6 entre 87-94%, de
las plantas sin injertar fluctué entre 93-100%, mientras que los autoinjertos obtuvieron
porcentajes de sobrevivencia un poco mas bajos entre 74-90%; ademas, la prueba de Tukey
mostrd que no existen diferencias estadisticas entre los injertos intervarietales, por lo tanto
se concluye que ambos portainjertos son compatibles con Serrano y Pimiento. Los
porcentajes de sobrevivencia coinciden con lo obtenido por Kawaguchi et al., (2008) donde
los porcentajes de sobrevivencia que obtuvieron de injertos homogéneos Capsicum-
Capsicum con la variedad Long red Cayene fue del 88%; también Jang etal., (2012)
reportaron porcentaje de sobrevivencia superior al 80% en todas las plantas injertadas con
cinco portainjertos comerciales de C. annuum y nueve lineas mejoradas; asi también se
coincide con los resultados de Johkan et al., (2008) quienes obtuvieron la sobrevivencia de
homoinjertos de Pimiento con tejido joven de un 89%, sin embargo observaron que en
injertos con tejido en etapas maduras la sobrevivencia era del 44% debido a la pobre
diferenciacion y conexion vascular causada por la baja formacion de callo, no obstante sus
resultados mejoraron por la aplicacion foliar de acido ascorbico (AA) tanto en injertos con
tejidos jovenes y viejos, ya que el AA promueve la formacion de callo, de manera que la
sobrevivencia mejor6 a 100 y 89% respectivamente. Por nuestra parte, para alcanzar
porcentajes de sobrevivencia altos, no se recurrio a la aplicacion de AA ni a alglin otro
fitoquimico que beneficiara la conexion vascular, deduciendo que el ensamble exitoso entre
los tejidos involucrados en los injertos se debid a que fueron injertados en tejidos jovenes de
46 DDS, esto acorde a lo mencionado por Johkan et al., (2008). Asi también, el éxito del
injerto estd influenciado por la alta afinidad y compatibilidad entre las especies injertadas
(Acosta-Muiioz, 2005; Lee, 1994). Otros factores que potencializan el éxito del injerto son
un ambiente con abundante oxigeno, una temperatura de 25 a 27°C, humedad relativa de 80
a 100% (Acosta-Mufioz, 2005), y sin luz solar directa (de Miguel et al., 2007). Sin embargo,
las variaciones en los resultados de la sobrevivencia entre las diferentes investigaciones,
pudiera deberse al genotipo empleado, la técnica y tipo de injerto, y la habilidad del injertador
(Osuna-Avila et al., 2012).

El uso de CM334 como portainjertos ya ha sido probado e identificado con compatibilidad
en Jalapefio, Chilaca, y Cayene, con 90% de sobrevivencia con cada uno de ellos (Osuna-
Avila et al., 2012), y con Pimiento Triple Star (Leal-Fernandez et al., 2013), sin embargo no
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mencionan la sobrevivencia obtenida después del injerto, razon por la cual se deduce existe
conocimiento previo de compatibilidad entre ambas variedades.

Se cuentan con investigaciones de injertos con Capsicum con diferentes propdsitos, y en su
mayoria con la variedad Pimiento dulce o morron. Algunos de los propodsitos por los cuales
se han llevado a cabo los injertos en Capsicum son para determinar el efecto del injerto en
los compuestos bioactivos (Chavez-Mendoza etal., 2015), evaluar su rendimiento
agronomico (Ergun & Aktas, 2018), evaluar la influencia del injerto en la calidad y
caracteristicas de los frutos (Jang et al., 2013), evaluar el efecto del estrés térmico de injertos
sobre el crecimiento vegetativo (Lopez-Marin et al., 2013), evaluar la tolerancia de injertos
de Capsicums contra Begomovirus (Navarrete-Mapen et al., 2020), evaluar los efectos del
injerto en el genotipo de generaciones posteriores (Tsaballa et al., 2013), evaluar diferentes
genotipos de portainjertos bajo estrés salino (Abidalrazzaq et al., 2021), por mencionar
algunos ejemplos. Sin embargo, estas investigaciones no mencionan el porcentaje de
sobrevivencia al proceso de injertacion, y por lo tanto no se sabe hasta qué punto existe una
compatibilidad exitosa entre las plantas participantes, con ello limitan la seguridad de saber
que al injertar cierta variedad va a resistir el proceso.

Por otra parte, la eleccion de los portainjertos se basd en la utilidad o atributo que le pudieran
conferir a la variedad. El Serrano Criollo de Morelos 334 (CM334) presenta el mayor nivel
de resistencia conocido a P. capsici (Lamour et al., 2012; Reyes-Tena et al., 2021), y ha sido
reportado como portainjerto en anteriores investigaciones por su gran eficacia frente a P.
capsici (Garcia-Rodriguez et al., 2010; Leal-Fernandez et al., 2013; Osuna-Avilaet al., 2012;
Pintado-Lopez et al., 2017; Richins et al., 2010). Hasta el momento, el cutlivar Pasilla 18M
no ha sido probado como portainjerto. No obstante, la decision de usar esta variedad como
portainjerto en esta investigacion, fue debida a que en estudios preliminares con esta variedad
se observo cierta resistencia al patdgeno, y en el intento por otorgar este atributo a otras
variedades por medio de cruzas, se observo incompatibilidad genética, al menos con Serrano
y Pimiento. En este sentido, el uso de variedades resistentes a P. capsici como portainjertos,
es una alternativa eficaz que permite eludir la dificultad de incorporar genéticamente la
resistencia a las variedades susceptibles (Garcia-Rodriguez et al., 2010).

Aunado a esto, recientemente fue publicada la evidencia de que algunas variedades de Pasilla
presentan resistencia a P. capsici, afirmando que Pasilla pudiera ser usado en programas de
fitomejoramiento como fuentes de tolerancia genética y resistencia contra P. capsici (Reyes-
Tena et al., 2021), siendo esta presente investigacion, la pionera en investigar el uso de la
variedad Pasilla 18M como portainjerto para probar su compatibilidad con otros cultivares,
y que al mismo tiempo confiera resistencia frente al oomiceto.

Asi también, se desveld la eficacia entre ambos portainjertos probados en esta investigacion,
de manera que el resultado obtenido mostré que no existen diferencias significativas en el
porcentaje de sobrevivencia con CM334 y Pasilla 18M, por lo tanto, se concluye son
igualmente compatibles con Serrano Coloso y Pimiento CW.
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Compatibilidad histologica

Las razones para llevar a cabo un estudio de la compatibilidad histologica son para entender,
conocer, y prevenir resultados que lleven a pérdidas. Por ello, en este estudio se decidié hacer
un estudio histologico, para comprender y entender en qué se basa la compatibilidad en
tejidos intervarietales de Capsicum, debido a que son conocidos por su dificil compatibilidad
con otras especies.

Se sabe que la compatibilidad del injerto es la capacidad de dos plantas diferentes injertadas
juntas para producir una union exitosa y continuar desarrollandose en una planta compuesta
(Dogra etal., 2018), y en lo que respecta esta investigacion, los injertos intervarietales
cumplieron con las caracteristicas de ser injertos compatibles, a pesar de no haber encontrado
correlacion en sus diferencias morfométricas con el porcentaje de sobrevivencia, sin embargo
hubo otros factores que favorecieron el éxito del injerto. Se sabe que el éxito del injerto no
solo depende de los protocolos técnicos y fitosanitarios, sino también de los niveles de
compatibilidad entre el portainjerto y la variedad (Tamilselvi & Pugalendhi, 2017; Tedesco
etal.,, 2022) como histologicas, morfolégicas, bioquimicas, y genéticas. El estudio de
compatibilidad tiene una amplia gama debido a las diferentes interacciones variedad-
portainjerto que se producen durante el injerto (Pina et al., 2012).

La secuencia del desarrollo de union de un injerto compatible involucra el alineamiento de
cambiums vasculares, cicatrizacion de heridas, la formacion de puentes de callos, y
reparacion de heridas (Dogra et al., 2018). Este proceso incluye la adhesion entre los socios
injertados, proliferacion de células de callo en la union del injerto, el establecimiento de
nuevo tejido vascular y la formacion de un sistema vascular funcional a través del injerto
(Dogra et al., 2018; Pina et al., 2012; Tedesco et al., 2022); estas caracteristicas fueron
observadas en los cortes histologicos longitudinales de los injertos intervarietales.

Asi también, en este estudio fueron considerados los factores criticos para la compatibilidad
variedad-portainjerto que llevaron al éxito del injerto, como lo son el contacto directo del
cambium vascular del portainjerto y la variedad, el estado funcional adecuado del portainjerto
y la variedad, la prevencion del marchitamiento, el cuidado adecuado de las plantas
injertadas, y la habilidad y experiencia del injertador que son necesarios para garantizar el
éxito de la union del injerto (Dogra etal., 2018; Tamilselvi & Pugalendhi, 2017).
Adicionalmente, se cumplieron con los elementos ambientales fundamentales como la
temperatura y la humedad relativa para garantizar la union exitosa del injerto, debido a que
la humedad garantiza la formacion de callos (Dogra et al., 2018; Kleinhenz et al., 2013;
Tamilselvi & Pugalendhi, 2017). Por ese motivo, es importante proporcionar un entorno
propicio con una temperatura y una humedad relativa 6ptimas para mejorar la cicatrizacioén
de la union del injerto (Kleinhenz et al., 2013).

Cabe mencionar, que la eleccion del tipo de injerto es sumamente importante, ya que de ello
dependera también la calidad de union variedad-portainjerto, pues se busca que los cambiums
vasculares de los miembros del injerto estén en contacto; por ello, el mas adecuado en
solanédceas es el método por empalme elegido en esta investigacion, debido a que en
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solanaceas y cucurbitaceas, la formacion de los haces vasculares en edad de plantula facilita
la unién de los miembros del injerto. El injerto de empalme es un enfoque muy simple que
logra una conexion rapida y fuerte, un area de union del injerto mejorada y una buena
compatibilidad, en comparacion con otros procedimientos de injerto (de Miguel et al., 2007;
Sabry et al., 2022). Las diferencias en las tasas de éxito del injerto logradas por diversas
técnicas de injerto podrian deberse a variaciones en la superficie de contacto entre las capas
de cambium tanto de la variedad como del portainjerto (Sabry et al., 2022). Una vez que los
dos componentes del injerto, estdn en contacto intimo, proliferan nuevas células
parenquimatosas del portainjerto y de la variedad (Dogra etal., 2018), de manera que
producen el tejido calloso entremezclado para conectar la variedad y el portainjerto (Aloni
etal., 2010; Pina & Errea, 2005). Estas células callosas fueron observadas en los cortes
longitudinales, en los que en algunos de ellos se pudo observar la diferenciacion de tejido
vascular.

Debido a la importancia que tiene la conexion del cambium vascular en la compatibilidad
histologica, en esta investigacion se hizo un andlisis morfométrico en las medidas del
diametro, cortex, y tejido vascular de cada uno de los cultivares (Pimiento, Serrano, CM334,
y Pasilla), para identificar en su histologia el nivel de ensamble y correspondencia en los
tejidos involucrados en la compatibilidad histoldgica, y por ende del cambium vascular. En
el estudio se determin6 que la variable de las dimensiones del tejido vascular estadisticamente
es similar entre las variedades y los portainjertos, de lo que se derivo una excelente repuesta
al injerto, y por lo tanto compatibilidad.

Por otra parte, se observé que el cultivar Pimiento, tuvo didmetros mas grandes que los dos
portainjertos Pasilla y CM334, sin embargo, la diferencia de didmetros no afectd en la
compatibilidad de los injertos intervarietales Pimiento-Pasilla y Pimiento-CM334, pues a
pesar de la diferencia, el ensamble de los tejidos y la reconexion vascular fue evidente. Algo
similar ocurrid en los injertos de tomate reportados por Pugalendhi et al., (2021), que
observaron diferenciacion de los haces vasculares a pesar de que la variedad dominé el
crecimiento en el portainjerto silvestre de tomate.

De la misma forma, la variable de las dimensiones del cortex el Pimiento difiri6 de ambos
portainjertos, contrario a Serrano que coincidid con el portainjerto Pasilla; sin embargo,
ninguna de estas diferencias estadisticas interfirid en la sobrevivencia del injerto, puesto que
hubo mas factores que lo favorecieron, como la coincidencia en sus tejidos vasculares, ya
que el cambium vascular se encuentra entre las células del xilema y floema (Pina & Errea,
2005), ademas, la técnica y el manejo de los injertos, asi como la adecuacion de los factores
climaticos, sin omitir la bioquimica y la genética de los socios involucrados, hicieron de los
injertos intervarietales un éxito.

Con respecto a los resultados obtenidos de la correlacion de las diferencias morfométricas de
las variables histologicas con la sobrevivencia del injerto a los 58 DDI, a pesar de no haber
correlacion, fue evidente la existencia de compatibilidad, debido a que hubo adhesion de los
tejidos, formacion de callo, y ensamble y formacién de nuevo tejido vascular, todo esto
observado en los cortes histologicos longitudinales. Ademas, la sobrevivencia de los injertos
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intervarietales oscildo de 87% a 94%, cumplieron con todo el ciclo fenoldgico hasta la
maduracion de sus frutos, y a la excelente respuesta que se obtuvo frente a P. capsici
(resultados del objetivo 2, Capitulo III). Al contario, los sintomas de incompatibilidad se
presentan como irregularidades anatomicas en la interfase de la union variedad-portainjerto,
lineas necroticas continuas a lo largo de los bordes heridos del portainjerto y la variedad (Ives
et al., 2012; Kawaguchi et al., 2008), con rupturas en los patrones de continuidad vascular y
cambial y malas conexiones vasculares que inducen debilidad mecénica en la union (Koepke
& Dhingra, 2013), ademas el marchitamiento inmediatamente después del injerto, puede
deberse no solo a la mala conexion vascular de los tubos cribosos, el cambium y el xilema,
sino también a incompatibilidad fisiologica como resultado de la falta de reconocimiento
celular, respuesta a la herida generada por el corte, presencia de reguladores del crecimiento
o toxinas incompatibles (Tamilselvi & Pugalendhi, 2017).

Babar et al., (2023), en su investigacion en injertos de tomate, observaron en injertos
intraespecificos y autoinjertos una region de adherencia larga en la union del injerto, mientras
que en los interespecificos presentaron una pequefia linea de adhesion, que comparando la
linea de adherencia que mencionan estos autores, con lo observado en la presente
investigacion en los injertos intervarietales a los 21 DDI, la linea de union apenas era
perceptible, ya que la estructura anatomica de los socios involucrados en los injertos
intervarietales aunque sus dimensiones no fueron completamente simétricas, tuvieron un
excelente ensamble en sus tejidos, posiblemente al buen trabajo de unién y concordancia en
los cambiums vasculares y a la creacion del callo que pronto fue diferenciado que dieron
lugar a la diferenciacion de tejido vascular, coincidiendo con lo observado por Frey et al.,
(2020) en injertos de tomate a los 20 DDI, donde la linea de adhesion era casi imperceptible,
siendo que en esta etapa el grosor de la pared de las c€lulas de la médula en la zona de union
se redujo significativamente.

En cucurbitaceas el injerto se considera funcional en 4 a 8 dias después del injerto (DDI) a
medida que se forman las hebras vasculares, y completamente funcional después de 15 dias
cuando se completan varias conexiones y alcanzan la resistencia mecanica (Tamilselvi &
Pugalendhi, 2017). Asi mismo, en injertos de tomate se observo la union del injerto por la
formacion de vasos de xilema y floema a través de la union del injerto 8 dias después del
injerto (Ferndndez-Garcia et al., 2004). Por otra parte, Ives et al., (2012) observaron en
injertos de chile habanero (C. chinense) en berenjena (S. melongena) a 21 DDI una
produccion satisfactoria de callos y diferenciacion vascular, indicaron el establecimiento del
xilema de reparacion de heridas a través de la union del injerto, lo que permitio el movimiento
de agua y nutrientes minerales entre el portainjerto y la variedad; asi también Frey et al.,
(2020) observaron que a los 20 DDI en injertos de tomate, fue visible tejido vascular mas
pronunciado, junto con grandes areas que mostraban conexién vascular. De modo que los
resultados obtenidos en la presente investigacion coinciden con lo reportado por Ives et al.,
(2012) y Frey et al., (2020), al tener las mismas observaciones en los cortes longitudinales
de los injertos intervarietales a los 21 DDI.

