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CARACTERIZACION ex situ DE COLECTAS DE CHILE TABAQUERO DE OAXACA

Angela Garcia Arista, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

En México se puede encontrar una gran variabilidad de chiles cultivados y
silvestres, dentro de los cuales existen tipos de chile de importancia regional que han
sido poco estudiados. Estas poblaciones poseen un reservorio de genes, los cuales
pueden aprovecharse en programas de mejoramiento genético. Dada la importancia del
chile en México, se planted la presente investigacion con la finalidad de caracterizar y
evaluar 44 colectas de chile tabaquero de Oaxaca, en términos de su variacion
morfoldgica, contenido de capsaicinoides y de su resistencia genética a Phytophthora
capsici LEO. Para la caracterizacibn morfolégica, se realizd6 un analisis multivariado
considerando 21 variables morfoldgicas, el analisis clasifico a las colectas en tres grupos
y las variables de mayor contribucion a la variabilidad fueron: longitud y ancho de la hoja;
longitud y grosor del pedunculo del fruto; longitud, forma y peso del fruto. En dicha
caracterizacion, también se identificaron tres formas de frutos: alargado, triangular
grande y triangular chico. La concentracion de capsaicinoides de las colectas se
determind a través de cromatografia liquida de alta resolucion utilizando un cromatégrafo
Agilent ® modelo 1260 equipado con un detector DAD. Con los resultados de
concentraciones de capsaicinoides se realizé un analisis de varianza y comparacion de
medias, donde se observaron diferencias significativas entre colectas, y el 79% de las
colectas presentaron valores superiores a 100,000 Unidades Scoville de Picor (USP).
También el andlisis se llevd a cabo con base a la forma del fruto, donde los frutos
alargados fueron los de mayor contenido del alcaloide. En la evaluacién de la resistencia
genética a Phytophthora capsici LEO, se presentaron diferencias significativas entre
colectas y dentro de las colectas, hubo plantas que se comportaron como el testigo
susceptible, plantas resistentes como el testigo resistente y plantas que tuvieron un
desarrollo de la enfermedad mas lento que el testigo susceptible. Con base a lo anterior,
el chile nativo tabaquero cuenta con potencial para poder ser utilizado en programas de
mejoramiento genético de chile.

Palabras clave: Caracterizacion morfoldgica, chile nativo, capsaicinoides, Phytophthora
capsici. Heat Scoville Units (HSU)



EX SITU CHARACTERIZATION OF TABAQUERO CHILI COLLECTIONS FROM
OAXACA

Angela Garcia Arista, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

In Mexico you can find a great variability of cultivated and wild chiles, within which
there are types of chili of regional importance that have been little studied. These
populations have a reservoir of genes, which can be used in genetic improvement
programs. Given the importance of chili in Mexico, this research was proposed in order
to characterize and evaluate 44 collections of tabaquero peppers from Oaxaca, in terms
of their morphological variation, capsaicinoids content and their genetic resistance to
Phytophthora capsici LEO. For the morphological characterization, a multivariate analysis
was carried out considering 21 morphological variables, the analysis classified the
collections into three groups and the variables with the greatest contribution to the
variability were: length and width of the sheet; length and thickness of the peduncle of the
fruit; length, shape and weight of the fruit. In this characterization, three fruit shapes were
also identified: elongated, large triangular and small triangular. The concentration of
capsaicinoids of the collections was determined through high-performance liquid
chromatography using an Agilent ® chromatograph model 1260 equipped with a DAD
detector. With the results of capsaicinoids concentrations, an analysis of variance and
comparison of means was performed, where significant differences between collections
were observed, and 79% of the collections presented values greater than 100,000 Heat
Scoville Units (HSU). The analysis was also carried out based on the shape of the fruit,
where the elongated fruits were those with the highest content of the alkaloid. In the
evaluation of genetic resistance to Phytophthora capsici LEO, there were significant
differences between collections and within the collections, there were plants that behaved
as the susceptible control, resistant plants as the resistant control and plants that had a
slower development of the disease than the susceptible control. Based on the above, the
native tabaquero pepper has the potential to be used in chili genetic improvement
programs.

Key words: Morphological characterization, native chili, capsaicinoids, Phytophthora
capsici.
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INTRODUCCION GENERAL

El género Capsicum spp., pertenece a la familia Solanaceae (Trejo y Rivera, 2018)
esta formado por alrededor de 30 especies y cinco de las cuales son cultivadas: C.
annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens y C. pubescens (Pickersgill, 1989,
Bosland & Votava, 2012). La especie mas importante y distribuida en el mundo es
Capsicum annuum, con origen en las montafias de los andes de América del Sur,
especificamente en las regiones de lo que hoy es Perd, Colombia, Ecuador y Bolivia
(Barchenger y Bosland, 2019; Bosland & Votava, 2012) y México es su principal centro
de domesticacion (Aguilar et al., 2010). En México se puede encontrar una gran
diversidad de recursos fitogenéticos de chiles cultivados de las especies C. annuum, C.
frutescens L., C. pubescens (Ruiz & Pav), y C. chinense Jacq., ademas de poblaciones
silvestres de C. annuum, C. frutescens, C. ciliatum y C. lanceolatum con gran variabilidad
morfoldgica y genética (De la Cruz-Lazaro et al., 2017. Sin embargo, los trabajos de
caracterizacion son escasos, condicion necesaria para un mejor aprovechamiento de los

Mismos en iniciar programas de mejoramiento genético (Lépez y Castro, 2006).

La produccién mundial del chile es aproximadamente de 55 millones de toneladas
de chiles verdes y secos, donde los paises que destacan son China, México, Indonesia,
Turquia y Espafia (FAO, 2022). La superficie sembrada de chile en México es de 149 mil
ha, con una produccion de 3 millones de toneladas, siendo los chiles tipos ancho, mulato,
guajillo o mirasol, jalapefio y serrano con la mayor produccion, y los principales estados
productores de chile en México son: Zacatecas, San Luis Potosi, Chihuahua y Sinaloa
(Pozo, 1981; SIAP, 2022). En el caso especifico del estado de Oaxaca, la superficie
sembrada de chile es de 2,433 ha, donde destacan los chiles tipo costefio, pasilla, de
agua, soledad y tabaquero. La superficie sembrada de chile tabaquero en México es de
351.84 ha, donde destaca el estado de Tabasco con una superficie de 201 ha, seguido

por el estado de Oaxaca con 144.5 ha y el estado de Jalisco con 6.34 ha (SIAP, 2022).

El consumo de los frutos del chile puede ser en fresco, deshidratado o procesado
(Acosta y Chavez, 2003). Estos contienen muchas de sustancias quimicas, que incluyen
agua, aceites, carotenoides, alcaloides, resina, proteinas, elementos minerales de fibra

y muchas otras sustancias quimicas, que les confieren importancia econémica, valor



nutricional, medicinal e incluso cosmético (Bosland & Votava, 2012), debido a ello es un

condimento de mayor importancia econémica a nivel mundial (Castro et al., 2012).

Los capsaicinoides son un grupo de alcaloides que se sintetizan Unicamente en los
frutos del género Capsicum y es la cantidad acumulada de éstos, la responsable de su
picor (Vazquez et al., 2007), la mayor concentracion se sintetiza y acumula en el tejido
placentario (Vazquez et al.,, 2007). Se conocen 22 compuestos analogos diferentes
(Bosland & Votava, 2012), de los cuales la capsaicina y la dihidrocapsaicina constituyen
cerca del 90% de los capsaicinoides totales en el fruto (Betts, 1999; Giunffrida et al.,
2013).

No obstante, la importancia del chile a nivel mundial, su produccion se ha visto
afectada por diversos patdogenos causantes de siniestros parciales o totales (Guigon y
Gonzalez, 2001). Dentro de éstos se encuentran hongos, bacterias, virus y nematodos,
cuyas afectaciones pueden variar de acuerdo a la region en que se ubiquen (Hernandez
et al., 1991; Guigén y Gonzalez, 2001). La enfermedad mas devastadora del cultivo de
chile es Phytophthora capsici LEO, conocida como “marchitez del chile”, este
fitopatdgeno tiene una alta capacidad de infeccion y puede infectar las raices, flores,
tallos, hojas y frutos del chile provocando el tizén foliar, la pudricion de frutos y la
pudricion de raiz y tallo (Castro et al., 2012). Para el manejo de esta enfermedad, se han
desarrollado estrategias de control, tales como son: aplicacion de antagonistas como
control biologico, practicas culturales, solarizacion del suelo, aplicacibn de materia
organica y control quimico; las cuales no han sido completamente efectivas (Chavez et
al., 1995; Bautista et al., 2014, Castro et al., 2012). El uso de variedades resistentes es
la alternativa mas efectiva y ambientalmente amigable para el control de P. capsici
(Ogundiwin et al., 2005).

En la actualidad se han detectado diferentes fuentes de resistencia genética a P.
capsici como son: el chile serrano CM-334 (Guerrero y Laborde, 1980), el cual ha
mostrado una resistencia universal a los aislamientos de P. capsici; ademas, se han
reportado accesiones de chile con cierto nivel resistencia como son: la linea “Pl 2012327,
“Pl 201234”, “Fyuco”, “Linea 29 (Barksdale et al., 1984; Ortega et al., 1991; Roig et al.,

M

2009), “Linea 41-1”, “Linea 33.3”, “Linea 34.1” y “Linea 35.3”, estas ultimas cuatro lineas



fueron resistentes a los neméatodos agalladores M. incognita y N. aberrans (Gomez et al.,
2017; Palma et al., 2017; Villar et al., 2022).

La diversidad genética es esencial para la produccion agricola sostenible (Zhou et
al., 2002), que puede contribuir al mejoramiento genético del cultivo (Moreno-Pérez et
al., 2011) en el desarrollo de materiales con mejores rendimientos y baja susceptibilidad
a plagas y enfermedades (Cui et al., 2001). En las poblaciones nativas se encuentra un
reservorio de genes de resistencia a diversas enfermedades que debe ser explorado
para identificar germoplasma como fuente de resistencia (Moran et al., 2010; Laborde y
Pozo, 1984). Por lo anterior, se planteo realizar la caracterizacion morfoldgica del chile
nativo tabaquero, asi como determinar el contenido de capsaicinoides en los frutos y

conocer si existe resistencia genética a P. capsici en este tipo de chile.



CAPITULO I. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL CHILE TABAQUERO
1.1 RESUMEN

En México el cultivo del chile es muy importante y cuenta con una gran diversidad
de los mismos. Esta diversidad se compone de chiles cultivados y silvestres con gran
variabilidad morfologica y genética, sin embargo, mucho de ellos no han sido
caracterizados, condicién necesaria para que puedan ser incluidos en un programa de
mejoramiento genético. Uno de los chiles “semidomesticados” de importancia regional
es el conocido como chile “Tabaquero”. El presente estudio tuvo como objetivo realizar
la caracterizacion morfologica de 44 colectas del chile nativo “Tabaquero” de Oaxaca. Se
evaluaron 47 caracteristicas morfolégicas con base a los descriptores de Capsicum
(Capsicum spp.) (IPGRI, 1995). Con la finalidad de determinar el valor clasificatorio de
cada variable, se procedi6é a calcular la media (variables cuantitativas) y la moda
(variables cualitativas) de cada colecta y se procedié a realizar un primer Andlisis de
Componentes Principales (ACP) con 26 variables que mostraron diferencias entre
colectas, y determin6 que 21 variables describian la variabilidad de las colectas y con
base a ellas se realiz6 un segundo ACP. Posteriormente se realiz6 un analisis de
conglomerados jerarquicos (ACJ) mediante UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic mean) con distancia euclidiana. EI ACP con los primeros siete
componentes principales (CP) explica 74.94 % de la varianza total. El CP1 explicé el 21.7
%, las variables de mayor contribucion fueron: longitud, ancho de la hoja; longitud y
grosor del pedunculo; peso, longitud, forma y diametro del fruto. EI CP2 explicé el 17.23
% y las variables que contribuyeron fueron: la longitud, forma y peso del fruto; y longitud
de la hoja. EI ACJ, agrupé a las colectas en 3 grupos, 5 colectas en el Grupo |, 15 en el
Grupo Il 'y 24 en el Grupo lll. Los resultados observados en las colectas de chile
tabaquero, indican la variabilidad morfol6gica que existe en este tipo de chile, asi como

las principales caracteristicas que lo distinguen.

Palabras clave: Diversidad, caracterizacion ex situ, colectas, chile nativo.



MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF TABAQUERO PEPPER
1.2 ABSTRACT

In Mexico, the cultivation of chili is very important and has a great diversity of them. This
diversity is composed of cultivated and wild chili peppers with great morphological and
genetic variability, however, many of them have not been characterized, a necessary
condition for them to be included in a genetic improvement program. One of the "semi-
domesticated" chiles of regional importance is known as "Tabaquero” chili. The present
study aimed to perform the morphological characterization of 44 collections of the native
chili "Tabaquero" of Oaxaca. 47 morphological characteristics were evaluated based on
the descriptors of Capsicum (Capsicum spp.) (IPGRI, 1995). In order to determine the
classification value of each variable, we proceeded to calculate the mean (quantitative
variables) and mode (qualitative variables) of each collection and proceeded to perform
a first Principal Component Analysis (PCA) with 26 variables that showed differences
between collections, and determined that 21 variables described the variability of the
collections and based on them a second PCA was made. Subsequently, a hierarchical
cluster analysis (YCA) was performed using UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic mean) with Euclidean distance. The PCA with the first seven principal
components (CP) explains 74.94% of the total variance. The CP1 explained 21.7%, the
variables with the highest contribution were: length, sheet width; length and thickness of
the peduncle; weight, length, shape and diameter of the fruit. The CP2 explained 17.23
% and the variables that contributed were: the length, shape and weight of the fruit; and
blade length. The ACJ grouped the collections into 3 groups, 5 collections in Group I, 15
in Group Il and 24 in Group lll. The results observed in the collections of tabaquero
pepper, indicate the morphological variability that exists in this type of chili, as well as the

main characteristics that distinguish it.

Keywords: Diversity, ex situ characterization, collections, native chile



1.3 INTRODUCCION

El chile (Capsicum spp.) fue una de las primeras plantas domesticadas en el
Continente Americano (Hernandez-Verdugo et al., 2012), el cual pertenece a la familia
solanaceas (Eshbaugh, 1980). El género Capsicum spp., esta formado por alrededor de
30 especies, cinco de ellas son cultivadas: C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C.
frutescens y C. pubescens (Pickersgill, 1989; Bosland & Votava, 2012). C. annuum es la
especie mas importante, y México es su principal centro de domesticacion y

diversificaciéon (Pickersgill, 2007)

En México se puede encontrar una gran diversidad de recursos fitogenéticos de
chiles cultivados de las especies C. annuum L., C. frutescens L., C. pubescens (Ruiz &
Pav), y C. chinense Jacq., ademas de poblaciones silvestres de C. annuum, C.
frutescens, C. ciliatum y C. lanceolatum con gran variabilidad morfoldgica y genética (De
la Cruz-Lazaro et al., 2017). Sin embargo, algunas de estas poblaciones se encuentran
bajo erosion genética debido al abandono de la actividad agricola, problemas
fitosanitarios y poco control en el flujo de germoplasma que se utiliza en las parcelas
agricolas (Aguilar et al., 2006).