Pugalendhi et al., (2021) en su estudio de injertos de tomate con portainjertos silvestres y dos
cultivares de tomates hibridos como variedades, encontraron que en algunas combinaciones,
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mostraron una union rapida a los 10 DDI entre los socios del injerto; asi también, observaron
en una de las combinaciones no compatibles, una zona de division entre los miembros en
lugar de capas de diferenciacion de tejido, por lo que se infiere que este problema condujo a
perdida de conduccién de agua y alimento, y automaticamente la incompatibilidad, contario
a los injertos compatibles donde observaron callo extendido y capaz de células en
proliferacion que dieron lugar a conexiones de los vasos entre las variedades y los
portainjertos, parecidas a las conexiones vasculares encontradas a los 21 DDI, coincidiendo
con Pugalendhi et al., (2021), que mencionan hubo diferenciaciéon completa de los haces
vasculares a los 21 DDL.

Ademas de la compatibilidad histoldgica, existen otros factores que intervienen en la
compatibilidad del injerto. Algunos autores consideran que las causas que conducen a la
necrosis y las rupturas en la continuidad cambial son mas bioquimicas que anatomicas (Dogra
et al., 2018). Existen factores celulares, anatomicos, y bioquimicos que influyen en el éxito
del injerto, como el sistema inherente de incompatibilidad celular, formacion de
plasmodesmos, y presencia de reguladores de crecimiento y peroxidasas (Pina & Errea,
2005). Las auxinas, citoquininas, ABA, y el Etileno en la sefalizacién hormonal tienen un
papel importante en la interaccion variedad-portainjerto para el desarrollo adecuado de las
plantas injertadas (Aloni et al., 2010). Las auxinas también tienen la capacidad de inducir la
formacion de callos (Asahina et al., 2011). Estas hormonas, que viajan en direccion basipeta
(es decir, hacia abajo desde la punta de la variedad), se mueven a través del tallo,
transportadas por proteinas de transporte (Frey et al., 2020). Asi también, se sospecha que
las moléculas intercambiadas entre las partes involucradas del injerto, facilitan la
regeneracion vascular y modulan la cicatrizacion (Tedesco et al., 2022). El papel de las
hormonas vegetales endogenas segun Aloni et al., (2010), y Koepke & Dhingra, (2013) estan
involucradas en la regulacion de las complejas relaciones entre el portainjerto y la variedad.

Muchos procesos bioquimicos y estructurales complejos tienen lugar durante el
establecimiento de un injerto, desde la respuesta a la herida inicial, los cambios en los bordes
del corte, la formacion de tejido calloso, la diferenciacion de nuevo tejido vascular y la
conexion del tejido vascular (Martinez-Ballesta et al., 2010; Melnyk, 2017).

La variacion en los niveles morfologicos, fisiologicos y celulares puede proporcionar
informacion valiosa para comprender la compatibilidad e incompatibilidad del injerto de las
plantulas injertadas en una etapa temprana (Selvi, 2022).

CONCLUSION

La sobrevivencia al proceso de injertacion de las variedades Serrano Coloso y Pimiento CW
con los portainjertos CM334 y Pasilla 18M fue mayor al 90% al igual que las plantas no
injertadas; a pesar de no existir una perfecta simetria en la histologia de los tallos, hubo
similitudes en las variables histologicas que permitieron la compatibilidad en los tejidos
variedad-portainjerto, ademés que intervinieron factores de manejo y ambientales que
favorecieron la compatibilidad histologica.
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CAPITULO III: Respuesta de los tratamientos a P. capsici

INTRODUCCION

Capsicum spp. presentan susceptibilidad a enfermedades causadas por patdgenos del suelo
como Phytophthora capsici, Verticillium dahliae y Meloidogyne spp. (Ergun & Aktas, 2018).
P. capsici es considerado el patdgeno mas devastador en el mundo para la produccion de
chile, causando pérdidas del 10 al 100% (Sanchez-Chavez et al., 2015) y millones de dolares
en pérdidas anuales (Bosland, 2008; Richins et al., 2010).

Las practicas de manejo para evitar o reducir el impacto de P. capsici incluyen el control del
riego, la rotacion de cultivos, la solarizacion del suelo, la aplicacion de fungicidas y el control
bioldgico con antagonistas de hongos y bacterias (Granke et al., 2012; Hausbeck & Lamour,
2004; Ristaino, 1991; Ristaino & Johnston, 1999). En general, las estrategias de manejo
tratan de reducir las pérdidas asociadas al patdgeno. Sin embargo, una vez que P. capsici se
establece en el cultivo, es muy dificil de erradicar (Lamour et al., 2012). Las estrategias
aplicadas hasta el momento para el control de este patdgeno no han sido muy efectivas
(Barchenger et al., 2018).

La investigacion y desarrollo de injertos del género Capsicum es una excelente alternativa
para proteger y mejorar el comportamiento de cultivares de importancia comercial frente a
infecciones del suelo. Actualmente, la mayoria de los cultivares comerciales son susceptibles
a P. capsici (Barchenger et al., 2018; Hausbeck & Lamour, 2004), entre ellos estan el chile
Serrano y Pimiento de gran importancia comercial.

Tradicionalmente, el portainjerto utilizado en Capsicum ha sido el Criollo de Morelos 334
(CM334), que muestra resistencia a P. capsici (Osuna-Avila et al., 2012; Sanchez-Chéavez
etal., 2015). La resistencia genética de CM334 frente a P. capsici ha sido probada en
experimentos de injerto de chile con resultados satisfactorios (Garcia-Rodriguez et al., 2010;
Leal-Fernandez et al., 2013; Pintado-Lopez et al., 2017). Sin embargo, se necesita mas
investigacion para identificar nuevos portainjertos de Capsicum con resistencia a P. capsici,
y altamente compatibles con cultivares susceptibles de alto valor econdmico y de mercado.

Las razas autoctonas de chile de México podrian usarse para desarrollar portainjertos contra
P. capsici (Retes-Manjarrez et al., 2020). Recientemente, se han encontrado nuevas fuentes
de resistencia contra P. capsici en 14 razas de chiles Piquin, Manzano, Cola de rata, Jalapefio
y Pasilla (Retes-Manjarrez et al., 2020; Reyes-Tena et al., 2021).

Especificamente, en México se cultivan y consumen diferentes razas locales de Pasilla. En
el centro-norte de México se comercializan y consumen secos para preparar platos tipicos;
también se cosechan y comercializan sin madurar, comunmente conocidas como Chilaca
(Reyes-Tena et al., 2021). Los campos comerciales de chile Pasilla criollo cada afio muestran
severas infestaciones de pudricion de la raiz en el centro de México, sobre todo durante la
temporada de lluvias. Nuestro grupo de investigacion ha practicado desde 1995 la seleccion
de plantas individuales basada en la resistencia de campo a la pudricién de la raiz, para
desarrollar cultivares de chile Pasilla resistentes a P. capsici, como Pasilla 18M (Rodriguez-
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Moreno et al., 2004). Nuestra estrategia de mejoramiento incluye la confirmacion de
resistencia genética de las plantas seleccionadas en campo, a través de inoculaciones
controladas con diferentes aislados mexicanos de P. capsici (Reyes-Tena et al., 2021).

El objetivo del presente capitulo fue evaluar la incidencia, severidad, y sobrevivencia de los
injertos intervarietales en presencia de Phytophthora capsici. En particular se contempla
probar el cultivar Pasilla 18M como portainjerto de Serrano y Pimiento en comparacion con
CM334.

MATERIALES Y METODOS

Para esta etapa de la investigacion, la mitad de las plantas sobrevivientes por cada una de las
combinaciones varietales (nombrada como el grupo “Inoculado”) fue sometida a la etapa de
Respuesta al patogeno.

Fuente de inoculo

Como fuente de indculo se utilizo el aislado de P. capsici CPV-293 (Figura 29) con
apareamiento tipo A1l. Este aislado se obtuvo de la coleccion de Phytophthora del laboratorio
de Fitopatologia de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, México. CPV-
293 fue aislado de un campo comercial de chile Poblano en Yurécuaro, Michoacan. También
se confirm¢ la virulencia del aislado CPV-293 en cultivares de Pasilla.

Figura 29. Cepa de P. capsici
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Produccion de indculo e inoculacion de las plantas

P. capsici se cultivo en cajas de Petri estériles con medio de cultivo V8-agar (250 mL de jugo
V8, 2 g de carbonato de calcio (CaCO3), 18 g de agar en 1 L de agua destilada (Atlas, 2010;
Fernandez-Pavia et al., 2020). Se incubaron las cajas de Petri con P. capsici a 25 °C; cuando
el micelio cubri6 toda la caja, se cortaron y retiraron asépticamente ocho cuadritos de agar
de 8 x 8 mm y se transfirieron a nuevas cajas de Petri estériles con 15 mL de agua destilada
estéril, posteriormente se incubaron a temperatura ambiente bajo luz natural con cambios de
agua cada 24 h. Todas las cajas de Petri se revisaron diariamente al microscopio Optico para
verificar la formacion de esporangios.

V\

E

Figura 30. Formacion de esporangios de P. capsici a partir de la induccion
(E) Esporangios

Cuando se observaron abundantes esporangios, se indujo la liberacion de zoosporas por
choque térmico exponiendo las cajas de Petri con esporangios a 4°C durante 30 min. La
liberacion de zoosporas se verificd al microscopio oOptico; cuando se observaron abundantes
zoosporas en la suspension (Figura 31), se colectaron en un matraz Erlenmeyer estéril. La
concentracion de zoosporas por mililitro en la suspension madre se estim6 con una cadmara
de Neubauer y el indculo final se ajusté a 2000 zoosporas/mL.
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Figura 31. Liberacion de zoosporas de P. capsici
Esporangios con zoosporas en su interior (EZ), esporangios vacios (EV) y zoosporas liberadas (Z)

La inoculacién de las plantas se realizé en invernadero a los 58 DDI. Antes de la inoculacion,
las plantas de las 12 combinaciones varietales (injertos intervarietales, autoinjertos y plantas
no injertadas) se inundaron previamente con agua hasta saturacion. Cada planta recibi6é 5 mL
de indculo (10.000 zoosporas) en la base del tallo. El exceso de agua se elimind 24 h después
de la inoculacion.

Figura 32. Inoculacion con P. capsici

Respuesta a P. capsici

La severidad e incidencia de la enfermedad causada por P. capsici se registr6 diariamente de
1 a 24 dias después de la inoculacion con P. capsici (DDPc). También se evalud la incidencia
a los 54 y 84 DDPc. La severidad de la enfermedad por planta se calific6 con base en una
escala de severidad de 0 a 4, donde: 0= Planta sana,1= Ligera pérdida de turgencia foliar, 2=
Pérdida avanzada de turgencia foliar y/o caida de hojas maduras, 3= Pérdida severa de
turgencia en hojas jovenes y maduras, defoliacion, necrosis visible en la base del tallo, y 4=
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Marchitez y defoliacion general, necrosis avanzada en la base del tallo (Figura 33). La
incidencia de la enfermedad por combinacion varietal se basd en el nimero de plantas
enfermas (severidad > 0) y se expres6 como porcentaje de plantas enfermas. El progreso de
la enfermedad se analizé a cada una de las 12 combinaciones varietales utilizando el Area
bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE):

Yi+Yi+1l _
ABCPEzzT*(tl+1—U)

i

Donde:

ABCPE=Area bajo la curva del progreso de la enfermedad
Yi = Intensidad de la enfermedad en el dia i (registro de severidad o incidencia en el dia 1),
ti = Periodo de evaluacion en dias después de la inoculacion.

El porcentaje de sobrevivencia a P. capsici fue evaluado a los 84 DDPc.

0 1 2 3 4

Figura 33. Escala de severidad

A continuacion, se muestra en el Cuadro 17 el nimero de plantas inoculadas por tratamiento:
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Cuadro 17. Plantas inoculadas por tipo de tratamiento y combinacion varietal

Numero de No. de plantas
Tratamiento Combinacion varietal Repeticion plantas inoculadas por
inoculadas combinacion
Serrano - Pasilla 1 14 27
Serrano - Pasilla 2 13
Serrano - CM334 1 15 28
. . . Serrano - CM334 2 13
Injerto intervarietal P :
Pimiento - Pasilla 1 15 29
Pimiento - Pasilla 2 14
Pimiento - CM334 1 14 28
Pimiento - CM334 2 14
Serrano-Serrano 1 9 24
Serrano-Serrano 2 15
Pimiento-Pimiento 1 13 27
Autoitijerto lelepto—lelento 2 14
Pasilla-Pasilla 1 14 29
Pasilla-Pasilla 2 15
CM334-CM334 1 15 29
CM334-CM334 2 14
Serrano 1 15
Serrano 2 12 ol
Pimiento 1 15
. 30
. . Pimiento 2 15
Planta sin injertar -
Pasilla 1 15 30
Pasilla 2 15
CM334 1 15 29
CM334 2 14
Total de plantas inoculadas 337

Analisis Estadistico

Los datos de severidad e incidencia se registraron tras la inoculacién con P. capsici en una
base de datos. Todos los datos se analizaron con Statistica StatSoft 8.0. La severidad de la
enfermedad causada por P. capsici, fue analizada mediante ANOVA y pruebas de Tukey con
significancia de 0.05. El ABCPE se utiliz6 para comparar la evolucion de la enfermedad entre
injertos intervarietales, autoinjertos y plantas no injertadas.

RESULTADOS

Severidad

El ANOVA factorial de severidad (Cuadro 18) determiné diferencias altamente significativas
(p<0.01) entre las 12 combinaciones varietales y entre DDPc. Asimismo, la interaccion entre
combinacion varietal y DDPc también fue altamente significativa (p<0,01), lo que indica que
la severidad causada por P. capsici durante 24 DDPc evoluciond de manera diferente entre
las combinaciones varietales.
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Cuadro 18.Analisis de varianza factorial de severidad por marchitez (0-4) en
las 12 combinaciones varietales durante 24 dias después de la inoculacién
con P. capsici (DDPc)

Fuentes de variacion gl SC CM Fe p
Combinacion varietal 11 4483.88  407.626  485.833 <0.01
DDPc 23 1013.17 44.051 52.503 <0.01
Comb-Varietal *DDPc 253 1880.39 7.432 8.858  <0.01
Error 7800 6544.39 0.839
Total 8087 13861.02

El progreso de la severidad media durante 24 DDPc se ilustra en las Figuras 34-36 para cada
una de las 12 combinaciones varietales.

Figura 34. Progreso de la severidad media causada por P. capsici (1-24 DDPc) de las variedades
comerciales Pimiento CW y Serrano Coloso
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Figura 35. Progreso de la severidad media causada por P. capsici (1-24 DDPc) de los portainjertos
CM334 y Pasilla 18M

Figura 36. Progreso de la severidad media causada por P. capsici (1-24 DDPc) de los injertos
intervarietales
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Las dos variedades comerciales sin injertar (Pimiento CW y Serrano Coloso) y sus
autoinjertos (Pimiento-Pimiento y Serrano-Serrano) presentaron sintomas a los 6 DDPc
(Figura 34). La severidad media alcanzada a los 24 DDPc fue de 3.3 en Pimiento no injertado
y autoinjertado, y de 3.15 en Serrano no injertado, mientras que el Serrano autoinjertado
alcanzo6 una severidad media de 2.33 a los 24 DDPc (Cuadro 19). Las plantas afectadas
presentaron los sintomas tipicos causados por P. capsici (marchitamiento y/o pérdida de
turgencia en las hojas, necrosis en la base del tallo y defoliacion). Todas las plantas sin
injertar y autoinjertadas de Pimiento y Serrano que presentaron sintomas murieron dentro de
una semana después de los primeros sintomas.

Los dos portainjertos (CM334 y Pasilla), y sus autoinjertos (CM334-CM334 y Pasilla-
Pasilla) no presentaron sintomas (excepto una planta sin injertar de Pasilla). Por lo tanto, la
severidad media se mantuvo cercana a cero a los 24 DDPc, reafirmando su resistencia a P.
capsici (Cuadro 19).