La diversidad genética es esencial para la produccion agricola sostenible (Zhou et
al., 2002), que puede contribuir al mejoramiento genético de la especie (Moreno-Pérez
et al., 2011) y el desarrollo de cultivares con alto rendimiento y baja susceptibilidad a
plagas y enfermedades (Cui et al., 2001). Para la conservacion de esta diversidad de
chiles, es necesario conocer la diversidad mantenida por miles de afios a nivel local y
regional bajo condiciones de la agricultura tradicional, establecer un diagndstico y una
estrategia para un mejor aprovechamiento de los materiales nativos (Chavez et al.,
2004).

El estado de Oaxaca es una fuente de diversidad y variabilidad genética de varios
cultivos como son: maiz, frijol, calabaza y chile; los cuales pueden ser usados en
programas de mejoramiento genético (Lopez y Castro, 2006). En cuanto al cultivo de
chile (Capsicum spp), se presenta una gran variacion, por mencionar algunos tipos:

Costefio, Taviche, Tusta, Coxtle, de Agua, Huacle, Piquin, Mirasol, Tabaquero (Lopez y



Castro 2006). El mejoramiento de estos tipos de chiles ha sido a través de la seleccion
gue los productores han llevado a cabo en sus propios cultivos; asi, los materiales
obtenidos presentan alta variabilidad aln no caracterizada, condicién necesaria para
iniciar un programa de mejoramiento genético, sin embargo, los trabajos de
caracterizacion son escasos (Lopez y Castro 2006). Algunos tipos de chile en los que se
han realizado estudios de caracterizacion morfolégica son: chile Solterito, Taviche, de
Agua, Tusta, Piquin, Nanche, Tabaquero, Huacle (Martinez-Sanchez et al., 2010;
Castellon et al., 2014; Lépez y Pérez, 2015).

La caracterizacion es el primer paso en el mejoramiento de los cultivos y programas
de conservacion, se lleva a cabo mediante el uso de descriptores definidos que permiten
diferenciar taxondmicamente a las plantas, al realizar la caracterizacién se deben utilizar
variables morfolégicas confiables que discriminen permitiendo asi la diferenciacion entre

grupos (Hernandez, 2013).

Debido a las situaciones mencionadas y a la necesidad de contar con informacion
de los caracteres morfologicos que expliquen la variabilidad presente en el chile

tabaquero de Oaxaca, se planteé el siguiente objetivo:
1.4. OBJETIVO E HIPOTESIS
1.4.1 Objetivos

e Colectar y caracterizar morfolégicamente ex situ de 44 accesiones de chile

tabaquero.
1.4.2 Hipétesis

e Existe diferencias morfolégicas entre las colectas de chile tabaquero.



1.6 MATERIALES Y METODOS
1.6.1 Material biolégico

Se colectaron 44 accesiones de chile nativo tabaquero en el Municipio de San Bartolomé
Ayautla (Figura 1y Cuadro 1). El tamafio de las muestras colectadas varié de acuerdo a

lo disponible del productor de 50 a 200 g de frutos secos.

Simbologia

+ Ubicacién geografica de las colectas.

Escala
1:200000

Figura 1. Sitios de colecta de chile tabaguero en el Municipio de San Bartolomé Ayautla, Oaxaca.



Cuadro 1. Ubicacion geogréfica de los sitios de colectas de chile nativo tabaquero del Municipio
de San Bartolomé Ayautla, Oaxaca.

Colecta Latitud Norte Longitud Oeste Altitud (msnm)
T-1 18°01'42.54" 96°40'14.46" 972
T-2 18°01'42.08" 96°39'25.8" 709
T-3 18°01'33.51" 96°39'37.06" 638
T-4 18°01'32.34" 96°39'24.31" 601
T-5 18°01'39.18" 96°39'16.15" 855
T-6 18°02'48.17" 96°41'38.87" 1007
T-7 18°02'44.81" 96°41'44.96" 1025
T-8 18°02'41.95" 96°41'21.29" 975
T-9 18°02'34.31" 96°41'16.83" 881
T-10 18°02'09.91" 96°40'18.64" 797
T-11 18°01'44.47" 96°40'20.33" 614
T-12 18°01'34.24" 96°39'21.44" 611
T-13 18°02'40.40" 96°41'33.50" 950
T-14 18°02'28.39" 96°40'58.33" 965
T-15 18°01'49.02" 96°39'47.49" 697
T-16 18°01'26.66" 96°39'09.19" 487
T-17 18°02'17.65" 96°40'51.09" 891
T-18 18°01'50.83" 96°39'49.70" 696
T-19 18°01'33.03" 96°39'27.67" 619
T-20 18°01'36.67" 96°38'45.09" 489
T-21 18°01'47.65" 96°39'46.26" 698
T-22 18°02'13.49" 96°40'34.80" 820
T-23 18°01'35.07" 96°39'33.98" 649
T-24 18°02'45.29" 96°41'49.52" 1051
T-25 18°01'44.84" 96°39'41.47" 714
T-26 18°01'30.56" 96°38'57.97" 501
T-27 18°02'07.38" 96°40'35.36" 744
T-28 18°02'05.19" 96°40'54.95" 749
T-29 18°01'52.33" 96°41'32.46" 857
T-30 18°01'18.07" 96°39'23.59" 549
T-31 18°02'13.29" 96°40'33.53" 818
T-32 18°01'49.57" 96°38'30.28" 406
T-33 18°01'53.20" 96°39'49.68" 714
T-34 18°01'30.79" 96°38'46.26" 465
T-35 18°02'09.82" 96°38'39.15" 495
T-36 18°01'37.18" 96°39'13.66" 628
T-37 18°01'47.28" 96°38'33.27" 426
T-38 18°01'32.07" 96°39'56.05" 628
T-39 18°02'21.24" 96°41'27.68" 842
T-40 18°01'39.41" 96°39'57.35" 638
T-41 18°01'48.39" 96°39'52.25" 671
T-42 18°02'06.08" 96°40'35.39" 732



Colecta Latitud Norte Longitud Oeste Altitud (msnm)
T-43 18°01'37.37" 96°39'36.51" 673
T-44 18°02'36.57" 96°41'12.74" 914

1.6.2 Establecimiento y manejo del cultivo

El experimento se realizd bajo condiciones de invernadero en Montecillo, Estado
de México. De cada colecta se tom6 una muestra de 40 semillas y se sembraron en
charolas de poliestireno de 200 cavidades (2 semillas por cavidad); a los 8 dias después
de la emergencia (dde) se aplicé enraizador, y a los 15 dde se inicié con la fertilizacion
(Ultrasol inicial®); posteriormente a los 50 dde se realizé el trasplante, se sembraron 15
plantulas por cada colecta, en bolsas negras de polietileno de 8 litros de capacidad con
tierra de monte y peatmoss de una relacion 6:1 y se cultivaron hasta la cosecha de sus

frutos.

Los riegos se llevaron a cabo con base a las necesidades de las plantas y la
fertilizacion se aplicd una vez a la semana y consistio a base de los fertilizantes Ultrasol
inicial® (15 dde a 40 dde), Ultrasol desarrollo® (41 dde a 80 dde), Ultrasol crecimiento®
(inicio de floracion), Ultrasol produccion® (inicio de fructificacién). Las plagas que se
presentaron fueron: mosquita blanca, paratrioza y arafia roja, y la enfermedad que se
presenté fue cenicilla, se aplicaron los productos quimicos necesarios para Ssu

erradicacion.
1.6.3 Caracterizacion morfolégica

Se registraron 47 caracteristicas morfoldgicas de tipo vegetativo, flor y fruto (Cuadro
2y 3), con base a los descriptores de Capsicum (Capsicum spp.) (IPGRI, 1995).
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Cuadro 2. Caracteristicas morfolégicas cualitativas registradas en las 44 colectas de chile

tabaquero _
CLAVE CARACTERISTICA ESCALA
ANP Antocianinas en hipocatilo de Nominal: 0 ausente a 1 presente
HAC Habito de crecimiento Nominal: 3 erecta a 7 postrada
MPB Amacollamiento o brotes basales Ordinal: 3 escaso a 7 denso
ANN Antocianinas en los nudos Ordinal: 3 ausente a 9 muy fuerte
PTA Pubescencia del tallo Ordinal: 3 escasa a 7 densa
FHO Forma de la hoja Nominal: 1 deltoide a 3 lanceolada
CHO Color de la hoja Nominal: 3 verde claro a 7 verde
PPH Posicion pedanculo de hoja Ordinal:1 erecto a 2 no erecto
MHO Margen de la hoja Nominal: 3 entera a 7 ciliada
PHO Pubescencia de la hoja Ordinal: 3 escasa a 7 densa
PFL Posicion de la flor Ordinal: 3 erecta a 7 pendiente
CAN Color de las anteras Nominal: 1 blancas a 3 morado
CFI Color del filamento Nominal: 1 blanco a 3 morado
EES Excercion del estigma Ordinal: 3 inserto a 7 exerto
CFM Color del fruto antes de la madurez  Nominal: 1 blanco verdoso a 4
ICaM Intensidad del color del fruto antes  Ordinal: 3 claro a 7 obscuro

madurez

PFR Posicion del fruto Ordinal: 1 erecta a 3 pendiente
FFR Forma del fruto Nominal: 1 triangular chico a 3
FTF Forma transversal del fruto Nominal: 1 eliptica a 3 circular
CMF Color en madurez del fruto Nominal: 1 amarillo a 4 café
ICM Intensidad del color del fruto en Ordinal: 3 claro a 7 oscuro
BFR Brillantez del fruto Ordinal: 3 débil a 7 fuerte
CPF Cavidad peduncular del fruto Nominal: 1 ausente a 2 presente
FAF Forma del apice del fruto Nominal: 1 agudo a 4 hundido y
TFR Textura del fruto Nominal: 1 liso a 3 rugoso
PPF Posicién de la placenta del fruto Nominal: 3 compacta a 7 distribuida
ACF Aspecto del céliz Nominal: 0 no desarrollado a 1
MCF Margen del céliz Nominal: 1 entero a 4 otro
PCA Pigmentacién del céliz Nominal: 1 ausente a 1 presente
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Cuadro 3. Caracteristicas morfolégicas cuantitativas registradas en las 44 colectas de chile

tabaquero. _

CLAVE CARACTERISTICA ESCALA
LTa Longitud del tallo cm
DTa Diametro del tallo cm
APL Altura de la planta cm
AnP Ancho de la planta cm
APB Altura del primer brote basal cm
LHO Longitud de la hoja cm
AHO Ancho de la hoja cm
LOP Longitud del peciolo cm
NPE Numero de pétalos Nominal
FAX Flores por axila Nominal
LFR Longitud fruto cm
DFR Didmetro del fruto cm
GRP Grosor del pericarpio cm
LPE Longitud del pedunculo cm
GPE Grosor del pedunculo cm
PEF Peso de fruto Nominal
IFL Inicio de Floracién Nominal
MFR Inicio de maduracién del fruto Nominal

1.6.4 Andlisis estadistico

Con la finalidad de determinar el valor clasificatorio de cada variable, se procedi6 a
calcular la media de las variables cuantitativas y la moda en las variables cualitativas de
cada colecta y se procedio a realizar un primer Andlisis de Componentes Principales
(ACP), donde se incluyeron las 44 colectas y 47 variables. Este primer andlisis nos
determind que 21 variables describian la variabilidad de las colectas; con las que se
procedié a realizar un segundo ACP. Posteriormente se realiz6 un analisis de
conglomerados jerarquicos (ACJ) mediante UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic mean) y con la distancia euclidiana. También se realizaron la
comparacion de medias (Tukey, P<0.05) de las variables que describieron la variabilidad
de las colectas. Se utilizo para el analisis el software estadistico R Project version 4.2.2.
(R Core Team, 2022).
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1.7 RESULTADOS Y DISCUSION

De las 47 variables registradas 21 variables (ANP, FHO, CHO, PPH, MHO, CAN,
CFl, EES, CFM, ICaM, FTF, CMF, ICM. BFR, CPF, TFR, PPF, ACF, MCF, PCA y NPE)
no presentaron diferencias entre las colectas de chile tabaquero, por lo tanto, estos
caracteres no fueron incluidas en el andlisis multivariado. Ademas, se observé que el

fruto del chile es deciduo (fruto en madurez, se desprende del caliz).

EL primer ACP con 26 variables mostro que el CP1, CP2 y CP3 solo explicaba el
42 % de variabilidad morfolégica total. En otros estudios han realizado reducciones de
variables que no tengan un aporte significativo en la explicacion del CP1, para la mejora
del ACP (Castafion-Najera et al., 2008). Po lo tanto, en este estudio para obtener un
mejor ACP, se realizé un segundo ACP con 21 variables (LHO, PEF, LPE, GPE, LFR,
AHO, FFR, DFR, LOP, PTA, APB, ANN, APL, AnP, LTa, GRP, MFR, DTa, FAF, MPB y
PHO) que su contribucion fue mayor en el primer ACP. En el segundo ACP se tiene una
mejor explicacion de la variabilidad que fue de 48.6 % con los tres primeros componentes
(Cuadro 4).

En el ACP, con los primeros siete componentes principales se explica el 74.94 %
de la varianza total. El CP1 explicé el 21.71 % de la variacion total, donde las variables
de mayor contribucién fue LHO, PEF, LPE, GPE, LFR, AHO, FFR y DFR. Este
componente estuvo explicado por 2 variables de tipo vegetativo y 6 variables del fruto.
El CP2 explicé el 17.23 % y las variables que contribuyeron fueron: LFR, PEF, FFR, LHO
y DTa, donde 4 variables son del fruto y uno de tipo vegetativo; se observa que las
variables LHO, PEF, LFR y FFR contribuyen en los CP1y CP2. En el CP3 las 4 variables
gue contribuyeron con una mayor proporcion son: ANN, PTA, LOP y APL.
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Cuadro 4. Vectores y valores propios del analisis de componentes principales de 21 variables
de mayor valor descriptivo de 44 colectas de chile tabaquero.

Variable CP1 CP2 CP3
Longitud de la hoja 0.687 0.603 0.254
Peso de 10 frutos 0.631 -0.597 0.075
Longitud del pedunculo 0.621 0.074 -0.054
Grosor del pedunculo 0.611 -0.047 0.082
Longitud fruto 0.565 -0.715 -0.043
Ancho de la hoja 0.556 0.435 0.413
Forma del fruto 0.542 -0.579 0.018
Diametro del fruto 0.516 -0.356 0.263
Longitud del peciolo 0.488 0.443 0.528
Pubescencia del tallo 0.443 0.357 -0.540
Altura del primer brote basal 0.415 0.156 -0.387
Antocianinas en los nudos 0.385 0.014 -0.621
Altura de la planta 0.349 0.292 0.494
Ancho de la planta 0.338 0.494 -0.406
Longitud del tallo 0.326 -0.363 -0.186
Grosor del pericarpio 0.293 -0.199 0.103
Inicio de maduracion del fruto 0.055 0.441 -0.024
Diametro del tallo -0.014 0.501 -0.100
Forma del apice del fruto -0.154 0.485 -0.163
Amacollamiento o brotes basales -0.483 0.197 0.263
Pubescencia de la hoja -0.546 -0.402 0.203
Valor propio 4.56 3.62 2.03
Variacion explicada 21.71 17.23 9.66
Variacién acumulada 21.71 38.94 48.60

En la Figura 2, se observa la dispersion de las colectas en funcién de los primeros
dos componentes principales. La distribucion de las colectas se encuentra en los cuatro
cuadrantes de la gréfica, lo que indica variacién en las caracteristicas que contribuyen
en el CP1 y CP2. En el cuadrante | se agrupan 12 colectas (T1, T2, T3, T4, T39, T38,
T6, T8, T43, T44, T15, T12 y T20), estas colectas se agrupan en este cuadrante por
caracteristicas tipo vegetativo como son LHO, AHO, PTA, LPE y caracteristica del fruto
LOP.
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Figura 2. Dispersién de las 44 colectas de chile tabaquero en funcién de los primeros dos
componentes principales.