Las interacciones de Pimiento-CM334 y Serrano-CM334 presentaron una severidad media
de 0.14 a los 24 DDPc, mientras que los injertos Pimiento-Pasilla y Serrano-Pasilla
permanecieron en cero severidad durante los 24 DDPc (Cuadro 19), confirmando que la
resistencia de los injertos intervarietales lo confieren los portainjertos (Figura 36). El cuadro
19 muestra la severidad media alcanzada a los 24 DDPc en las 12 combinaciones varietales
agrupadas segun el tratamiento del injerto. La prueba de Tukey agrupa con letra “a” ocho
combinaciones varietales con severidad media < 0.15. Este grupo de resistencia a P. capsici
esta formado por los cuatro injertos intervarietales junto con los dos portainjertos sin injertar
y autoinjertados. Las tres combinaciones varietales mas severamente afectadas por P. capsici
(severidad >3) forman el grupo "c" (Pimiento sin injertar y autoinjertado, y Serrano sin
injertar). El autoinjerto Serrano-Serrano (letra b) alcanz6 una severidad media de 2.33.

Los resultados de severidad a los 24 DDPc muestran claramente que los dos portainjertos
Pasilla 18M y CM334 confirieron la misma proteccion a los cultivares susceptibles (Pimiento
y Serrano) contra P. capsici. Los injertos intervarietales se mantuvieron sanos durante todo
el ciclo fenologico hasta la madurez del fruto.
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Cuadro 19. Severidad media a los 24 DDPc y % de incidencia a los 24, 54, 84 DDPc de las 12
combinaciones varietales

Tratamientos Combinacion varietal Ni Sev?ridad % Incidencia
media (0-4) 24 DDPc 54 DDPc 84 DDPc

Sin injertar Serrano 27 3.15 bl 85 89 89
Pimiento 30 327¢ 83 100 100

Pasilla 30 0.13a 3 3 3

CM334 29 0.00 a 0 0 0

Autoinjertos Serrano-Serrano 24 2.33b 58 96 96
Pimiento - Pimiento 27 330¢ 85 96 96

Pasilla -Pasilla 29 0.00 a 0 0 0

CM334-CM334 29 0.00 a 0 0 0

Injertos Serrano-Pasilla 27 0.00 a 0 0 0

intery SRS Serrano-CM334 28 0.14a 4 4 4

Pimiento -Pasilla 29 0.00 a 0 0 0

Pimiento -CM334 28 0.14a 4 4 4

i Numero de plantas inoculadas por combinacion varietal.
ii Medias con la misma letra no son significativamente diferentes segun la prueba de Tukey (o= 0.05).

Incidencia

Las variedades comerciales sin injertar y autoinjertadas mostraron incidencias de 19 a 33%
a los 6 DDPc, alcanzando el maximo de 89 a 100 % a los 54 y 84 DDPc (Cuadro 19, Figura
37). Por el contrario, los dos portainjertos y sus autoinjertos mostraron incidencias de
enfermedad cercanas al 0% del 1 a los 84 DDPc (Figura 38), reafirmando su resistencia a P.
capsici'y mostrando un alto grado de pureza genética para la resistencia al oomiceto de ambos
portainjertos.

Los injertos intervarietales con CM334 presentaron incidencias inferiores al 4% de 1 a 84
DDPc. De igual forma, los injertos intervarietales con Pasilla presentaron 0% de incidencia
del 1 al 84 DDPc (Figura 39). La incidencia de la enfermedad incipiente o cercana a cero
observada en las cuatro combinaciones de injertos intervarietales fue muy similar a la
incidencia de enfermedad observada en los dos portainjertos (Cuadro 19).

La incidencia de la enfermedad observada a los 84 DDPc demuestra claramente la excelente
proteccion contra P. capsici conferida a las variedades susceptibles (Pimiento y Serrano) por
los dos portainjertos resistentes (Pasilla 18M y CM334) (Cuadro 19). El alto nivel de
proteccion conferido por estos portainjertos durante los 84 DDPc permitié que practicamente
todas las plantas injertadas e inoculadas de las variedades susceptibles Pimiento y Serrano
fructificaran y completaran su ciclo de cosecha comercial libres de la pudricion de la raiz.

Los resultados muestran claramente la proteccion frente a P. capsici conferida a las
variedades susceptibles por los dos portainjertos resistentes.
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Figura 37. Progreso del Porcentaje de Incidencia con marchitez por P. capsici de las variedades
comerciales Serrano y Pimiento sin injertar y autoinjertadas

Figura 38. Progreso del Porcentaje de Incidencia con marchitez por P. capsici de los portainjertos
CM334 y Pasilla sin injertar y autoinjertadas
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Figura 39. Progreso del Porcentaje de Incidencia con marchitez por P. capsici de los injertos
intervarietales (1 a 84 DDPc)

Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)

La cantidad de enfermedad acumulada durante los 24 DDPc de evaluacion de severidad y los
84 DDPc de incidencia en las 12 combinaciones varietales se muestra en la Figura 40.

Los valores mas altos de severidad e incidencia de ABCPE se obtuvieron en las variedades
comerciales sin injertar y autoinjertados (32.3 a 44.6 para severidad, y 6138 a 6872 para
incidencia) como se ilustra en las Figuras 40A, 40B, 40D y 40E. En contraste, los
portainjertos CM334 y Pasilla 18M mostraron valores de ABCPE muy bajos (0 a 2.6 para
severidad y 0 a 265 para incidencia) como se muestra en las Figuras 40A, 40B, 40D y 40E.

El ABCPE en injertos intervarietales con Pasilla 18M fue nulo, y casi nulo en injertos con
CM334 como se muestra en las Figuras 40C y 40F. Los valores de ABCPE cercanos a cero
para la severidad e incidencia observados en los injertos intervarietales revelan el excelente
nivel de proteccion de estos dos portainjertos frente al oomiceto. Ambos portainjertos
demostraron ser resistentes a P. capsici y altamente compatibles con las dos variedades
comerciales y susceptibles Pimiento CW y Serrano Coloso. Por lo tanto, la eficacia de Pasilla
18M y CM334 contra P. capsici es equivalente.
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Figura 40. Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) de las 12 combinaciones
(injertos intervarietales y sus controles).
ABCPE basado en la severidad de la enfermedad de 1 a 24 DDPc (A, B, C); ABCPE basado en la incidencia
de la enfermedad de 1 a 84 DDPc¢ (D, E, F).

Sobrevivencia a P. capsici

La sobrevivencia de cada una de las combinaciones varietales a la inoculacion de P. capsici
fue evaluada mediante el porcentaje de sobrevivencia a los 24, 54, y 84 dias después de la
inoculacion.

La resistencia o susceptibilidad al patogeno a los 24 DDPc ya era evidente, pues se
obtuvieron porcentajes de sobrevivencia de éxito en todos los injertos intervarietales, al
conseguir sobrevivencias de 96 al 100%; por otro lado, los controles Autoinjerto de Serrano
y Pimiento obtuvieron porcentajes de sobrevivencia de 42 y 15% respectivamente, a
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diferencia de los Autoinjertos de Pasilla y CM334 que consiguieron tener el 100% de
sobrevivencia. Por su parte, las plantas sin injertar de Serrano y Pimiento sobrevivieron el 15
y 17% respectivamente, y los portainjertos Pasilla y CM334 obtuvieron 97 y 100%
respectivamente (Figura 41).

Figura 41. Porcentaje de sobrevivencia a P. capsici de las combinaciones varietales a los 24 DDPc

La sobrevivencia a los 54 y 84 DDPc mostradas en la Figura 42, concluyeron la efectividad
del uso de Pasilla 18M y CM334 como portainjertos resistentes a P. capsici, debido al gran
éxito de sobrevivencia de los injertos intervarietales al obtener finalmente porcentajes de
sobrevivencia del 96 y 100%; por su parte los autoinjertos y las plantas sin injertar de las
variedades de alto valor comercial Serrano Coloso y Pimiento CW obtuvieron porcentajes de
sobrevivencia de 0 a 11%, en contraste con los autoinjertos y las plantas sin injertar de los
portainjertos Pasilla 18M y CM334, que obtuvieron porcentajes de sobrevivencia del 97 al
100%.
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Figura 42. Porcentaje de sobrevivencia a P. capsici de las combinaciones varietales a los 54 y 84 DDPc

Los resultados del presente estudio demuestran que el injerto es una excelente alternativa
para reducir los problemas ocasionados por P. capsici en cultivares susceptibles. Este es el
primer reporte de Pasilla 18M utilizado como portainjerto para proteger cultivares
susceptibles contra P. capsici.

A continuacion, se muestran algunas imagenes de lo que fue la evolucion de los tratamientos
expuestos a P. capsici.

Figura 43. Plantas inoculadas (Repeticion 1) 6 dias después de la inoculaciéon
Charola 4: Injertos intervarietales, Charola 5: Autoinjertos, Charola 6: plantas sin injertar
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A B

Figura 44. Incidencia en autoinjertos y plantas sin injertar 6 DDPc en Pimiento y Serrano
A) Plantas de Pimiento autoinjertadas en severidad 2.
A) Plantas sin injertar de Serrano en severidad 1.

Figura 45. Plantas inoculadas (repeticion 2) 6 dias después de la inoculacion
Charola 10: Injertos intervarietales, Charola 11: Autoinjertos, Charola 12: plantas sin injertar
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Figura 46. Incidencia en plantas autoinjertadas y plantas sin injertar 6 DDPc en Serrano
A) Autoinjertos de serrano en severidad 2
B) Planta sin injertar de serrano en severidad 1

A B

Figura 47. Incidencia en plantas inoculadas (repeticion 1) 10 DDPc
A) Plantas autoinjertadas de Pimiento en severidad 4
B) Plantas sin injertar de Serrano en severidad 3
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Figura 48. Incidencia en plantas inoculadas (repeticion 2) 10 DDPc
A) Plantas autoinjertadas de serrano en severidad 2
B) Plantas sin injertar de serrano y pimiento en severidad 3

A B

Figura 49. Injertos intervarietales inoculados 24 DDPc
A) Repeticion 1, B). Repeticion 2
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Figura 50. Plantas autoinjertadas de Serrano y Pimiento 24 DDPc (repeticion 1)

Figura 51. Plantas sin injertar de Serrano y Pimiento inoculadas 24 DDPc (repeticion 2)
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DISCUSION

Se observo una incidencia superior al 89% a los 84 DDPc en plantas sin injertar y
autoinjertadas de Pimiento y Serrano. Por el contrario, Pasilla 18M y CM334 no injertados y
autoinjertados practicamente no mostraron enfermedad a los 84 DDPc. Resultados similares
se obtuvieron en injertos intervarietales, con 0% de incidencia en Serrano-Pasilla y Pimiento-
Pasilla, y 4% de incidencia en Serrano-CM334 y Pimiento-CM334 a los 84 DDPc, por lo que
se evidencia que Pimiento y Serrano fueron protegidos contra P. capsici por los dos
portainjertos resistentes. Estos resultados son similares a informes anteriores con CM334
como portainjerto. Pintado-Lopez et al., (2017) obtuvieron 0% de incidencia en injertos de
Serrano-CM334 después de la inoculacion con P. capsici, y 100% de incidencia en plantas
de Serrano sin injertar, que murieron por la enfermedad causada por P. capsici. Garcia-
Rodriguez et al., (2010) observaron 0% de incidencia y severidad en injertos Ancho Rebelde-
CM334, inoculados con P. capsici, en comparaciéon con plantas Ancho sin injertar que
murieron 15 DDPc.

Los sintomas tipicos de la enfermedad por Phytophthora evaluados en la severidad, fueron
los mismos reportados por Jang et al., (2012) en injertos con C. annuum, los cuales fueron
necrosis en el tallo, pérdida de turgencia en hojas, defoliacion, marchitez general, y muerte.
Las severidades mas altas de acuerdo con la escala de 0 a 4, fueron las alcanzadas por los
autoinjertos y plantas sin injertar de las variedades Pimiento (3.27 y 3.30) y Serrano (2.33 y
3.15). De manera contaria, los autoinjertos y plantas sin injertar de CM334 obtuvieron
severidad 0, y de Pasilla fue de 0 a 0.13, de lo derivo una severidad nula en los injertos con
el portainjerto Pasilla y casi nula en los injertos con el portainjerto CM334 (0.14), por lo que
evidentemente que los portainjertos otorgaron la resistencia al patdogeno. Los resultados
concuerdan con los obtenidos por Pintado-Lopez et al., (2017) quienes reportaron que de los
injertos de Serrano con CM334 e inoculados con P. capsici, el 100% de plantas resultaron
sin sintomas, mientras que el 100% de las plantas sin injertar e inoculadas murieron a causa
de la enfermedad. Es evidente que ambos portainjertos impidieron la propagacion de la
infeccion.

Dos factores en el presente estudio explican claramente la severidad e incidencia de la
enfermedad: DDPc y combinaciones varietales. Pintado-Lopez et al., (2017) inocularon
300,000 zoosporas/planta y observaron que la enfermedad ocasionada por P. capsici inicid a
los 17 DDPc, mientras que, en la presente investigaciéon, se inocularon 10,000
zoosporas/planta y los sintomas iniciaron de manera discreta en las variedades Serrano y
Pimiento a los tres DDPc, y a los seis DDPc ya era evidente la enfermedad, las cuales
presentaron un incremento gradual y réapido de incidencia y severidad. Todas las plantas
infectadas de estos dos cultivares comerciales finalmente murieron en menos de 10 dias
después de los primeros sintomas. Estas diferencias de manifestacion de la enfermedad
podrian deberse a la diferente virulencia de los aislados con las que se trabajo, a las
condiciones climaticas, al manejo del patogeno, y al origen de las plantas involucradas en el
injerto.
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Por otra parte, en el anélisis de ABCPE los resultados también expusieron la alta incidencia
y severidad en Serrano y Pimiento sin injertar y autoinjertados, en comparacion con las
variedades Pasilla y CM334 sin injertar y autoinjertados, y en los injertos intervarietales, en
los que el ABCPE fue nula o casi nula, de manera que la resistencia que obtuvieron los
injertos intervarietales se le atribuye a que los portainjertos colaboraron en la supresion de la
vulnerabilidad a P. capsici. De la misma forma, se ha reportado que el ABCPE se ha visto
disminuida en plantas injertadas de sandia expuestas a Verticillium (Wimer et al., 2015), y
en injertos de chile habanero (C. chinense) con portainjertos de C.annuum var. glabriusculum
expuestas a Begomovirus (Navarrete-Mapen et al., 2020). Es importante mencionar que este
analisis de ABCPE es una herramienta de epidemiologia comparada que toma en cuenta al
uso de tasas relativas de incremento de la enfermedad en incidencia y severidad con respecto
al tiempo (Soto-Rojas et al., 2009), por lo que es de gran utilidad para el analisis de la
enfermedad.

Debido a la poca disponibilidad de cultivares comerciales de chile que son resistentes a
P.capsici (Glosier et al., 2008), la busqueda de portainjertos resistentes es una prioridad para
ampliar la proteccion de cultivares comerciales susceptibles al oomiceto (Jang et al., 2012).

Garcia-Rodriguez et al., (2010) determinaron que los hibridos de Pimiento-Tresor, Atlante,
AR-96030, AR-96058, no son fuente de resistencia a P. capsici al obtener el 100% de
incidencia en la exposicion al patégeno, comparado con plantas de CM334 que mostraron
1% de incidencia. Asi también, Sanchez-Chavez et al., (2015) probaron el portainjerto
comercial de Pimiento Terrano en las variedades de Pimiento Fascinato y Janette y
demostraron que los injertos Fascinato-Terrano y Janette-Terrano presentaron mortalidades
de 32 y 36% respectivamente, mientras que las variedades sin injertar de Fascinato y Janette
alcanzaron 57% y 53% de mortalidad. Por nuestra parte, el cultivar Pasilla 18M que también
es de importancia comercial, comparado con el portainjerto Terrano demostrd ser altamente
eficiente en la proteccion de las variedades Pimiento CW y Serrano Coloso por obtener el
0% en incidencia y severidad.

Aunque el injerto en chiles (Capsicum spp.) no ha sido ampliamente explorado como en otras
hortalizas (Lopez-Marin et al., 2013), esta tecnologia deberia considerarse como una
alternativa al control quimico (Granke etal., 2012; Lamour etal., 2012). Por ello es
imprescindible seguir con la exploracion de nuevos portainjertos con resistencia no solo a P.
capsici, sino a mas afectaciones que son recurrentes en el cultivo y que provocan pérdidas.
Un buen portainjerto debe tener atributos de resistencia y muy buena compatibilidad con
cultivares susceptibles (Garcia-Rodriguez et al., 2010; Gisbert et al., 2011; Lee & Oda,
2010).

Aunque muchos de los tipos o razas de chile mexicano, que son resistentes o tolerantes a P.
capsici pueden ser considerados como fuente de germoplasma (Palma-Martinez et al., 2017;
Retes-Manjarrez et al., 2020; Reyes-Tena et al., 2021), no todos pueden ser utilizados como
portainjertos de cultivares susceptibles a P. capsici. Como se demuestra en las
investigaciones de Garcia-Rodriguez et al., (2010) y Sanchez-Chévez et al., (2015), los
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portainjertos pueden conferir cierta resistencia al patogeno y reducir los indices de incidencia
y severidad, pero pueden existir mejores portainjertos que reduzcan el porcentaje de dafo,
como el CM334. En la presente investigacion se propone un nuevo portainjerto: Pasilla 18M,
basado en 0% de incidencia y 0 de severidad en injertos intervarietales con Pimiento CW y
Serrano Coloso susceptibles a P.capsici.

CONCLUSION

Los portainjertos CM334 y Pasilla 18M, confirieron resistencia a P. capsici a las variedades
susceptibles Pimiento CW y Serrano Coloso, al obtenerse nula o casi nula infeccion,

comparada con las plantas sin injertar de Pimiento y Serrano que presentaron mortalidad de
89 a 100%.
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CAPITULO IV: Analisis de los compuestos bioactivos en frutos
de las combinaciones varietales

INTRODUCCION

Los chiles y pimientos (Capsicum spp.) contienen fitoquimicos que son componentes
antioxidantes importantes de una dieta basada en plantas, ademds de los nutrientes
tradicionales que pueden reducir el riesgo de enfermedades degenerativas (Howard et al.,
2000). Son fuentes de diferentes fitoquimicos, incluidas las vitaminas A y C, compuestos
fenolicos, flavonoides, capsaicinoides, carotenoides, entre otros (Alvarez-Parrilla et al.,
2011; Deepa et al., 2007; Howard et al., 2000; Igbal et al., 2015); son las tnicas plantas que
son capaces de producir capsaicinoides, dentro de los cuales la capsaicina y la
dihidrocapsaicina son las que se encuentran en mayor proporcion, ademas de ser las mas
pungentes del grupo de capsaicinoides presentes en chile (Reyes-Escogido et al., 2011)
siendo las responsables de su caracteristico sabor picante. Cabe mencionar que son los
vegetales con mayor contenido de acido ascorbico, por lo tanto, se sabe que presentan una
alta actividad antioxidante (Alvarez-Parrilla et al., 2011; Deepa et al., 2007).

El injerto en Capsicum se ha investigado para diferentes propositos, como los efectos del
injerto en la fenologia (Soltan et al., 2015), el rendimiento y la calidad de los frutos
(Camposeco-Montejo et al., 2018; Jang et al., 2013; Rouphael et al., 2010). Ademads, se ha
evaluado el injerto en chiles para evitar el estrés abidtico (Abidalrazzaq et al., 2021; Schwarz
etal., 2010), y para prevenir enfermedades del suelo causadas por diferentes patdgenos
(Duan et al., 2017; Jang et al., 2012; Navarrete-Mapen et al., 2020; Sanchez-Chavez et al.,
2015).

Sin embargo, existen informes sobre los cambios en la calidad de los frutos debido al injerto
y si los efectos del injerto son ventajosos o perjudiciales. Los diferentes resultados
informados pueden atribuirse a los diferentes métodos y entornos de produccion, el tipo de
combinacion de variedad-portainjerto, y la fecha de cosecha (Rouphael et al., 2010). Se ha
observado que existe influencia del portainjerto sobre la variedad injertada, y puede generar
cambios o variaciones morfoldgicas, agrondmicas, o bioquimicas (Chavez-Mendoza et al.,
2015; Leal-Ferndndez et al., 2013); en injertos del género Capsicum (spp), han sido
reportados cambios en el tamafio de las plantas, en el rendimiento en la produccion del fruto,
en el namero de frutos, en la firmeza de la pulpa del fruto, en el peso y forma del fruto, y en
el diametro del tallo (Ergun & Aktas, 2018; Jang et al., 2013; Sadnchez-Chavez et al., 2015;
Tsaballa et al., 2013); asi también, fue observado que el injerto favorecié la presencia de
compuestos bioactivos y la actividad antioxidante en Pimiento (Chavez-Mendoza et al.,
2015); sin embargo, muchas especies y variedades del género Capsicum ain no han sido
analizadas en este sentido, incluidas las variedades cominmente injertadas.

Es importante evaluar los efectos del proceso de injertado y la exposicion a patégenos (como
P. capsici) sobre la bioquimica de los frutos producidos después de haber estado expuestas a
estos dos tipos de estrés. Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue examinar los
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compuestos bioactivos en frutos con madurez comercial, obtenidos de las plantas
sobrevivientes al injerto y a la inoculacioén con P. capsici.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron los frutos de 85 plantas (37 plantas inoculadas y 48 plantas no inoculadas).
Ambos grupos incluyeron plantas de las 12 combinaciones intervarietales (Injertos
intervarietales, Autoinjertos, Variedades y Portainjertos), con excepcion de plantas
inoculadas de Pimiento no-injertado, las cuales murieron por P. capsici antes de la
fructificacion.

Trasplante

Se trasplantaron cuatro plantas sobrevivientes por cada combinacion varietal, a bolsas de
vivero (dimensiones 25X40 cm) previamente preparadas con una mezcla solarizada de peat
moss- tierra de campo 50:50 (Figura 52). Las 85 plantas se mantuvieron bajo condiciones de
invernadero, con riegos diarios y nutricion semanal a base de 1 g/ de NPK (18-18-18), y
0.5 g/L de microelementos (Fe 6.25%, Zn 2.00%, Mn 2.00%, B 0.40%, Cu 0.15%, y Mo
0.05%). Todos los trasplantes se llevaron hasta fructificaciéon comercial (fruto verde) para el
estudio de compuestos bioactivos.

Cosecha y procesamiento de frutos

La temporada de cosecha fue de julio a septiembre. De cada combinacion varietal (plantas
inoculadas y no inoculadas) se cosecharon frutos de la primera floracion (Figura 53 y 54).

Con los frutos colectados de cada planta, se hizo una muestra compuesta para cada
combinacion varietal manteniendo por separados los dos grupos (inoculado y no inoculado).

Los frutos de cada combinaciéon y grupo fueron guardados en bolsas de plastico con cierre
hermético previamente etiquetadas. Las bolsas fueron colocadas y trasladadas en una hielera
al laboratorio de Biotecnologia y Funcionalidad de Alimentos en el centro de Ciencias
Bésicas de la Universidad Auténoma de Aguascalientes

En el laboratorio, los frutos fueron sacados de la hielera, y de manera ordenada por cada
combinacion varietal, los frutos se limpiaron y cortaron en pequefios cubos, para luego
homogeneizar cada muestra compuesta.

La muestra compuesta de cada combinacion varietal fue seccionada en cuatro fracciones
iguales; cada fraccion fue destinada a diferente tipo de estudio (porcentaje de humedad,
fenoles totales, acido ascorbico, y capsaicina). Todas las fracciones fueron guardadas en
pequeias bolsas herméticamente cerradas y etiquetadas. El juego de bolsitas individuales por
cada combinacion varietal, fueron almacenadas en congelacion hasta su analisis.
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Todo el proceso se hizo en condiciones de penumbra para evitar la degradacion de los
compuestos bioactivos a causa de la luz.

C D E F

Figura 52. Muestras de plantas trasplantadas de las combinaciones varietales inoculadas y no
inoculadas en fructificacion.
A): Plantas trasplantadas inoculadas en fructificacion. B): Plantas trasplantadas no inoculadas en
fructificacion. C): Frutos de Serrano. D): Frutos de Pimiento. E): Frutos de CM334. F): Frutos de Pasilla.
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Figura 53. Muestras de frutos procedentes de las combinaciones varietales no inoculadas
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Serrano-CM334 Serrano-Serrano Serrano

Serrano-Pasilla Pimiento-Pimiento

Pimiento-Pasilla Pasilla -Pasilla Pasilla

Pimiento-CM334 CM334-CM334 CM334

Figura 54. Muestras de frutos procedentes de las combinaciones varietales inoculadas
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Determinacion de humedad

Para la determinacion de los compuestos bioactivos fue necesario hacer un analisis de
determinacion de humedad por cada uno de los tratamientos inoculados y no inoculados,
debido a que el porcentaje de humedad es un dato imprescindible.

Tres charolitas de aluminio limpias y previamente etiquetadas por cada combinacion varietal
fueron colocadas en una estufa de aire forzado a 105°C durante 24 horas. Pasado el tiempo,
se sacaron las charolas de la estufa con pinzas y se colocaron en un desecador con desecante
activo por 20 minutos.

Se tomo el peso de cada charola en una balanza analitica y se registrd su peso exacto en
gramos (peso 1). Posteriormente a cada charola se les agregaron 2g de muestra himeda y se
registré el peso exacto de cada charola mas la muestra humeda (peso 2).

Las charolas con muestra himeda se metieron a la estufa de aire forzado a 105°C por 24
horas. Pasado el tiempo, las charolas fueron sacadas de la estufa con pinzas y se metieron al
desecador por 20 minutos.

En la balanza analitica se tomo el peso de cada charola con muestra seca y se registro el peso
exacto (peso 3).

Para calcular el porcentaje de humedad por cada repeticion de cada muestra se utilizo la
siguiente formula:

% Humedad = [(Peso 2 — Peso 3) / (Peso 2 — Peso 1)] x 100
Donde:

Peso 1= Peso de la charola
Peso 2= Peso de la charola + la muestra himeda
Peso 3= Peso de la charola + la muestra seca

Determinacion de Fenoles solubles totales

Curva de calibracion

Para la construccion de la curva de calibracion, se pipetearon en a tubos de ensayo, 0, 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700 y 800 uL de solucion de trabajo de 4cido galico a 100 pg/mL.
La solucion de trabajo se elabord a partir de la solucion patron de acido gélico a 10mg/mL
en mezcla MAA (Mezcla 1:1 de Metanol acuoso al 50% (v/v) pH 2.0 + Acetona Acuosa al
70% (v/v))

Se completd cada tubo a 1000 pLL con la mezcla MAA, de modo que se obtuvieron soluciones
estandar con 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 ug de 4cido galico, respectivamente.
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A cada uno de los nueve tubos, se les agregd 125 uL del reactivo de fenol Folin-Ciocalteu
2N, se dejaron reaccionar por seis minutos; se les agreg6 1.25 mL de Carbonato de sodio al
7%,y 625 pL de agua destilada. Se agitaron y se dejaron reposar por 90 minutos.

Posteriormente, se transfirio 1.5 mL de cada mezcla de reaccion a tubos eppendorf y se
centrifugaron a 12,000 rpm por tres minutos. Finalmente se leyo la absorbancia de cada tubo
a 757 nm.

La curva de calibracion se hizo por triplicado (Figura 55).
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Figura 55. Curva de calibracion de equivalentes de acido galico.

Medias + de (n = 3)

Extraccion de la muestra bioldgica

Por cada tipo de muestra y por duplicado, se pesaron en balanza analitica 2.5 g de la muestra
compuesta previamente picada en tubo de centrifuga conico de 15 mL, y se registro el peso
exacto (Mh= peso de la muestra himeda extraida en gramos). A cada muestra se les
anadieron 10 mL de metanol acuoso al 50% (v/v) pH 2.0 y fueron molidas en morteros hasta
quedar completamente triturados y mezclados con el extrayente. La mezcla se regreso al tubo
de 15 mL y se pusieron en agitacion en vortex durante una hora.

Se centrifugaron los tubos a 1500 g por 10 min en una centrifuga clinica; el sobrenadante
(extracto A), fue transferido a un tubo de centrifuga conico de 50 mL oscuro. Al residuo
insoluble se le agregaron 10 mL de acetona acuosa al 70% (v/v), y se agito en vortex durante
una hora. Se centrifugaron los tubos a 1500 g por 10 min en la centrifuga clinica y se recuperd
el sobrenadante (Extracto B) en el mismo tubo de 50 mL con el extracto A. La mezcla A+B
se afor6 a 25 mL con la solucion MAA en un matraz de aforacion (Vt=25,000 uL); la mezcla
aforada se vacidé nuevamente al tubo de 50 mL se guardd en oscuridad y congelacion hasta
su analisis.
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Analisis de los extractos de las muestras

En tubos de ensayo se mezclaron de 300-550 puL (Va) de alicuota del extracto de muestra y
se completaron a 1.0 mL con mezcla MAA. A cada tubo se les afiadio 125 pL de reactivo de
fenol de Folin-Ciocalteu 2N, se agitaron y se dejaron reposar durante 6 minutos.
Posteriormente se les anadio 1.25 mL de Carbonato de sodio al 7%, y 625 pL de agua
destilada, quedando el volumen de reacciéon en 3 mL. Se agitaron los tubos y se dejaron
reaccionar en la oscuridad por 90 min. Posteriormente, se transfirieron 1.5 mL de cada mezcla
de reaccion a un tubo de microcentrifuga de 2 mL y se centrifugaron a 12,000 rpm por 3 min.
Finalmente, en el espectrofotometro se leyeron las absorbancias de cada tubo con muestra a
757 nm, iniciando con el tubo blanco para su calibracion. De cada extracto por muestra
duplicada, se hicieron tres repeticiones.

Figura 56. Reaccion de las muestras para el analisis de Fenoles

Analisis de datos

De la curva de calibracion se calcularon los coeficientes (m= pendiente; b= ordenada al
origen; R2=coeficiente de determinacion; R=coeficiente de correlacion) de la recta.

Se calculo el contenido de Fenoles solubles totales (equivalentes de acido galico) de las
muestras mediante la ecuacién que se muestra a continuacion:

EAG = [(A-b)/m] x (Vt/Va) x [1/(Mhx10)] x [1/(100-H)]

Donde:

EAG = Miligramos de equivalentes de acido galico/gramo de muestra seca.
A = Absorbancia del tubo problema.

b = Ordenada al origen (absorbancia).

m = Pendiente (absorbancia/microgramo de 4cido galico).

Vt = Volumen total del extracto (microlitros).

Va = Volumen de alicuota usado en el tubo problema (microlitros).

Mh = Peso de la muestra himeda extraida (gramos).

H = Contenido de humedad de la muestra humeda (porciento).
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Determinacion de Acido ascorbico

Curva de calibracion

Para la construccion de la curva de calibracion, se pipetearon en tubos eppendorf 20, 30, 40,
50, 60, 70, y 80 uL de solucidn de trabajo de acido ascorbico a 500 pg/mL. La solucion de
trabajo se elabord a partir de la solucion patron de acido ascorbico a 10 mg/mL en acido
metafosforico al 3%. Se completd cada tubo a 100 pL con acido metafostorico al 3%.
Posteriormente, a cada uno de los ocho tubos, se les agregd por igual 900 uL de solucion
EDTA-acido oxalico (EDTA-AO), 100 puL de solucidon acido metafosforico-acido acético
(AMP-AA), 200 puL de acido sulfurico, y 400 uLL de molibdato de amonio al 5%.

Se agitaron muy bien los tubos, y se calentaron a ebullicion durante 30 min en bafio Maria,
se dejaron enfriar y se centrifugaron 3 min a 12,000 rpm en microcentrifuga. Se ley6 la

absorbancia de cada tubo a 829 nm.

La curva de calibracion se hizo por triplicado (Figura 57).
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Figura 57. Curva de Calibracion de la concentracion de equivalentes de acido ascorbico
(medias + de n = 3)

Extraccion de la muestra Bioldgica

Por cada tipo de muestra y por duplicado, se pesaron 2.5 g y se mezclaron con 5 mL de 4cido
metafosforico al 3% (p/v). Se homogeneizo6 la muestra con el extrayente en un mortero hasta
quedar completamente triturada la muestra. Posteriormente se transfirio cada mezcla a un
tubo de centrifuga conico de 15 mL. Se agitaron los tubos en vortex por 15 minutos, y luego
en bano sonico durante 20 minutos a temperatura ambiente.
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Posteriormente se centrifugaron los tubos a 1,500 g durante 10 min; el sobrenadante se
transfirié a un tubo de centrifuga conico de 15 mL limpio, y al residuo insoluble se le
agregaron 5 mL de 4cido metafosforico al 3%. Nuevamente se agitaron los tubos en vortex
por 15 minutos, y luego en bafio sonico durante 20 minutos a temperatura ambiente; se
centrifugaron los tubos a 1,500 g durante 10 min, y el sobrenadante se transfirio al tubo de
centrifuga de 15 mL con el primer sobrenadante rescatado, para mezclar los dos extractos (A
y B). Se afor6 con acido metafosférico a un volumen total de 11 mL (Vt= 11,000 uL).