En el cuadrante Il se distribuyen 10 colectas (T13, T7, T14, T5, T26, T17, T33, T30,
T4y T9) se definen en este cuadrante por las variables DTa, MPB y FAF. En el cuadrante
Il se observan distribuidas 14 colectas (T35, T23, T34, T25, T28, T41, T24, T36, T19,
T31, T32, T29, T37 y T18) este grupo de colectas se distinguen por tener una LOH de
4.64 cm, LFR de 2.25 cm y 4.01 g de PEF. En el cuadrante IV podemos observar 8
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colectas (T10, T27, T22, T21, T42, T40, T16 y T11) donde la LHO es de un promedio de
4.67 cm, AHO de 2.76 cm, LFR de 2.56 y PEF de 4.43.

Los resultados del analisis de conglomerados, utilizando como coeficiente de
similitud la distancia euclidiana y el método de agrupacion UPGMA, se presenta el
dendrograma de la Figura 3, donde la agrupacion muestra consistencia con la dispersion
observada en la Figura 2. A una distancia de 11.6 se identifican tres grupos, en el Grupo
| se agrupan 5 colectas de chile tabaquero (T27, T10, T22, T2 y T16), las cuales se
distinguen por las siguientes caracteristicas: LTa de 21.94 cm de un DTa de 1.57 cm;
ALP de 147.64 cm; LOH de 5.14 cm, AHO de 2.71 cm y LOP de 2.45 cm; LFR de 2.76
cm, DFR de 0.86 cm, GPE de 0.08 cm y PEF de 4.74 g. También se pueden encontrar
dentro de este grupo tres formas de frutos: alargados (4 colectas) y triangular grande

(una colecta).

Grupo | Grupo |l Grupo Il

Distancia euclidiana

— WD

4
Ti2
Ti4

T4
T11

W

w
=

T29
T19
T18

—CTES®SEaR
P iy

Colectas de chile tabaguero

Figura 3. Dendrograma de 44 colectas de chile tabaquero, por el método de agrupamiento
UPGMA con base 21 caracteristicas morfolégicas.
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Cuadro 5. Promedio de caracteristicas morfolégicas cuantitativas evaluadas de los grupos
encontrados en el andlisis de conglomerados de las colectas de chile tabaquero.

Variable Grupos
I Il 1]
Longitud del tallo 2194 a 17.52 ab 19.24 b
Diametro del talo 157 a 1.64 a 157 a
Altura de la planta 147.64 a 153.84 a 147.47 a
Ancho de la planta 42.82 a 4531 a 40.05 a
Altura del primer brote basal 2.27 a 1.94 ab 1.78 b
Longitud de la hoja 5.14 a 531la 473 Db
Ancho de la hoja 2.71 ab 290 a 259b
Longitud del peciolo 245 ab 2.65a 230D
Longitud del fruto 2.76 a 2.05b 2.23b
Diametro del fruto 0.86 a 0.81ab 0.79b
Grosor del pericarpio 0.086 a 0.082 a 0.079 a
Longitud del pedunculo 2.05a 1.95a 191a
Grosor del pedunculo 0.19a 0.18 a 0.18 a
Peso de 10 frutos 4.74 a 3.80b 397Db
Inicio de maduracion de frutos 114.52 a 117.59 a 114.81 a

Valores con la misma letra en las filas, no existe diferencia significativa (Tukey, 0.05).

En el Grupo Il, se ubican 15 colectas (T1, T3, T44, T43, T38, T39, T12, T13, T8,
T14, T20, T4, T11, T5 y T6), estas colectas tienes caracteristicas: LTa de 17.52 cm y
DTa de 1.64 cm; ALP de 153.84 cm; LOH de 5.31 cm, AHO de 2.90 cm y LOP de 2.65
cm; LFR de 2.05 cm, DFR de 0.81 cm, GRP de 0.08 y PEF de 3.80 g.; la forma de los

frutos presentes en este grupo son triangular chico y grande.

Por otro lado, en el Grupo lll, se agrupan 24 colectas, este grupo se caracteriza por
presentar: ALP de 147 cm, LTa de 19.24 cm y DTa de 1.57 cm; LOH de 4.73 cm, AHO
de 2.59 cm y LOP de 2.30 cm; LFR de 2.23 cm, DFR de 0.79 cm y PEF de 3.97 g;

ademas, las colectas presentan frutos de forma alargada, triangular grande y chico.
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Cuadro 6. Caracteristicas morfoldgicas cualitativas evaluadas de los grupos encontrados en el
andlisis de conglomerados de las colectas de chile tabaquero.

. Grupos
Variable
| I 11l
Brotes basales Escasa (3) Escasa (1) Intermedio (24)
Intermedio (2) Intermedio (14)
Antocianinas en los Medio (3) Ausente (1) Medio (24)
nudos Fuerte (2) Medio (12)
Fuerte (2)
Pubescencia del Intermedia (3) Escasa (14) Escasa (24)
tallo Densa (2) Intermedia (2)
Pubescencia de la Escasa (4) Escasa (9) Escasa (1)
hoja Media (1) Media (6) Media (23)
Forma del fruto Triangular  grande Triangular chico (9) Triangular chico (9)
(1) Triangular grande Triangular grande
Alargado (4) (6) (20)
Alargado (5)
Forma del apice del Agudo (1) Redondeado (15) Redondeado (24)
fruto Redondeado (4)

() nimero de colectas

En los Cuadros 5 y 6, se observa que en 8 variables no hubo diferencias
significativas entre los tres Grupos. Entre el Grupo | y IlI, se observa diferencia
significativa en las variables LFR y PEF; entre el Grupo | y Il, hubo diferencias
significativas en las variables LTa, APB, LOH, LFR, DFR y PEF. Por otro lado, entre el
Grupo Il 'y 111, las variables donde hubo diferencias significativas son LOH y AHO. Por lo

tanto, existe mayor similitud entre los grupos Il y III.

No obstante, que la caracterizacion de las colectas de chile tabaquero sirve como
base para el conocimiento de la diversidad y variabilidad que existe en este chile nativo,
debe de considerarse que el estudio se realiz6 con colectas de un municipio, de aqui que
existe la posibilidad que exista una mayor variacion, tal como lo muestra el estudio de
Lopez y Castro, (2006), quienes utilizaron 14 accesiones de chile tabaquero del estado
de Oaxaca (region del Papaloapan y la Cafiada) presentando valores promedio en la
longitud de la hoja 8.7 cm, ancho de la hoja 4.2 cm, el peciolo de 7.1 cm, el céliz presenta

pigmentacién, frutos de forma alongada y posicién del fruto de forma horizontal, estos
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resultados son completamente diferentes a los obtenidos, lo que significa que existe una

gran variabilidad de este tipo de chile.

La informacién de este estudio amplia el conocimiento del chile tabaquero, el que

permite ser utilizados en un programa de mejoramiento de manera mas eficiente.
1.8 CONCLUSIONES

De las 47 caracteristicas evaluadas, en 26 de ellas se observd variabilidad
morfologica. Las caracteristicas mas distintivas entre las colectas fueron: largo y ancho
de la hoja; largo y grosor del pedunculo; largo, diametro y forma de fruto, y peso de fruto.
Dentro de las colectas se presentaron tres formas de fruto: alargado, triangular grande y
triangular chico. Las colectas se agruparon en 3 grupos, en el Grupo | se concentraron 5

colectas, en el Grupo Il 15 colectas y 24 colectas en el Grupo lll.
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CAPITULO II. CONTENIDO DE CAPSAICINOIDES EN CHILE TABAQUERO

(Capsicum annuum)
2.1 RESUMEN

México presenta la mayor diversidad de chile (Capsicum annuum L.), el cual es
parte indispensable de los platillos nacionales, ya que aporta sabor, color, picor y aroma.
Los responsables del picor del chile son los compuestos denominados capsaicinoides.
La concentracion de estos compuestos varia, entre otros factores, por el tipo de chile, el
nivel de madurez de fruto, las condiciones de estrés, fertilizacion, etc. De la amplia
diversidad de chiles en México, los analisis del contenido de capsaicinoides se han
realizado en los tipos de chiles econdmicamente mas importantes, sin embargo, muchos
de los chiles nativos de importancia regional, como es el caso del chile tipo “Tabaquero”
no han sido estudiados. Este tipo de chile se caracteriza por presentar al menos tres
formas de fruto dentro de una misma colecta, alargados, triangular grande y triangular
chico. Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue determinar el contenido
de capsaicinoides de 44 colectas de chile Tabaquero y el contenido de acuerdo a la forma
del fruto. Para la determinacién del contenido de capsaicinoides se hizo mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Se realizd un analisis de varianza y una
comparacion de medias. Se encontraron diferencias significativas entre las colectas, las
gue presentaron concentraciones de capsaicinoides desde 26,907 hasta 163,592 USP.
En cuanto a la concentracién del alcaloide segun la forma del fruto, los frutos alargados
fueron los que presentaron una mayor concentracion, variando de 120,704 a 218,263
USP, vy los frutos de forma triangular grande y chico, presentaron concentraciones que
fluctuaron de 72,501 a 154,186 USP.

Palabras clave: capsaicina, dihidrocapsaicina, chile nativo, Scoville, HPLC

20



CONTENT OF CAPSAICINOIDS IN TABAQUERO PEPPER (Capsicum annuum)
2.2 ABSTRACT

Mexico presents the greatest diversity of chili (Capsicum annuum L.), which is an
indispensable part of national dishes, as it provides flavor, color, spiciness and aroma.
Those responsible for the chili pepper are the compounds called capsaicinoids. The
concentration of these compounds varies, among other factors, by the type of chili, the
level of fruit maturity, stress conditions, fertilization, etc. Of the wide diversity of chili
peppers in Mexico, analyses of capsaicinoid content have been performed on the most
economically important types of chili peppers, however, many of the native chiles of
regional importance, such as the "Tabaquero" type chili, have not been studied. This type
of chili is characterized by presenting at least three forms of fruit within the same
collection, elongated, large triangular and small triangular. Therefore, the objective of this
research was to determine the capsaicinoid content of 44 tabaquero pepper collections
and the content according to the shape of the fruit. For the determination of the content
of capsaicinoids was done by high performance liquid chromatography (HPLC). An
analysis of variance and a comparison of means were performed. Significant differences
were found between the collections, which presented capsaicinoid concentrations
ranging from 26,907 to 163,592 USP. Regarding the concentration of the alkaloid
according to the shape of the fruit, the elongated fruits were those that presented a higher
concentration, varying from 120,704 to 218,263 USP, and the fruits of large and small
triangular shape, presented concentrations that fluctuated from 72,501 to 154,186 USP.

Keywords: capsaicin, dihydrocapsaicin, native chili, Scoville, HPLC
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2.3 INTRODUCCION

El género Capsicum esta formado por alrededor de 30 especies, que tienen gran
diversidad de formas, colores y tamafos de frutos, de estas se han domesticado C.
annuum L., C. frutescens L., C. pubescens (Ruiz & Pav.), C. chinense Jacqg. y C.
baccatum L. (Pickersgill, 1989, Bosland & Votava, 2012). En México se cultivan las
primeras cuatro (Pozo, 1981), y es C. annuum la mas importante en el mundo, y es en
México, donde se encuentra la mayor diversidad, cultivandose en todas las regiones

agricolas (Pozo, 1981; Hernandez-Verdugo et al., 1998; Aguilar et al., 2010).

Los chiles son parte integral de muchas cocinas tradicionales, como la mexicana,
india tailandesa, coreana e de indonesia (Whiting et al., 2012), y en México, los tipos de
chile de mayor importancia son, los tipos ancho, mulato, guajillo o mirasol, jalapefio y
serrano (Pozo, 1981), siendo los mas comercializados en México y Estados Unidos
(Rodriguez, 2018). En 2020, México se ubicé como el segundo productor de chile a nivel
mundial y uno de los principales exportadores (FAO, 2022; SIAP, 2021). Por otro lado,
los chiles tipo puya, copi, nanche, cora, de agua, huacle, taviche, costefio, tusta,
tabaquero, cascabel, entre otros, son conocidos y utilizados a nivel regional y local
(Aguilar et al., 2010).

Los frutos del género Capsicum contienen sustancias quimicas de importancia
nutraceutica y medicinal e incluso para la industria cosmética (Bosland & Votava, 2012).
Una de estas sustancias son los capsaicinoides, alcaloides responsables del picor de la
mayoria de los chiles (Collins et al., 1995), los cuales tienen numerosas caracteristicas
benéficas para la salud humana (Montoya-Ballesteros et al., 2010). Esta sustancia se
sintetiza y acumula en el tejido placentario (Vazquez et al.,, 2007). Se conocen 22
variantes dentro de los capsaicinoides (Bosland & Votava, 2012), de las cuales la
capsaicinay la dihidrocapsaicina constituyen cerca del 90% de los capsaicinoides totales
en el fruto (Betts, 1999; Giunffrida et al., 2013).

Los capsaicinoides en el fruto del chile, empiezan a acumularse en las primeras
etapas de desarrollo, y alcanza su maxima concentracion en la madurez (Hall et al., 1987;

Cruz-Pérez et al., 2007). La variaciéon de la concentracion de estos compuestos depende
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del tipo de chile, el estado de desarrollo del fruto, las condiciones de estrés, la
fertilizacion, entre otros factores (Butcher et al., 2012, Campos-Hernandez et al., 2018);
ademas influyen los factores genéticos y ambientales y su interaccion (Zewdie &
Bosland, 2000).

Los métodos utilizados para determinar la concentracion de capsaicinoides son,
mediante la prueba organoléptica Scoville, cromatografia de gases y cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) (Mohammad et al.,, 2013), este ultimo brinda una
cuantificacion precisa (Collins et al., 1995). Los niveles de pungencia que presentan
algunos tipos de chile son: habanero con 100 mil a 445 mil Unidades Scoville (USP),
chiltepin de 100 mil a 200 mil, de arbol 15 mil a 30 mil, serrano 5 mil a 23 mil y jalapefio
2500 a 5 mil (SIAP, 2017).