Analisis de los extractos de las muestras

EN tubos eppendorf se mezclaron de 30-60 uL (Va) de alicuota del extracto de muestra, y se
completaron a 100 pL con 4cido metafosforico. A cada tubo se les afiadié 900 pL de solucién
EDTA-4cido oxalico (EDTA-AQO), 100 pL de solucion &cido metafosforico-acido acético
(AMP-AA), 200 pL de é&cido sulfarico, y 400 pL de molibdato de amonio al 5%. Se agitaron
los tubos, y se calentaron a ebulliciéon durante 30 min en bafio Maria, se dejaron enfriar y se
centrifugaron 3 min a 12,000 rpm en microcentrifuga. Se leyo la absorbancia de cada tubo a
829 nm, iniciando con el tubo blanco para su calibraciéon. De cada extracto por muestra
duplicada, se hicieron tres repeticiones.

Figura 58. Reaccion de las muestras para el analisis de Ac. ascorbico

Analisis de datos

De la curva de calibracion se calcularon los coeficientes (m=pendiente; b=ordenada al origen;
R2=coeficiente de determinacion; R=coeficiente de correlacion) de la recta.

Se calcul¢ el contenido de acido ascorbico (equivalentes de 4cido ascorbico) de las muestras
mediante la ecuacion que se muestra a continuacion:

EAA = [(A-b)/m] x (Vt/Va) x [1/(Mhx10)] x [1/(100-H)]

Donde:

EAA = Miligramos de equivalentes de acido ascorbico/gramo de muestra seca.
A = Absorbancia del tubo problema.

b = Ordenada al origen (absorbancia).

m = Pendiente (absorbancia/microgramo de 4cido ascorbico).

Vt = Volumen total del extracto (microlitros).

Va = Volumen de alicuota usado en el tubo problema (microlitros).

Mh = Peso de la muestra himeda extraida (gramos).

H = Contenido de humedad de la muestra humeda (porciento).
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Cuantificacion de Capsaicina

Cromatografia de gases acoplado a espectro de masas (GC/MS)

La GC/MS se llevo a cabo con un cromatdgrafo Agilent Technologies 6850 con un detector
espectrometro de masas 5975C VLMSD con triple axis detector. Se utilizd6 una columna
capilar abierta HPSMS de 30 m de longitud, 0.25 mm diametro interno, 0.25 pm film. Las
condiciones de la cromatografia de gases fueron: la temperatura del horno fue de 200-260°C
con incrementos de 10°C/min. Se sostenia a 260°C/ 3min, y la salida del detector a 270°C.
La temperatura del inyector fue de 270°C con flujo de Helio de 2mL/min. La temperatura del
ionizador fue de 230°C, y la temperatura del cuadrupolo de 160°C. Se trabajé en modo Scan
de 49-500 uma.

Curva de calibracion:

Se prepar6 el estandar de Capsaicina 1 mg/mL (1000 ppm) con etanol 80%. Se hicieron
diluciones con la solucion stock del estdndar con etanol al 80% para la construccion de la
curva de calibracion a 62.5, 125, 250, 500, y 1000 ppm.

Se inyecto al cromatografo 1 pL de cada dilucion del estandar. El tiempo de corrida fue de
10 minutos. Se tomo el tiempo de retencion y los espectros de los picos cromatograficos
obtenidos del estandar de capsaicina y los datos espectrales correspondientes de las
bibliotecas NIST. Con el dato “altura del pico” obtenido de las bibliotecas se construyo la
curva de calibracion, de la cual se obtuvo la ecuacion de la recta (Figura 59).
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Figura 59. Curva de calibracion de la concentracion de Capsaicina (ppm)
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Preparacion de las muestras:

En charola de aluminio se pesaron de cada muestra +24 g. Las muestras fueron secadas a
50°C en estufa de aire forzado por tres dias. Al finalizar el secado, las muestras fueron
pulverizadas en mortero. El polvo resultante de cada muestra fue guardado en tubos de
centrifuga cénicos de 15 mL hasta la preparacion de los extractos.

Preparacién de extractos:

De cada muestra seca pulverizada, se pesod 1 g de muestra en tubos de centrifuga de 15 mL.
Se les agregd 5 mL de etanol al 80%, y con un agitador de vidrio se hizo una segunda
molienda de la mezcla polvo con EtOH 80%, posteriormente se agitaron en vortex para
uniformizar la mezcla. Las muestras fueron metidas en un bafio soénico por 25 min a
temperatura ambiente, luego fueron centrifugadas por 10 min a 3000 rpm. De cada tubo fue
rescatado el sobrenadante en un tubo nuevo. A los residuos insolubles se les agregaron 5 mL
de etanol al 80% y se repitio el proceso de molienda con el agitador de vidrio, agitacion en
el vortex, extraccion en bafio soénico, y centrifugacion. El sobrenadante resultante de la
segunda extraccion se depositd en el mismo tubo de la primera extraccion y se aforaron a 10
mL. Los extractos fueron almacenados en refrigeracion hasta su analisis.

Analisis de los extractos de las muestras

De los extractos de cada muestra fueron tomados 1.5 mL y se centrifugaron 3 min a 12,000
rpm en microcentrifuga. De cada muestra fue inyectado al cromatografo 1 pL. El tiempo de
corrida fue de 10 minutos por cada muestra. La identificacion de la capsaicina de las muestras
se logro mediante la comparacion del tiempo de retencion y los espectros de los picos
cromatograficos obtenidos del estandar de capsaicina con los datos espectrales
correspondientes de las bibliotecas NIST para su corroboracion.

Figura 60. Extractos de muestra para el anlisis de capsaicina en GC/MS
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Analisis de datos

En base al tiempo de retencion obtenido (7.850 min) y la exploracion de datos de la biblioteca
NIST, se tomo el dato “altura del pico” por cada muestra, y se sustituy¢ el dato en la ecuacion
de la recta obtenida de la curva de calibracion:

y=4481.6x — 309343

El resultado obtenido de la formula, es equivalente a las ppm de la capsaicina obtenida por
cada muestra. Dicho resultado fue usado para obtener las unidades de pungencia Scoville
(SHU) con la siguiente formula (Cazares-Sanchez et al., 2005; Yanez et al., 2015):

SHU=(ppm)(Vt)(15)
Donde:

SHU= unidades de pungencia Scoville (Scoville Heat Units)

ppm= partes por millon

Vt= Volumen total del extracto de la muestra (1 g/10 mL)

15= Factor de conversion de pg por g de capsaicina a unidades Scoville
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Fenoles solubles totales

En el Cuadro 20 se presenta por cada combinacion varietal y grupo (inoculadas y no
inoculadas), el contenido de Fenoles solubles totales en equivalentes de ac. gélico.

RESULTADOS

Cuadro 20. Contenido de fenoles EAG (mg EAG/g base seca) por cada combinacion varietal

. [6)) ia +
Tipo de muestras Trat‘a lfnento Combinacion varietal Medta fITOT  Minimo  Ma4ximo
de injerto estandar
Pimiento-CM334 13.36+0.44 11.67 14.84
Injerto Pimiento-Pasilla 14.25+0.26 13.31 15.12
intervarietal Serrano-CM334 6.55+0.07 6.330 6.76
Serrano-Pasilla 6.73+£0.14 6.367 7.22
Pimiento-Pimiento 9.47+0.20 8.95 10.10
. I Serrano-Serrano 7.17+£0.24 6.561 7.85
No inoculadas Autoinjerto
CM334-CM334 7.17+0.22 6.594 7.77
Pasilla-Pasilla 8.97+0.14 8.585 9.61
Pimiento 14.46+0.29 13.55 15.59
L Serrano 6.35+0.05 6.213 6.469
Sin injertar
CM334 8.63+0.27 8.046 9.69
Pasilla 10.13+0.17 9.475 10.57
Pimiento-CM334 10.92+0.29 10.02 11.74
Injerto Pimiento-Pasilla 11.23+0.26 10.48 11.94
intervarietal Serrano-CM334 5.86+0.23 5.273 6.40
Serrano-Pasilla 6.15+0.12 5.841 6.50
Pimiento-Pimiento 14.33+0.22 13.61 15.04
Inoculadas™s N Serrano-Serrano 6.32+0.07 6.014 6.48
con P. capsici Autoinjerto
CM334-CM334 7.87+0.15 7.379 8.34
Pasilla-Pasilla 6.36+0.12 5.989 6.74
Serrano 7.12+0.03 6.986 7.20
Sin injertar CM334 7.80+0.14 7.447 8.27
Pasilla 7.524+0.16 7.055 7.96

EAG= Equivalentes de Acido Galico. (V) N=6
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Analisis de los tratamientos con “Pimiento”

El ANOVA del cuadro 21 mostrd que existen diferencias altamente significativas (p<0.01)
en el contenido de fenoles solubles totales de las combinaciones varietales inoculadas y no
inoculadas con el cultivar Pimiento, lo que quiere decir, que el contenido de fenoles es
diferente entre los tratamientos inoculados y no inoculados, siendo en los inoculados menor
cantidad de sintesis de este compuesto bioactivo (Cuadro 20).

Los resultados del andlisis del contenido de fenoles (Cuadro 20), mostraron que el Pimiento
sin injertar produjo mayor cantidad de fenoles (14.46 mg EAG/g), que autoinjertado (9.47
mg EAG/g). Seglin la prueba de Tukey (Figura 61) en los injertos intervarietales se cuantifico
el mismo contenido de fenoles que una planta normal (13.36-14.25 mg EAG/g), por lo que
se muestra que no hay diferencias estadisticas entre plantas no injertadas e injertadas (grupo
a); de igual manera, estos resultados senalan que los frutos de los injertos intervarietales
produjeron la misma cantidad de fenoles sin importar el portainjerto (CM334 y Pasilla 18M)
con el que fueron injertados.

Por otra parte, el contenido de fenoles en frutos de Pimiento de injertos intervarietales que
fueron inoculados (10.92-11.22 mg EAG/g) fue menor (grupo b), por lo que se muestra que
existen diferencias estadisticas entre los injertos intervarietales inoculados y no inoculados
(figura 61). Cabe mencionar que los autoinjertos inoculados de Pimiento, segin la prueba de
Tukey mostrd que su contenido es estadisticamente igual a las no inoculadas (grupo a).

Cuadro 21.Analisis de varianza del contenido de Fenoles de las
combinaciones varietales con “Pimiento”

Fuentes de variacion

gl SC CM Fe p
Combinacion varietal 6 145.193 24.199 48.27 0.000000
Error 35 17.547 0.501
Total 41 162.740
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Figura 61. Media de Fenoles (EAG base seca) y prueba de Tukey de las combinaciones varietales con
“Pimiento”
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes segtn la prueba de Tukey (a= 0.05)

Analisis de los tratamientos con “Serrano”

El ANOVA del cuadro 22 determind que existen diferencias altamente significativas
(p<0.01) en el contenido de fenoles solubles totales de las combinaciones varietales con
Serrano inoculadas y no inoculadas, no obstante, las diferencias fueron realmente minimas
entre inoculadas y no inoculadas.

Los resultados del analisis del contenido de fenoles en Serrano(Cuadro 20), expusieron que
los frutos de las plantas sin injertar (6.35 mg EAG/g) su sintesis de fenoles es similar a los
frutos de los injertos intervarietales (6.55-6.73 mg EAG/g), esto verificado con el andlisis de
Tukey de la figura 62, en el que se observa que los injertos intervarietales (grupo ac) y
Serrano sin injertar (grupo ab) son estadisticamente similares, sin embargo los Serranos
autoinjertados (grupo c¢) mostraron una mayor sintesis de fenoles (7.17 mg EAG/g) que los
no injertados.

Por otra parte, el contenido de fenoles en frutos de Serrano de injertos intervarietales
inoculados fue menor (5.86-6.15 mg EAG/g) a lo obtenido en los tratamientos no inoculados,
aunque las diferencias estadisticas obtenidas de la prueba de Tukey (Figura 62) muestran
cierta similitud, diferencidndose la combinacion varietal Serrano-CM334 inoculada (5.86 mg
EAG/g grupo b). Las combinaciones varietales que mostraron mayor cantidad de fenoles
estadisticamente iguales fueron Serrano autoinjertado no inoculado (7.17 mg EAG/g grupo
¢) y Serrano no injertado inoculado (7.12 mg EAG/g grupo c).

Cabe mencionar que la sintesis de fenoles en los frutos de Serrano no se vio influenciada por
el tipo de portainjerto en el que fue injertado, ya que en la prueba de Tukey, muestra que los
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injertos intervarietales con los portainjertos CM334 y Pasilla 18M son estadisticamente
iguales en no inoculadas y similares en las inoculadas,

Cuadro 22. Analisis de varianza del contenido de Fenoles de las
combinaciones varietales con “Serrano”

Fuentes de variacion

gl SC CM Fe p
Combinacién varietal + 8.835 1.262 1076 0.000000
tipo de muestra

Error 40 4.693 0.117

Total 47 13.527
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Figura 62. Media de Fenoles (EAG base seca) y prueba de Tukey de las combinaciones varietales con
“Serrano”
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes segtin la prueba de Tukey (a= 0.05)

Analisis del portainjerto “CM334”

El cuadro 23 muestra el ANOVA de los autoinjertos y plantas sin injertar de CM334
inoculados y no inoculados, en el que se observa existen diferencias significativas entre estos
tratamientos. Sin embargo, en la prueba de Tukey (Figura 63) y en las medias obtenidas de
los tratamientos, estas diferencias son minimas.

En el Cuadro 20, se observa que los frutos del portainjerto CM334 sin injertar, su contenido
de fenoles (8.63 mg EAG/g grupo b), es mayor a la contenida en los frutos de autoinjertos
(7.17 mg EAG/g grupo a); sin embargo, el contenido de fenoles en las plantas sin injertar
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(7.80 mg EAG/g grupo a) y autoinjertadas (7.87 mg EAG/g grupo ab) de CM334 inoculadas,
segun la prueba de Tukey muestra que son similares a lo obtenido en los autoinjertos no

inoculados.

Cuadro 23.Analisis de varianza del contenido de Fenoles de las combinaciones
varietales con “CM334”

Fuentes de variacion

gl SC CM Fe P
— v
Combinacién varietal + tipo 3 6.431 2.144 8.664  0.000696
de muestra
Error 20 4.949 0.247
Total 23 11.380
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Figura 63. Media de Fenoles (EAG base seca) y prueba de Tukey del portainjerto “CM334”
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes segtin la prueba de Tukey (a= 0.05)

Analisis del portainjerto “Pasilla”

El ANOVA del cuadro 24 muestra que existen diferencias altamente significativas (p<0.01)
entre los tratamientos con Pasilla autoinjertados y no injertados, asi como inoculados y no

inoculados.

En el Cuadro 20 se muestran que los frutos del portainjerto Pasilla, tuvo un contenido
fendlico muy variado entre los autoinjertos y plantas sin injertar no inoculados e inoculados,
ya que el contenido de fenoles oscild desde los 6.36 mg EAG/g (Autoinjerto de Pasilla
inoculado) y 10.13 mg EAG/g (Pasilla no inoculado); por lo que en la prueba de Tukey de
la Figura 64, mostro que existen diferencias estadisticas de los frutos de Pasilla no injertados
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y autoinjertados e inoculados; Cabe destacar que Pasilla tuvo los niveles mas altos de fenoles
en plantas no inoculadas. Por lo que se infiere que el proceso de injertacion e inoculacion
tuvieron influencia en la sintesis de fenoles en Pasilla 18M.

Cuadro 24.Analisis de varianza del contenido de Fenoles de las combinaciones
varietales con “Pasilla”

Fuentes de variacion
gl SC CM Fe p
Combinacion varietal + tipo 3 48.968 16323 123.93  0.000000
de muestra
Error 20 2.634 0.132
Total 23 51.602
16
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0
Pasilla-Pasilla Pasilla Pasilla-Pasilla Pasilla
No inoculada Inoculada P.capsici

Figura 64. Media de Fenoles (EAG base seca) y prueba de Tukey del portainjerto “Pasilla”
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes segun la prueba de Tukey (o= 0.05)
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Acido ascorbico

En el cuadro 25 se presenta el contenido de Ac. ascorbico por cada combinacién varietal

en muestras inoculadas y no inoculadas.