El interés de la industria farmacéutica por los capsaicinoides ha promovido el
estudio fitoquimico de cultivares con alto contenido de estos compuestos (Riva-Souza et
al., 2009). En la actualidad, la informacion del contenido de capsaicinoides en chiles
criollos es escasa. Recientemente se realiz6 la caracterizacion morfolégica de 44
colectas de chile nativo Tabaquero, donde se observaron tres diferentes formas de fruto
dentro de las colectas, alargado, triangular grande y triangular chico (datos no

publicados). Con base a lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
2.4. OBJETIVO E HIPOTESIS
2.4.1 Objetivos

e Determinar el contenido de capsaicinoides de 44 colectas chile nativo Tabaquero

y del contenido segun la forma del fruto.
2.4.2 Hipotesis

e Existe diferencias en el contenido de capsaicinoides entre las colectas y con la

base a la forma del fruto.
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2.5 MATERIALES Y METODOS
2.5.1 Material vegetal

Se utilizaron 44 colectas de chile nativo Tabaquero del Municipio de San Bartolomé
Ayautla, Oaxaca. Se establecio en Montecillo, Estado de México, bajo condiciones de
invernadero 15 plantas de cada colecta en bolsas de polietileno negra, se aplicaron los
riesgos en base a las necesidades de las plantas, y la fertilizacion se realiz6 una vez a

la semana.

La determinacion del contenido de capsaicinoides se realiz6 en las 44 colectas. De
cada colecta se seleccionaron 10 plantas, y de cada planta se cosecharon y mezclaron
al azar 5 frutos con madurez comercial (rojos) de la seccién intermedia de las plantas.
Ademas, debido a que se observé que todas las colectas presentaban distintas plantas
con dos o tres formas de frutos diferentes, se eligieron al azar 11 colectas (T-2, T-8, T-
10, T-12, T-16, T-20, T-21, T-24, T-27, T-30 y T-40), y se cosecharon, dentro de cada
colecta y por separado, plantas con frutos alargados, triangular grande y triangular chico,
formando asi 22 grupos de chiles segun la forma de fruto (10 de forma alargada, 7 de
forma triangular grande y 5 de forma triangular chico). Los frutos de las muestras que se

cosecharon, se secaron a temperatura ambiente.

Posteriormente, las muestras se molieron en un molino Hamilton Beach 80350R ®
y se almacenaron en refrigeracion a una temperatura de 4°C en bolsas metalizadas hasta

su andlisis.
2.5.2. Extraccion y cuantificacion de capsaicinoides

Para cuantificar el contenido de capsaicinoides, de cada muestra se realizaron dos
repeticiones. La repeticidn consistié en colocar 0.5 g de chile en polvo en tubos de ensayo
de 10 mL, se agrego 5 mL de acetonitrilo grado HPLC. Los tubos se colocaron en bafio
maria a 60 °C, agitdndolos manualmente cada 30 minutos. Posteriormente las muestras
se conservaron a temperatura ambiente durante 12 horas en ausencia de luz. Se filtraron
de cada tubo de ensayo 2 mL de sobrenadante con acrodiscos de nylon (30 mm de
diametro y poro de 0.45 pum). Los extractos filtrados se colocaron en viales de vidrio de
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color &mbar y se mantuvieron en refrigeracion a una temperatura de 4 °C hasta su

analisis.

Los capsaicinoides cuantificados fueron capsaicina (CAP) y dihidrocapsaicina (DH),
utilizando un cromatégrafo Agilent ® mod. 1260 equipado con un detector DAD y una
columna C18 (150X4.6mm D.l.; particulas de 5 pum).

Antes del analisis de las muestras se construyeron dos curvas de calibracién con
estdndares externos de compuestos puros de capsaicina (8-methyl-n-vanillyl-6-
nonenamide) y dihidrocapsaicina (8-methyl-n-vanillyl-nonamide) (Natural Capsaicin,
SIGMA), a concentraciones de 0.25, 0.5y 1 mg/ml en acetonitrilo grado HPLC, las cuales

obtuvieron un coeficiente de correlacién de R2 =0.98.

Una vez construida la curva de calibracion se inyectaron 20 pL de cada muestra.
La fase mévil consistié de acetonitrilo: agua en una proporcion de 45:55 (v/v) y un flujo
isocratico de 1.5 mL min -1 a temperatura ambiente. La absorbancia de las muestras se
leyd a 280 nm. El contenido de capsaicinoides (ug) se transformé a Unidades Scoville de
Picor, con base en la relacién 1 Unidad Scoville de Picor: 15 ug de capsaicinoides totales
(AOAC, 1998); La suma del contenido CAP y DH se consider6 como el contenido de total

de capsaicinoides.
2.5.3 Andlisis estadistico

Con los resultados de las concentraciones de capsaicinoides de las 44 colectas y
la clasificacion con base a la forma de fruto, se sometieron a un analisis de varianza con
base al modelo estadistico disefio completamente al azar con dos repeticiones. La
comparacion de medias se realiz6 entre las colectas, y también entre las formas de fruto,
se compararon con la prueba de Tukey (p<0.05). Ambos analisis se realizaron mediante

el software estadistico R Project version 4.2.1. (R Core Team, 2022).
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2.6 RESULTADOS Y DISCUSION
2.6.1 Contenido de capsaicinoides en frutos de 44 colectas

El tiempo de retencion fue de 7.54 minutos para capsaicina (CAP) y 11.08 minutos
para dihidrocapsaicina (DH) (Figura 4) y con un tiempo de analisis de 22 minutos. Por
otro lado, con base a los resultados del andlisis de varianza, se encontraron diferencias

significativas (P<0.0001) en el contenido de capsaicinoides entre tratamientos.
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Figura 4. Cromatografia del &rea bajo la curva en unidades de miliabsorbancia de capsaicina (a)
y dihidrocapsaicina (b).

El contenido de capsaicinoides totales de colectas fue muy variable, fluctué de
26,907.15 (colecta T-17) a 163,592.30 (colecta T-42) USP (Unidades Scoville de Picor)
(Cuadro 7) y un promedio de 115,351.30 USP, niveles similares que presentan algunos
chiles de la especie C. annuum como son los chiles tipo piquin (95,522 USP), Sukurre
(109,292 USP), Ma’x ik (79,374 USP) y pico de paloma (65,766 USP), asi como también
el chile habanero (280,984 USP) de la especie C. chinense (Collins et al., 1995; Cazares-
Sanchez et al., 2005; Montoya-Ballesteros et al., 2010; Orellana et al., 2013; Giuffrida et
al., 2013; Yafiez et al., 2015; Gavilan et al., 2018).

Por otro lado, las concentraciones obtenidas en las colectas de chile Tabaquero
son superiores a las concentraciones que presentan otros tipos chiles tipo como: ancho
(1,262 USP), pasilla (3,445 USP), dulce (1,519 USP), cascabel (1,950 USP), serrano
(17,615 USP), jalapefio (19,388 USP), puya (1,854 USP) y morita (10,184 USP) (Collins
et al., 1995; Cazares-Sanchez et al., 2005; Moran et al., 2010; Orellana et al., 2013,
Giuffrida et al., 2013). Segun Paran & Knaap (2007), en Capsicum caracteres asociados

a la domesticacion son: frutos no-deciduos, incremento en tamafo del fruto, reduccién
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de pungencia, entre otros. De esta forma, los tipos de chiles antes mencionados, en
comparacion con los chiles tipo Tabaquero, presentan frutos de mayor tamafo, nivel de
pungencia menores, y también frutos mas persistentes, es decir, que pueden tener un
grado de domesticacion mayor. EI menor grado de domesticacion del chile Tabaquero,
se debe a que el agricultor para la seleccion de su germoplasma para el siguiente ciclo,
no la realiza en campo, seleccionando frutos de un tamafio especifico, plantas con
tolerancia a plagas y enfermedades, entre otros aspectos, la semilla que utiliza es la
mezcla de toda la cosecha, se aprovecha de la dehiscencia de los frutos, es decir que
se desprenden del pedunculo y esto permite que la semilla se libere facil del fruto.
También el chile Tabaquero se siembra en condiciones de temporal y se realiza de forma
directa y al voleo, la posicion del fruto en la planta es tanto de forma erecta y pendiente,
con base a estas caracteristicas posiblemente el chile Tabaquero de esta zona es
semidomesticado y por lo tanto en este estudio la mayoria de las colectas presentaron

concentraciones mayores a 100,000 USP de capsaicinoides.