Cuadro 25. Contenido de acido ascorbico EAA (mg EAA/g base seca) por cada combinacion

varietal
. . o r (1) .
Tipo de muestras Tlpo.de Combl.nacwn Medl,a = error Minimo Maximo
tratamiento varietal estandar
Pimiento-CM334 46.44+1.25 41.60 49.80
X Pimiento-Pasilla 44.07x1.77 36.22 48.47
Injerto

Serrano-CM334 27.99+0.86 25.74 31.38
Serrano-Pasilla 18.87+0.73 16.86 21.39
Pimiento-Pimiento 34.60+1.87 30.13 40.65
) L Serrano-Serrano 28.23+1.97 22.17 35.83

No inoculadas Autoinjerto
CM334-CM334 17.28+0.56 15.29 18.84
Pasilla-Pasilla 23.03+2.22 16.75 29.55
Pimiento 49.57+4.19 38.02 63.38
e Serrano 29.36+0.60 27.87 31.46

Sin injertar
CM334 23.194+0.62 22.06 25.69
Pasilla 25.49+1.03 22.47 28.35
Pimiento-CM334 60.52+1.51 56.51 65.90
i Pimiento-Pasilla 56.88+1.88 52.08 64.28

Injerto

Serrano-CM334 26.15+0.55 24.50 27.86
Serrano-Pasilla 25.27+0.84 22.15 27.95
Pimiento-Pimiento 60.93+2.38 54.15 69.32
Inoculada§ con . Serrano-Serrano 17.78+0.92 14.92 20.14

P. capsici Autoinjerto
CM334-CM334 18.12+0.88 15.38 20.67
Pasilla-Pasilla 17.31+0.48 15.86 18.72
Serrano 26.07+0.87 22.80 28.32
Sin injertar CM334 17.30+1.02 14.25 20.55
Pasilla 17.99+0.68 14.97 19.62

EAA= Equivalentes de 4cido Ascorbico. "N=6
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Analisis de los tratamientos con “Pimiento”

El ANOVA del cuadro 26 determind que existen diferencias altamente significativas
(p<0.01) en el contenido de Ac. ascorbico de las combinaciones varietales inoculadas y no
inoculadas. En el cuadro 25 se muestra que el Pimiento sin injertar produjo mayor cantidad
de Ac. ascorbico (49.57 mg EAA/g grupo ad) que autoinjertado (34.60 mg EAA/g grupo c),
asi también el andlisis de Tukey (Figura 65) confirm6 que existen diferencias estadisticas
entre ambos grupos; sin embargo, los injertos intervarietales mostraron similitudes
estadisticas en el contenido de Ac. ascdérbico con los frutos de las plantas sin injertar (44.07-
46.44 mg EAA/g) (grupo ay ac); cabe mencionar que la influencia de los portainjertos en la
sintesis de ac. ascorbico fue similar.

Por otra parte, el contenido de Ac. ascorbico en injertos intervarietales inoculados fue mayor
(60.52-56.88 mg EAA/g) en comparacion de las que no fueron inoculados. Estos resultados
se confirman en la prueba de Tukey (Figura 65) que muestra que existen diferencias
estadisticas entre los injertos intervarietales inoculados y no inoculados. Cabe mencionar que
el analisis de Tukey determiné que los autoinjertos inoculados de Pimiento (60.93 mg EAA/g
grupo b), mostré que su contenido es estadisticamente igual a los injertos intervarietales
inoculados Pimiento+CM334 (60.52 mg EAA/g grupo b), pero diferente a todas las
combinaciones varietales que no fueron inoculadas.

Se mostraron diferencias y similitudes entre cada uno de los tratamientos inoculados y no
inoculados, siendo que en los tratamientos inoculados se cuantificé mayor cantidad de ac.
ascorbico.

Cuadro 26. Analisis de varianza del contenido de Ac. ascorbico de las
combinaciones varietales con “Pimiento”

Fuentes de variacion

gl SC CM Fe P
Combinacion varietal + tipo 6 3366.6 5611 17.569 (p<0.01)
de muestra
Error 35 1117.8 31.9
Total 41 4484 .3
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Figura 65. Media de Ac. ascorbico (EAA base seca) y prueba de Tukey de las combinaciones varietales
con “Pimiento”
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes segtin la prueba de Tukey (a= 0.05)

Analisis de los tratamientos con “Serrano”

El ANOVA del cuadro 27 mostrd que existen diferencias significativas en el contenido de
Ac. ascorbico entre cada una de las combinaciones varietales de Serrano inoculadas y no
inoculadas.

Los resultados del analisis del contenido de Ac. ascorbico del Cuadro 25, mostraron que los
frutos de Serrano sin injertar tuvieron la misma cantidad de Ac. ascérbico (29.36 mg EAA/g
grupo a), que autoinjertado (28.23 mg EAA/g grupo a), y el injerto intervarietal Serrano-
CM334 (27.99 mg EAA/g grupo a), de manera que la prueba de Tukey de la Figura 66
confirmo que estadisticamente son iguales en su contenido de Ac. Ascorbico (grupo a), pero
diferentes del injerto intervarietal Serrano-Pasilla (18.87 mg EAA/g grupo b). Asi también,
los injertos intervarietales inoculados (25.27-26.15 mg EAA/g grupo a) y las plantas sin
injertar de Serrano inoculadas (26.07 mg EAA/g grupo a), mostraron que ser estadisticamente
iguales en su contenido de Ac. ascorbico con las no inoculadas (grupo a); por su parte los
autoinjertos inoculados de Serrano (17.78 mg EAA/g) mostraron igualdad con el injerto
intervarietal de Serrano-Pasilla no inoculado (18.87 mg EAA/g) (grupo b).
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Cuadro 27. Analisis de varianza del contenido de Ac. ascorbico de las combinaciones
varietales con “Serrano”

Fuentes de variacion

gl SC CM Fe p
— e
Combinacién varietal +tipo 783.80 111.97 18431 (p<0.01)
de muestra
Error 40 243.01 6.08
Total 47 1026.80
70
= 60
< .
M50
2 40
< 4 a
’-1'130 + b I = a: a I
= 50 b
= =
“ 0
<t = =) o pis = =) =}
c 5 2 & £ 5 2 2
No inoculada Inoculada P.capsici

Figura 66. Media de Ac. ascorbico (EAA base seca) y prueba de Tukey de las combinaciones varietales
con “Serrano”
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes segtin la prueba de Tukey (a= 0.05)

Analisis del portainjerto “CM334”

El ANOVA del cuadro 28 muestra que existen diferencias significativas en el contenido de
Ac. Ascorbico de los autoinjertos y plantas sin injertar inoculados y no inoculados del
portainjerto CM334.

Los resultados del anélisis del contenido de Ac. ascorbico del Cuadro 25, presentaron que
los frutos del portainjerto CM334 sin injertar su contenido de ac. ascorbico fue de 23.19 mg
EAA/g (grupo b), mayor al contenido en los frutos de autoinjertos (17.28 mg EAG/g grupo
a); aunado a esto, el contenido de ac. ascorbico en las plantas sin injertar inoculadas (17.30
mg EAA/g) y autoinjertadas inoculadas (18.12 mg EAA/g), segln la prueba de Tukey de la
figura 67, muestra que son estadisticamente iguales a lo obtenido en los autoinjertos no
inoculados (grupo a).
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Cuadro 28. Analisis de varianza del contenido de Ac. ascorbico de las
combinaciones varietales con “CM334”

Fuentes de variacion

gl SC CM Fe P
Combinacion varietal +tipo 144739 48246  12.883  0.000065
de muestra

Error 20 74.897 3.745
Total 23 219.635

70
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0
CM334-CM334 CM334 CM334-CM334 CM334
No inoculada Inoculada P.capsici

Figura 67. Media de Ac. ascorbico (EAA base seca) y prueba de Tukey del portainjerto “CM334”
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes segtin la prueba de Tukey (a= 0.05)

Analisis del portainjerto “Pasilla”

El ANOVA del Cuadro 29, muestra que existen diferencias significativas entre las plantas
sin injertar y autoinjertadas inoculadas y no inoculadas de Pasilla 18M, coincidiendo con la

prueba de Tukey de la Figura 68.

Los resultados del anélisis del contenido de Ac. ascorbico del Cuadro 25, expusieron que los
frutos de las plantas del portainjerto Pasilla 18M sin injertar, su contenido de ac. Ascorbico
fue de 25.49 mg EAA/g (grupo c¢) mayor a la contenida en los frutos de autoinjertos 23.03
mg EAG/g (grupo bc), aunque en la prueba de Tukey mostraron similitudes. Por su parte, el
contenido de Ac. ascorbico en las plantas sin injertar (17.99 mg EAA/g grupo ab) y
autoinjertadas (17.30 mg EAA/g grupo a) de Pasilla 18M inoculadas, segun la prueba de
Tukey mostré que similares estadisticamente entre ellas. Se mostrd un decremento en el
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contenido de ac. ascorbico en los autoinjertos y plantas sin injertar de Pasilla inoculados con

respecto a los no inoculados.

Cuadro 29.Analisis de varianza del contenido de Ac. ascorbico de las combinaciones
varietales con “Pasilla”

Fuentes de variacion
gl SC CM Fe p
Combinacion varietal +tipo 281.95 93.98 9.392 0.000444
de muestra
Error 20 200.14 10.01
Total 23 482.09
70
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— 50
C
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Pasilla-Pasilla Pasilla Pasilla-Pasilla Pasilla

No inoculada

Inoculada P.capsici

Figura 68. Media de Ac. ascorbico (EAA base seca) y prueba de Tukey del portainjerto “Pasilla”
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes segtin la prueba de Tukey (a= 0.05)
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Capsaicina

La cuantificacion y determinaciéon de Capsaicina se hizo por Cromatografia de gases
acoplado a masas, en donde se tomaron de los cromatogramas la “altura del pico” de cada
muestra determinada por el tiempo de retencion, y por la ecuacion de la recta obtenida de la
curva de calibracion, se obtuvieron las ppm de Capsaicina de cada muestra.

Se muestra en el Cuadro 30 las unidades de pungencia (SHU) obtenidas a partir de la ppm.

Cuadro 30. Capsaicina en ppm y SHU de las combinaciones varietales

SHU
Tipo de muestras Trat.a Ifliento de Combinacion varietal G, (Scoville
injerto (ppm) Heat
Units)
Pimiento-CM334 112.8 16915.5
Injertos Pimiento-Pasilla 0.0 0.0
intervarietales Serrano-CM334 309.3 46399.3
Serrano-Pasilla 353.8 53074.9
Pimiento-Pimiento 0.0 0.0
No inoculadas o injertod Serrano-Serrano 294.2 44131.3
CM334-CM334 159.2 23873.3
Pasilla-Pasilla 114.9 17241.9
Pimiento 0.0 0.0
. Serrano 199.4 29908.3
Sin injertar
CM334 124.6 18685.4
Pasilla 97.0 14543.0
Pimiento-CM334 94.0 14098.7
Injertos Pimiento-Pasilla 0.0 0.0
intervarietales Serrano-CM334 314.2 471314
Serrano-Pasilla 300.3 45051.3
Pimiento-Pimiento 0.0 0.0
Inoculadas con
P. capsici Autoinjertos Serrano-Serrano 241.3 36188.7
CM334-CM334 135.3 20293.7
Pasilla-Pasilla 87.3 13089.5
Serrano 313.9 47087.6
Sin injertar CM334 124.4 18654.5
Pasilla 89.3 13402.4

ppm= partes por millon. SHU= Unidades de pungencia Scoville
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Analisis de los tratamientos con “Pimiento”

En el analisis de cuantificacion de Capsaicina por medio de las unidades Scoville que se
muestra en la Figura 69, se determin6 que en los frutos de las plantas sin injertar de Pimiento
no hubo presencia de Capsaicina, de la misma manera en autoinjertos y en los injertos
intervarietales Pimiento-Pasilla; sin embargo, la cromatografia detecté Capsaicina en los
injertos intervarietales Pimiento-CM334 no inoculados e inoculados, aunque en proporciones
bajas (16915 y 14099 SHU respectivamente).

Por lo que se infiere que el proceso de injertacion con el portainjerto CM334, tuvo influencia
sobre la variedad Pimiento, al adquirir este la capacidad de producir capsaicina en cantidades
cuantificables.

Figura 69. Unidades Scoville (SHU) de las combinaciones varietales con “Pimiento”

Analisis de los tratamientos con “Serrano”

En la figura 70, se muestra que la Capsaicina en los frutos obtenidos de plantas de Serrano
sin injertar fue menor (29908 SHU) que en los frutos de las autoinjertadas (44131 SHU). De
la misma manera, se observa que el proceso de injertacion de Serrano con los portainjertos
CM334 y Pasilla 18M increment6 la sintesis de Capsaicina (46399-53075 SHU), ya que se
obtuvieron cantidades mayores a las plantas autoinjertadas y sin injertar.

Aunado a esto, también hubo un incremento de Capsaicina en los frutos de plantas de Serrano
sin injertar inoculadas (47088 SHU) y menor en las autoinjertadas inoculadas (36189 SHU).
Los injertos intervarietales Serrano-CM334 inoculados (47131 SHU) mostraron un similar
contenido de capsaicina que las no inoculadas.
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De manera que se infiere que el estrés provocado por la injertacion con los portainjertos
CM334 y Pasilla 18M aumentd el contenido de Capsaicina, mismo que se mantuvo al
contacto con P. capsici.

Figura 70. Unidades Scoville (SHU) de las combinaciones varietales con “Serrano”
Andalisis del portainjerto “CM334”
En la figura 71, se muestra que el contenido de Capsaicina en frutos de plantas sin injertar
tanto inoculadas (18654 SHU) y no inoculadas (18685 SHU) es similar, sin embargo, se
mostro un aumento de Capsaicina en los autoinjertos de las mismas (20294-23873 SHU), de

manera que se observa el efecto del proceso de injertacion en el aumento de la sintesis de
Capsaicina, aunque no de manera importante.

Figura 71. Unidades Scoville (SHU) de los autoinjertos y plantas sin injertar del portainjerto “CM334”
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Analisis del portainjerto “Pasilla”

En la Figura 72, se muestra que los frutos producidos por las plantas sin injertar del
portainjerto Pasilla (14543 SHU) produjeron menor cantidad de Capsaicina que los frutos de
las plantas autoinjertadas (17242 SHU). Sin embargo, se observa que en los mismos
tratamientos, pero inoculados, el contenido de Capsaicina fue similar entre ellos (13089-
13402 SHU) pero menor que las no inoculadas.

Por lo que se infiere que el proceso de injertacion y exposicion al patégeno afectan, pero no
manera significativa en Pasilla.

Figura 72. Unidades Scoville (SHU) de los autoinjertos y plantas sin injertar del portainjerto “Pasilla”
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DISCUSION

Las concentraciones de los compuestos bioactivos en chile pueden variar segiin el genotipo,
cultivar, la madurez, la parte de la planta, las condiciones de crecimiento y la manipulacion
postcosecha (Alvarez-Parrilla et al., 2011; Deepa et al., 2007), incluso, la region geografica,
las condiciones climaticas, y el almacenamiento, influencian el contenido de compuestos
bioactivos y la actividad antioxidante (Gorinstein et al., 2009). Por su parte, Hallmann y
Rembiatkowska, (2012) encontraron que el contenido de compuestos fenolicos también esta
influenciado por el tipo de cultivo, ya que el sistema organico da valores mas altos que el
convencional. Cabe destacar, que las practicas agricolas como el manejo del agua, estrategias
de fertilizacion, reguladores de crecimiento y desarrollo, podas, sistemas de cultivo, etapa de
cosecha, y la practica del injerto, también afectan la calidad de la fruta, entre ellos, los
compuestos bioactivos, debido a la translocacion de metabolitos asociados con la calidad del
fruto a la variedad injertada a través del xilema y/o modificacion de los procesos fisiologicos
de la variedad (Rouphael et al., 2010).

En la presente investigacion, se observo la influencia del injerto sobre la sintesis de los
compuestos bioactivos de fenoles, ac. ascorbico, y capsaicina, pero esto dependi6 del tipo de
combinacion varietal. Con respecto a los injertos intervarietales Pimiento-CM334 y
Pimiento-Pasilla (13.36 y 14.25 mg EAG/g respectivamente) se observo que la sintesis de
fenoles fue similar a las de las plantas de Pimiento no injertadas (14.46 mg EAG/g), sin
embargo, las plantas autoinjertadas de Pimiento produjeron menos fenoles (9.47 mg EAG/g).
El contenido de fenoles obtenido en los injertos intervarietales con Pimiento, fueron mayores
a los reportados por Deepa et al., (2007) y Gorinstein et al., (2009) en Pimientos sin injertar,
ya que obtuvieron valores que variaron desde 1.86 mg EAG /g en la variedad Tanvi hasta
11.22 mg EAG /g en la variedad Flamingo, y 10.30 mg EAG/g respectivamente; cabe
mencionar que Gorinstein et al., (2009) analiz6 sus muestras liofilizadas y sin semillas, esto
pudo haber sido un factor que afecto los resultados en los niveles de fenoles, ya que se ha
demostrado que las semillas de diversas fuentes vegetales contribuyen significativamente a
un alto contenido fendlico total (Deepa et al., 2007), asi como el tiempo de cosecha y
maduracion de los frutos (Deepa et al., 2007). Por su parte, recientemente Lopez-Mufioz
etal., (2019) obtuvieron 44.37 mg EAG/g de Pimiento morron, superiores a todos los
mencionados anteriormente. Asi mismo, en la investigacion de Chavez-Mendoza et al.,
(2015), los valores que obtuvieron de contenido de fenoles en injertos de Pimiento fueron
inferiores a los reportados anteriormente y a los obtenidos en la presente investigacion, ya
que obtuvieron resultados de 1.1126 mg EAG /g en Fascinato-Robusto, y 0.7039 mg EAG
/g en Sweet-Robusto.

Por otra parte, en los resultados que se obtuvieron de los injertos intergenéricos Serrano con
ambos portainjertos (CM334 y Pasilla), se encontraron mas diferencias en su contenido, ya
que estadisticamente en la prueba de Tukey se determin6 que el contenido de fenoles de
Serrano-CM334 y Serrano-Pasilla (6.55 y 6.73 mg EAG/g respectivamente) es igual entre
ellos, y parecidos a Serrano sin injertar (6.35 mg EAG/g), e inferiores a de Serrano autoinjerto
(7.17 mg EAG/g), sin embargo, las diferencias encontradas en estos tratamientos son
minimas y superiores comparadas con el contenido de Fenoles en plantas sin injertar de
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Serrano reportadas por Ceron-Carrillo et al., (2014) que obtuvieron 1.97 mg EAG /g, pero
inferiores a los reportado por Alvarez-Parrilla et al., (2011), quienes obtuvieron 10.32 mg
EAG/g, y recientemente Lopez-Muiioz et al., (2019) obtuvieron 30.22 mg EAG /g.

Con respecto a la influencia del proceso de autoinjertado en los portainjertos CM334 y
Pasilla, se encontr6é que las plantas autoinjertadas tuvieron menor concentracion de fenoles
que las plantas sin injertar.

La cuantificacion de Ac. ascorbico, en los injertos intervarietales de Pimiento-CM334 (46.44
mg EAA/g) y Pimiento-Pasilla (44.07 mg EAA/g), se mostraron similares, sin embargo, su
contenido fue menor al Pimiento sin injertar (49.57 mg EAA/g), pero mayor al autoinjerto
(34.60 mg EAA/g). Cabe senalar que los resultados obtenidos, fueron superiores a los
reportados por Deepa et al., (2007) que variaron de 9.8 mg/g a 30.3 mg EAA/g., y Gorinstein
etal., (2009) que reportaron 1.25 mg EAA/g de muestras liofilizadas y sin semillas, y
Chavez-Mendoza et al., (2015) en injertos de pimiento Sweet-Robusto 1.65 mg EAA /gy en
Jeanette-Terrano 1.31 mg EAA/g.

Los resultados obtenidos en el injerto intervarietal Serrano-CM334 (27.99 mg EAA/g)
resultd estadisticamente igual a los controles autoinjerto (28.23 mg EAA/g) y a la planta sin
injertar (29.36 mg EAA/g) de Serrano, siendo que el injerto intervarietal Serrano-Pasilla
(18.87 mg EAA/g) obtuvo menor contenido, por lo que puede inferirse, que el portainjerto
tuvo influencia sobre la variedad comercial injertada. Los resultados obtenidos fueron
superiores a los reportados en chile Serrano por Alvarez-Parrilla et al., (2011) y Dominguez-
Martinez et al., (2014), que obtuvieron 13.85 EAA mg/g y 4.58 EAA mg/g respectivamente.
Cabe mencionar que los valores de acido ascorbico en Capsicum encontrados en la literatura
varian considerablemente (Carvalho et al., 2015).

Por su parte, el contenido de Ac. ascorbico en el portainjerto CM334 (23.19 mg EAA/g) fue
mayor que en su autoinjerto (17.28 mg EAA/g), a diferencia del portainjerto Pasilla donde la
respuesta que se tuvo a la autoinjertacion presenté una minima variacion en el contenido de
ac. ascorbico (23.03 mg EAA /g) con respecto al control sin injertar (25.49 mg EAA/g).

En los resultados obtenidos en la cuantificacion de Capsaicina de los injertos intervarietales,
en los frutos de la combinacion Pimiento-CM334 se observo la presencia de capsaicina con
112.8 ppm, cuando en los autoinjertos y en las plantas sin injertar de Pimiento el valor fue
de 0 ppm; por su parte, en los injertos intervarietales de Pimiento-Pasilla no se encontrd
capsaicina (0 ppm), de manera que se infiere la influencia del portainjerto CM334 sobre la
variedad injertada Pimiento. Sin embargo, la presencia de capsaicina en Pimiento también
fue reportada por Deepa et al., (2007) que determinaron contenido de capsaicina en varios
cultivares de Pimiento dulce desde 7760 a 14400 ppm. Por su parte, la concentracion de
capsaicina en los injertos intervarietales Serrano-Pasilla (353.8 ppm) fue mayor que en
Serrano-CM334 (309.3 ppm); asi tambien en los autoinjertos de Serrano se cuantifico mayor
concentracion que las plantas sin injertar, de manera que se evidencia la influencia de la
técnica sobre la concentracion de capsaicina. Estos resultados fueron mayores a los
reportados por Cerén-Carrillo et al., (2014) en Serrano 12.6 ppm, y menores a los reportados
por Alvarez-Parrilla et al., (2011) 1606.1 ppm. El aumento o disminucion en el contenido de
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capsaicina observado en los diferentes genotipos puede atribuirse a la variacion inherente en
los niveles de enzimas peroxidasa (Deepa et al., 2007).

La gran variabilidad encontrada en los resultados obtenidos de los compuestos bioactivos
comparada con los resultados de otros autores pudiera deberse a la diferencia entre genotipos,
etapa de madurez al momento de la cosecha (Deepa et al., 2007), condiciones de crecimiento,
condiciones del suelo y del clima, manipulacion postcosecha (Alvarez-Parrilla et al., 2011),
incluso el método de extraccion y cuantificacion, asi como de la solucidon extractora del
compuesto bioactivo. Al respecto Loizzo et al., (2015), confirman que la variacion de
respuestas indica que no todas las especies de chile son sensibles al mismo tipo de
procesamiento, lo que puede tener impacto en el contenido de compuestos bioactivos.

También se hizo el andlisis de los compuestos bioactivos en las 12 combinaciones varietales
inoculadas con P. capsici, para determinar si también la exposicion al patdégeno influy6 en la
sintesis de los compuestos bioactivos. Los resultados mostraron variaciones en el contenido
de fenoles con respecto a las plantas no inoculadas e inoculadas, pues se determinaron
pequenas disminuciones de los injertos intervarietales injertados e inoculados, con respecto
a los controles autoinjertados y no injertados inoculados. Por otra parte, en el analisis de ac.
ascorbico, tanto los injertos intervarietales de Pimiento con ambos portainjertos como el
control inoculado de Pimiento, hubo un aumento en el contenido de ac. ascorbico con
respecto a los no inoculados, sin embargo, tanto los injertos intervarietales y controles de
Serrano inoculados, tuvieron contenido parecido a los tratamientos no inoculados de los
mismos.

Cabe destacar que el contenido de capsaicina en los injertos intervarietales de Pimiento-
CM334 inoculado, hubo presencia de capsaicina, al igual que en el tratamiento no inoculado.
Por su parte, el control autoinjerto y sin injertar, y el injerto intervarietal Pimiento-Pasilla, no
se detectd contenido de capsaicina. Asi también, hubo poca variacion en el contenido de
capsaicina en los tratamientos de Serrano inoculados y no inoculados, aunque cabe destacar
que el serrano no injertado e inoculado, tuvo mayor concentracion de capsaicina con respecto
a la planta sin injertar y sin inocular, por lo que se infiere, el aumento del compuesto bioactivo
fue a causa de la exposicion al patdgeno. Sorprendentemente existen pocos datos sobre la
genética de la ruta de biosintesis de la capsaicina. Se sabe que los genotipos de chile exhiben
una amplia variacion en la acumulacion de capsaicina en respuesta a factores genéticos y
ambientales (Reyes-Escogido et al., 2011), como por ejemplo las concentraciones de sustrato
y la baja disponibilidad de agua ocasionan un incremento en la produccion de capsaicina, ya
que el estrés hidrico también aumenta los niveles de capsaicina al aumentar la actividad de
las enzimas fenilalanina amoniaco-liasa (PAL), 4cido cinamico-4-hidroxilasa (C4H) y CS,
todas involucradas en la biosintesis de capsaicina (Reyes-Escogido et al., 2011).

Estas alteraciones en el contenido de compuestos bioactivos tanto en las plantas injertadas
inoculadas y no inoculadas, pueden deberse a los estreses provocados por el proceso de
injertacion, y a la exposicion a P. capsici, con variaciones dependiendo de la combinacion y
del portainjerto, ya que se tiene el conocimiento sobre los posibles problemas alternos que
pudieran surgir al injertar una planta como la compatibilidad, cambio en el patron fenologico
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del cultivo, cambios en la calidad del fruto con respecto a las plantas no injertadas (Colla
etal., 2012; Jang et al., 2013; King et al., 2010; Pintado-Lopez et al., 2017), asi como
tambien se conoce la eficacia de los compuestos bioactivos en la inhibicion de diversas
enfermedades fungicas (Lopez-Munoz etal.,, 2019). Asi también, las diferencias en
rendimiento y calidad de frutos en plantas injertadas pueden estar condicionadas por el
ambiente (intensidad de luz, temperatura y humedad) y manejo (suelo, riego y fertilizacion)
(Jang et al., 2013).

El género Capsicum, ademés de proveer proteinas y minerales necesarias en la dieta y salud
humana asociado con la accion de antioxidantes, como fenoles, flavonoides, capsaicinoides,
carotenoides, vitaminas, y terpenoides (Anikwe et al., 2017; Igbal et al., 2015) a través del
consumo, sus compuestos bioactivos tienen la funcion ecoldgica mediadora entre la planta y
el medio ambiente en respuesta a las amenazas (Howard et al., 2000). La mayoria de los
estudios referentes a los compuestos bioactivos, se han dirigido principalmente a problemas
de salud humana y poco se ha observado en relacion a la interaccion ecologica en respuesta
a patdgenos relacionados con plantas (Dorantes et al., 2000). Estudios recientes, han
comprobado que ademas de la capsaicina, se destaca la accion antifungica de los fenoles, uno
de los antioxidantes de mayor concentracion que interfiere en el metabolismo microbiano, al
inhibir su crecimiento (Bacon et al., 2017). Se ha demostrado que los compuestos fendlicos
provenientes de diferentes plantas tienen impacto sobre la resistencia de las membranas
microbianas interfiriendo en el metabolismo microbiano, entre otros posibles modos de
accion, que retardan o inhiben el crecimiento de los microorganismos (Cerdn-Carrillo et al.,
2014). En concreto, el cultivo de chile posee actividad antimicrobiana, debido a la accion de
antioxidantes. Por lo que es de interés en la produccion agricola, como alternativa en el
manejo de enfermedades en plantas (Lopez-Muiioz et al., 2019).

Es necesario que las combinaciones variedad-portainjerto sean seleccionadas
cuidadosamente para condiciones climaticas y geograficas especificas. Una seleccion
apropiada puede ayudar a reducir la incidencia de enfermedades que afectan la raiz e
incrementar la calidad del fruto y su composicion quimica (Louws et al., 2010).

CONCLUSION

El proceso de injertacion y la exposicion al patogeno influyd en la sintesis de compuestos
bioactivos en los frutos de maneras diferentes; esto depende de la combinacion varietal y del
tipo de compuesto bioactivo.

No hubo cambios importantes en la concentraciéon de fenoles solubles en los frutos de
Pimiento injertados, en comparacion con los frutos de plantas no injertadas, sin embargo,
disminuyd el compuesto bioactivo en los frutos de los injertos inoculados. Asimismo, no
hubo cambios importantes en la concentracion del compuesto en frutos de Serrano injertados,
comparado con las plantas sin injertar e inoculadas.
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Hubo una ligera disminucién en la concentracion de acido ascorbico en los frutos de Pimiento
injertados en comparacion con los frutos de las plantas no injertadas. La exposicion al
patdgeno influy6 en el aumento del compuesto en los frutos de Pimiento de los injertos y
autoinjertos. Los frutos de Serrano injertados e inoculados, no se presentaron cambios
significativos en su concentracion de acido ascorbico.

La concentracidn de capsaicina aumenté en frutos de Pimiento injertado sobre el portainjerto
CM334, inoculados y no inoculados, en comparacion con las plantas sin injertar, donde no
hubo presencia de capsaicina en sus frutos. También, en los frutos de Serrano injertados hubo
aumento en la concentracion del compuesto a raiz del proceso de injertacion e inoculacion,
comparada con las plantas no injertadas.

Los cambios de concentraciones que se dieron de fenoles solubles y acido ascorbico, no
afectan en la calidad organoléptica de los frutos de Pimiento y Serrano, sin embargo, dichos
cambios en aumento o disminucién pudieran intervenir en su calidad como compuestos
bioactivos para la salud humana, y como intermediarios ecolégicos contra patdégenos.

El aumento de capsaicina en los frutos de los injertos intervarietales Pimiento-CM334, se
esperaria no afecte en su calidad organoléptica, debido a que fue un aumento minimo que
pudiera ser imperceptible al gusto. El aumento de capsaicina en los frutos de Pimiento y
Serrano injertados, pudieran beneficiar como compuesto bioactivo para la salud humana y
como intermediarios ecologicos contra los patdgenos.
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CAPITULO V: Conclusiones Generales

La sobrevivencia al proceso de injertacion de las variedades comerciales Serrano
Coloso y Pimiento CW con los portainjertos CM334 y Pasilla 18M fue muy alta
(>90%), lo que demuestra su excelente compatibilidad.

A pesar de no haber encontrado correlacion de las diferencias de las dimensiones
histologicas de los miembros del injerto (variedad-portainjerto) con la sobrevivencia
al proceso de injertacion, fueron histologicamente compatibles, ya que hubo un
excelente reconocimiento y ensamble de los tejidos vasculares de las variedades con
los portainjertos, de manera que todos los injertos intervarietales tuvieron un ciclo
fenoldgico normal, del mismo modo que las plantas sin injertar.

Se demostro la eficiencia de Pasilla 18M y CM334 como portainjertos contra P.
capsici, ya que confirieron resistencia a las variedades susceptibles Pimiento CW y
Serrano Coloso.

Pasilla 18M fue tan eficiente como CM334 contra P. capsici, por lo que este genotipo
puede ser utilizado como una nueva fuente de resistencia contra la pudricion de raiz
por Phytophthora.

El proceso de injertacion y la exposicion al patdogeno influyd en la sintesis de
compuestos bioactivos de los frutos de maneras diferentes; esto depende de la
combinacion varietal, del portainjerto, si hubo exposicion al patdogeno, y del
compuesto bioactivo del que se trate.

El portainjerto CM334 tuvo influencia sobre la variedad injertada Pimiento CW en la
sintesis de capsaicina, y ambos portainjertos (CM334 y Pasilla 18M) en la variedad
Serrano, al aumentar la concentraciéon del compuesto bioactivo en los injertos
intervarietales.

Los cambios de concentraciones que se dieron de fenoles solubles, acido ascorbico,
y capsaicina en los frutos de Pimiento y Serrano injertados, no afectan en su calidad
organoléptica, sin embargo, los cambios en aumento de los compuestos pudieran
beneficiar como compuesto bioactivo para la salud humana y como intermediarios
ecologicos contra los patogenos.

RECOMENDACIONES

Se requiere continuar con la investigacion en la busqueda de nuevos portainjertos contra P.

oomiceto.

Se requiere hacer un andlisis completo de la concentracion de capsaicina en los injertos
intervarietales de Pimiento y Serrano sobre los portainjertos CM334 y Pasilla 18M, para
verificar los resultados obtenidos en la presente investigacion.

Se requiere hacer un andlisis exhaustivo sobre la ruta de la biosintesis de la capsaicina, para
entender de qué manera el portainjerto afecta la sintesis de este compuesto en la variedad
injertada.
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ANEXOS

Anexo I: Métodos de conservacion de P. capsici
Medio para conservacion de P. capsici: Corn Meal Agar (medio comercial)

Se pesaron y agregaron a 1 L de agua destilada 18 g de corn meal agar; la mezcla se puso en
agitacion y calentamiento continuo hasta su homogeneizacion.

El medio se esterilizo en autoclave por 15 minutos a 121°C y 15 psi.

Se vacid en cajas Petri estériles y a tubos de vidrio en inclinacion en condiciones de campana
de flujo laminar; y se dejaron solidificar.

Medio para conservacion: Harina de maiz agar

Como alternativa al medio de cultivo comercial (Corn Meal Agar), se prob6 el medio harina
de maiz deshidratada.

Se mezclaron 60 g de harina de maiz en 500 mL de agua destilada, se agit6 y calentd durante
1 h; luego se centrifugd la mezcla 4 minutos a 3000 rpm. Se recuper6 el sobrenadante, se
agregaron 16 g de agar y se aford a 1 L con agua destilada. Se calent6 la mezcla hasta disolver
completamente.

El medio se esterilizo en autoclave por 15 minutos a 121°C y 15 psi.

Se vacio6 el medio en cajas Petri estériles en condiciones de campana de flujo laminar, y se
dej6 solidificar.

Siembra para conservacion de P. capsici

Se sembré en medio corn meal agar el aislado, y se dejo crecer por 7 dias en condiciones de
25°C y obscuridad.

Se usaron dos técnicas de conservacion, las cuales se describen a continuacion:

Conservacion en Agua destilada estéril

En condiciones de completa asepsia en campana de flujo laminar, se cortaron de la periferia
de la colonia cubos de aprox. 8 mm de los cultivos jovenes, y se transfirieron de 3 a 6 cubos
a tubos con 6 mL de agua destilada estéril. Se sellaron y se conservaron a 25°C en
condiciones de obscuridad.

Conservacion en tubos con medio inclinado

En condiciones de completa asepsia en campana de flujo laminar, se cortaron de la periferia
de la colonia cubos de aprox. 8 mm de los cultivos jovenes; se sembrd un cubo del cultivo
en la parte media de un tubo con medio corn meal agar inclinado. Se dejaron crecer las
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colonias en los tubos por aprox. siete dias o hasta tapar toda la superficie del medio, luego se
les agregd agua destilada estéril hasta tapar la colonia del oomyceto. Se sellaron y se
conservaron a 25°C en condiciones de obscuridad.

Anexo II: Sobrevivencia al injerto

A continuacién, se muestran los resultados completos de la primera etapa de sobrevivencia
al proceso de injertacion. Los porcentajes de sobrevivencia se evaluaron a los 14 (cuadro 1),
21 (cuadro 2), 28 (cuadro 3), 35 (cuadro 4) y 42 (cuadro 5) dias después del proceso de
injertacion.

Cuadro 1. porcentaje de sobrevivencia al injerto a los 14 DDI

Promedio
’II‘IE;&:‘{‘; Comb-Varietal DDI del % n®  Min Max S EE
Sobrev
Injerto Serrano-Pasilla 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0
Injerto Serrano-CM334 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0
Injerto Pimiento-Pasilla 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0
Injerto Pimiento-CM334 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0
Autoinjerto Serrano-Serrano 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0
Autoinjerto | Pimiento-Pimiento 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0
Autoinjerto Pasilla-Pasilla 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0
Autoinjerto CM334-CM334 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0
Sin-Injertar Serrano 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0
Sin-Injertar Pimiento 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0
Sin-Injertar Pasilla 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0
Sin-Injertar CM334 14 100.0000 4 100 100 0.0 0.0

DDI: dias después del injerto
MNumero de repeticiones (15 plantas por repeticion, es decir, 60 plantas por combinacion varietal).
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Cuadro 2. Porcentaje de sobrevivencia al injerto a los 21 DDI

Promedio
iﬁg{o Comb-Varietal ~ DDI  del% n» Min Max S EE
Sobrev

Injerto Serrano-Pasilla 21 95.00 4 87 100 6.27 3.14

Injerto Serrano-CM334 21 91.75 4 80 100 9.95 4.97

Injerto Pimiento-Pasilla 21 96.50 4 93 100 4.04 2.02

Injerto Pimiento-CM334 21 93.25 4 87 100 5.32 2.66
Autoinjerto Serrano-Serrano 21 80.00 4 67 100 14.35 7.18
Autoinjerto | Pimiento-Pimiento 21 86.50 4 73 100 12.23 6.12
Autoinjerto Pasilla-Pasilla 21 93.25 4 87 100 5.32 2.66
Autoinjerto CM334-CM334 21 90.00 4 80 100 8.52 4.26
Sin-Injertar Serrano 21 96.50 4 93 100 4.04 2.02
Sin-Injertar Pimiento 21 100.00 4 100 100 0.00 0.00
Sin-Injertar Pasilla 21 100.00 4 100 100 0.00 0.00
Sin-Injertar CM334 21 98.25 4 93 100 3.50 1.75
DDI: dias después del injerto
Numero de repeticiones (15 plantas por repeticion, es decir, 60 plantas por combinacion varietal).

Cuadro 3. Porcentaje de sobrevivencia al injerto a los 28 DDI
Promedio
iﬁg{o Comb-Varietal DDI del% n® Min  Max S EE
Sobrev

Injerto Serrano-Pasilla 28 94.50 4 85 100 7.14 357

Injerto Serrano-CM334 28 91.00 4 77 100 11.17 5.58

Injerto Pimiento-Pasilla 28 94.25 4 92 100 3.86 1.93

Injerto Pimiento-CM334 28 88.75 4 77 93 7.85 3.92
Autoinjerto Serrano-Serrano 28 74.50 4 60 100 17.52 8.76
Autoinjerto Pimiento-Pimiento 28 81.50 4 69 93 10.63 5.32
Autoinjerto Pasilla-Pasilla 28 90.75 4 85 100 7.23 361
Autoinjerto CM334-CM334 28 88.75 4 77 100 9.95 4.97
Sin-Injertar Serrano 28 96.25 4 92 100 4.35 2.17
Sin-Injertar Pimiento 28 100.00 4 100 100 0.00 0.00
Sin-Injertar Pasilla 28 100.00 4 100 100 0.00 0.00
Sin-Injertar CM334 28 98.25 4 93 100 3.50 1.75

DDI: dias después del injerto
MNumero de repeticiones (15 plantas por repeticion, es decir, 60 plantas por combinacion varietal).
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Cuadro 4. Porcentaje de sobrevivencia al injerto a los 35 DDI

Promedio
E}(ﬂo Comb-Varietal DDI del % n  Min Max S EE
Sobrev

Injerto Serrano-Pasilla 35 93.00 4 85 100 8.12 4.06

Injerto Serrano-CM334 35 89.00 4 69 100 14.67 7.34

Injerto Pimiento-Pasilla 35 94.25 4 92 100 3.86 1.93

Injerto Pimiento-CM334 35 87.00 4 77 93 7.66 3.83
Autoinjerto Serrano-Serrano 35 74.50 4 60 100 17.52 8.76
Autoinjerto | Pimiento-Pimiento 35 81.50 4 69 93 10.63 5.32
Autoinjerto Pasilla-Pasilla 35 90.75 4 85 100 7.23 3.61
Autoinjerto CM334-CM334 35 88.75 4 77 100 9.95 4.97
Sin-Injertar Serrano 35 96.25 4 92 100 4.35 2.17
Sin-Injertar Pimiento 35 100.00 4 100 100 0.00 0.00
Sin-Injertar Pasilla 35 100.00 4 100 100 0.00 0.00
Sin-Injertar CM334 35 98.25 4 93 100 3.50 1.75
DDI: dias después del injerto
Numero de repeticiones (15 plantas por repeticion, es decir, 60 plantas por combinacion varietal).

Cuadro 5. Porcentaje de sobrevivencia al injerto a los 42 DDI
Promedio
E}eArTo Comb-Varietal DDI del % n”  Min  Max S EE
Sobrev

Injerto Serrano-Pasilla 42 91.25 4 85 100 6.75 3.38

Injerto Serrano-CM334 42 89.00 4 69 100 14.67 7.34

Injerto Pimiento-Pasilla 42 94.25 4 92 100 3.86 1.93

Injerto Pimiento-CM334 42 87.00 4 77 93 7.66 3.83
Autoinjerto Serrano-Serrano 42 74.50 4 60 100 17.52 8.76
Autoinjerto | Pimiento-Pimiento 42 79.75 4 62 93 13.55 6.77
Autoinjerto Pasilla-Pasilla 42 90.75 4 85 100 7.23 3.61
Autoinjerto CM334-CM334 42 88.75 4 77 100 9.95 4.97
Sin-Injertar Serrano 42 93.00 4 80 100 9.45 4.73
Sin-Injertar Pimiento 42 100.00 4 100 100 0.00 0.00
Sin-Injertar Pasilla 42 100.00 4 100 100 0.00 0.00
Sin-Injertar CM334 42 98.25 4 93 100 3.50 1.75

DDI: dias después del injerto
(MNuamero de repeticiones (15 plantas por repeticion, es decir, 60 plantas por combinacién varietal).
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Anexo III: Respuesta a P. capsici

Los resultados obtenidos del ANOVA a los cinco dias después de la inoculaciéon muestran
no tener diferencias significativas en la severidad de todos los tratamientos varietales, es decir
que la enfermedad ain no se manifestaba en este periodo de tiempo, y por lo tanto la
severidad alcanz6 los limites minimos en la expresion en las plantas.

Cuadro 6. Analisis de varianza de la severidad en combinaciones varietales a los 5 DDPc

Fuentes de variaciéon glli‘:‘)(::‘)tsage SS MS F p
Combinacion varietal 11 0.171041  0.015549 1.336375 0.202789
Error 325 3.781481  0.011635
Total 336 3.952522

Cuadro 7. Severidad de las combinaciones varietales a los 5 DDPc¢

Tipo de
tratamiento

Injerto
Injerto
Injerto
Injerto
Autoinjerto
Autoinjerto
Autoinjerto
Autoinjerto
Sin-Injertar
Sin-Injertar
Sin-Injertar

Sin-Injertar

Comb-Varietal

Serrano-Pasilla
Serrano-CM334
Pimiento-Pasilla
Pimiento-CM334
Serrano-Serrano
Pimiento-Pimiento
Pasilla-Pasilla
CM334-CM334
Serrano
Pimiento
Pasilla
CM334

Promedio de
Severidad (0-4)

0.00+0.00 a
0.00 £0.00 a
0.00+0.00 a
0.00£0.00 a
0.00+0.00 a
0.07+0.05a
0.00+0.00 a
0.00£0.00 a
0.04+0.04a
0.03+0.03a
0.00+0.00 a
0.00£0.00 a

n

27
28
29
28
24
27
29
29
27
30
30
29

Min
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

Max

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
1.00
0.00
0.00
1.00
1.00
0.00
0.00

S

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.27
0.00
0.00
0.19
0.18
0.00
0.00

La letra que se encuentra en la columna de promedio de severidad muestra que no hay diferencia
significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (0=0.05) En la columna promedio de severidad + error

estandar. N= niimero de plantas inoculadas

Los resultados de la prueba de Tukey y el ANOVA a los cinco DDPc, arrojaron no haber
diferencias significativas entre los 12 tratamientos varietales.
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E1 ANOVA del cuadro 8 y la prueba de Tukey del cuadro 9 muestran una diferencia altamente
significativa en la severidad de los tratamientos varietales a los 10 DDPc, en comparacion de
los cinco dias, ya que para esta etapa de la inoculacion, ya habian sintomas de infeccion hasta
en un nivel de 4, que segun la escala de evaluacion es el maximo nivel de severidad, esto en
las combinaciones Serrano-Serrano, Pimiento-Pimiento, Serrano, Pimiento, y Pasilla; cabe
mencionar que la severidad en nivel 4 de la combinacion “Pasilla” pertenecio Ginicamente a
una planta enferma.

Cuadro 8. Analisis de varianza de la severidad en combinaciones varietales a los 10 DDPc

Fuentes de variaciéon gll;zg:tsa?ie SS MS F p
Combinacion varietal 11 184.7758 16.79780 15.36164 0.00
Error 325 355.3844 1.09349
Total 336 540.1602
Cuadro 9. Severidad de las combinaciones varietales a los 10 DDPc
ratamieno | COMBVATIl OOy n M Max S
Injerto Serrano-Pasilla 0.00£0.00 a 27 0.00 0.00 0.00
Injerto Serrano-CM334 0.07+0.07 a 28 0.00 2.00 0.38
Injerto Pimiento-Pasilla 0.00£0.00 a 29 0.00 0.00 0.00
Injerto Pimiento-CM334 0.04+0.04 a 28 0.00 1.00 0.19
Autoinjerto Serrano-Serrano 1.50 £ 0.38 be 24 0.00 4.00 1.84
Autoinjerto Pimiento-Pimiento 2.11+037¢ 27 0.00 4.00 1.95
Autoinjerto Pasilla-Pasilla 0.00£0.00 a 29 0.00 0.00 0.00
Autoinjerto CM334-CM334 0.00+0.00 a 29 0.00 0.00 0.00
Sin-Injertar Serrano 1.04 £0.28 bd 27 0.00 4.00 1.45
Sin-Injertar Pimiento 1.53+£0.34 be 30 0.00 4.00 1.89
Sin-Injertar Pasilla 0.13+£0.13 ad 30 0.00 4.00 0.73
Sin-Injertar CM334 0.00+0.00 a 29 0.00 0.00 0.00

La letra que se encuentra en la columna de promedio de severidad muestra que no hay diferencia
significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (0=0.05) En la columna promedio de severidad +

error estandar. N=numero de plantas inoculadas
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Figura 1. Severidad media de las combinaciones varietales a los 5 DDPc (escala de 0-4)

Las barras de error muestran el error estandar
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Figura 2. Severidad media de las combinaciones varietales a los 10 DDPc (escala de 0-4)
Las barras de error muestran el error estandar
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Anexo IV: Cromatogramas de la GC/MS

Cromatogramas muestras No inoculadas

Capsaicina—»

Figura 3. Cromatograma del Estandar Capsaicina 1000 ppm
Tiempo de retencion: 7.863

Capsaicina

X

Figura 5. Cromatograma de la muestra Serrano

Capsaicina

X

Figura 7. Cromatograma de la muestra Serrano-CM334

Figura 4. Espectro de masas Capsaicina 1000 ppm

Capsaicina

X

Figura 6. Cromatograma de la muestra Serrano-Serrano

Capsaicina

I'd

Figura 8. Cromatograma de la muestra Serrano-Pasilla
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Figura 9. Cromatograma de la muestra Pimiento Figura 10. Cromatograma de la muestra Pimiento- Pimiento

Capsaicina
Figura 11. Cromatograma de la muestra Pimiento- Pasilla Figura 12. Cromatograma de la muestra Pimiento- CM334
Cromatogramas de muestras inoculadas
Capsaicina
Capsaicina
X p

X

Figura 13. Cromatograma de la muestra Serrano Inoculado Figura 14. Cromatograma de la muestra Serrano-Serrano

Inoculado
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Capsaicina
Capsaicina 's

X

Figura 16. Cromatograma de la muestra Serrano-CM334

Figura 15. Cromatograma de la muestra Serrano-Pasilla
Inoculado

Inoculado

Figura 18. Cromatograma de la muestra Pimiento-Pasilla

Figura 17. Cromatograma de la muestra Pimiento-Pimiento
Inoculado

Inoculado

Capsaicina

I'd

Figura 19. Cromatograma de la muestra Pimiento-CM334
Inoculado
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