En otros estudios donde han utilizado chile Tabaquero (Vera et al., 2011), la
concentracion de capsaicinoides que ha presentado este tipo de chile ha sido menor (8.2
pHg mL-1). Sin embargo, si consideramos que los frutos utilizados fueron cosechados en
verde, factor que pudo influir en la menor concentracion de los capsaicinoides. Se han
evaluado frutos en estado del fruto en verde y rojo, y se han obtenido concentraciones
altas en frutos rojos y menores concentraciones en frutos verdes (Montoya-Ballesteros
et al., 2010; Morales-Fernandez et al., 2020).

Como los resultados de otros estudios de concentracion de capsaicinoides (Moran-
Bafiuelos et al., 2008; Vera-Guzman et al., 2011; Naresh et al., 2016; Stipcovich et al.,
2017), la relacion que existe ente CAP y DH es la misma, es decir, es mayor la
concentracion de CAP a la de DH. En la mayoria de las colectas la relacién que se
observa entre estos dos compuestos es de 2:1 a 3.8:1, mas CAP que DH, aunque en las
colectas T-2, T-4, T-5y T-6 presentaron mas de 5 veces CAP que DH (5.8:1 a 7:1).
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Cuadro 7. Contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina en frutos de 44 colectas de chile

tabaquero.
Colecta CAP (ugg™) DH (ug CAP: CTOT USP
T-42 8,149.81 a 2,756.35a 3.0:1.0 10,906.16 163,592.40 a
T-24 8,108.13 a 2,472.18a 3.3:1.0 10,580.31 158,704.65 ab
T-33 7,371.29 ab 2,696.14a 2.7:1.0 10,067.43 151,011.40 abe
T-35 7,164.28 abcd  2,605.54a 2.7:1.0 9,769.82 146,547.25 abed
T-21 7,111.92 abcd  2,504.42a 2.8:1.0 9,616.34 144,245.10 abcde
T-1 7,285.55 abc 2,270.55ab 3.2:1.0 9,556.10 143,341.50 abcde
T-8 6,747.31 abcd 2,688.27a 2.5:1.0 9,435.58 141,533.75 *
T-37 6,944.39 abcd  2,460.79a 2.8:1.0 9,405.18 141,077.65 *
T-10 7,363.37 ab 1,963.68a 3.7:1.0 9,327.05 139,905.65 *
T-13 6,770.78 abcd  2,536.08a 2.7:1.0 9,306.86 139,602.90 *
T-27 7,202.48 abc 1,891.83ab 3.8:1.0 9,094.31 136,414.60 **
T-11 6,404.20 abcde 2,675.84a 2.4:1.0 9,080.04 136,200.55 **
T-2 7,801.83 a 1,148.77ab 6.8:1.0 8,950.60 134,259.00 **
T-34 6,637.87 abcd  2,099.29ab 3.2:1.0 8,737.16 131,057.35 **
T-31 6,313.05 ** 2,403.61a 2.6:1.0 8,716.66 130,749.90 **
T-36 6,143.20 ** 2,375.76 ab 2.6:1.0 8,518.96 127,784.40 **
T-38 5,856.71 ** 2,568.37a 2.3:1.0 8,425.08 126,376.20 **
T-30 5,885.32 ** 2,202.08ab 2.7:1.0 8,087.40 121,311.10 **
T-22 5,981.23 ** 2,091.36 ab 2.9:1.0 8,072.59 121,088.85 **
T-19 5,915.96 ** 2,137.26 ab 2.8:1.0 8,053.22 120,798.20 **
T-40 5,906.67 ** 2,140.60ab 2.8:1.0 8,047.27 120,708.95 **
T-16 5,877.98 ** 2,035.63ab 2.9:1.0 7,913.61 118,704.10 ***
T-43 5,824.04 ** 2,061.65ap 2.8:1.0 7,885.69 118,285.35 ***
T-28 5,784.07 ** 2,045.65ab 2.8:1.0 7,829.72 117,445.80 ***
T-44 4,934.22 *** 2,794.08a 1.8:1.0 7,728.30 115,924.50 ***
T-4 6,490.98 abcde 1,162.56ab 5.6:1.0 7,652.64 114,789.60 ***
T-14 5,431.94*** 1,988.75ab 2.7:1.0 7,420.69 111,310.35 ***
T-29 5,287.14 *** 2,060.38ab 2.6:1.0 7,347.52 110,212.80 ***
T-20 5,310.37 *** 1,910.68a 2.8:1.0 7,221.05 108,315.75 ***
T-12 5,056.36 *** 2,148.57ab 2.4:1.0 7,204.93 108,073.95 ***
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Colecta CAP (ugg™) DH (ug CAP: CTOT USP
T-5 6,256.61** 899.37ab 7.0:1.0 7,155.98 107,339.70 ***
T-25 5,243.10 *** 1,873.85ab 2.8:1.0 7,116.95 106,754.25 ***
T-3 5,567.33 ** 1,453.07ap 3.8:1.0 7,020.40 105,306.00 ***
T-7 5,000.99 *** 1,991.20ab 2.5:1.0 6,992.19 104,882.85 ***
T-9 5,172.89 *** 1,509.98ap 3.4:1.0 6,682.87 100,243.05 ***
T-6 5,656.72 ** 966.56ab 5.9:1.0 6,623.28 99,349.20 ***
T-41 4,028.13 cdefgh  2,149.04ab 1.9:1.0 6,177.17 92,657.55 bedefghi
T-15 4,294.88 1,567.08ab 2.7:1.0 5,861.96 87,929.40 cdefghi
T-39 3,848.33 defgh  1,403.79ab 2.7:1.0 5,252.12 78,781.80 defghi
T-26 3,291.34 efgh  1,792.98ab 1.8:1.0 5,084.32 76,264.80  efghi
T-23 3,238.42 efgh  1,578.60ab 2.1:1.0 4,817.02 72,255.30  fghi
T-18 3,010.63 fgh 1528.29ap 2.0:1.0 4,538.92 68,083.80 ghi
T-32 2,226.48 gh 1,061.14ap 2.1:1.0 3,287.62 49,314.30 hi
T-17 1,310.99 h 482.83 b 2.7:1.0 1,793.82 26,907.30 i
Media  5,709.30 1,980.78 115,351.30
C.vV 13.77 22.69 14.42
DMS 3,320.89 1,897.90 70,234.14

CAP=Capsaicina; DH=Dihidrocapsacina; CAP: DH= proporcion; USP= Unidades Scoville de
Picor; DMS= Diferencia Minima Significativa (Tukey, P<0.05). Medias con las mismas letras, son
estadisticamente iguales, (*) abcdef, (**) abcdefg, (***) abcdefgh. C.V. Coeficiente de variacion.
DMS=Diferencia minima significativa

Con respecto al contenido de capsaicinoides de los 22 grupos de chile que se
formaron con base a forma de los frutos a partir de 11 colectas de chile Tabaquero, hubo
diferencias significativas entre grupos (P<0.0001). Los grupos de frutos de forma
alargada en general presentaron los mayores contenidos de capsaicinoides que
fluctuaron de 120,704 a 218,263 USP, en tanto los grupos de chile de forma triangulo
chico y grande, tuvieron valores de 72,501 a 154,186 USP. Las muestras de fruto
alargado que sobresalieron por su mayor contenido de capsaicinoides fueron las de
colectas T-8, T-21, T-30, T-10, T-27, T-16 y T-2 y las muestras de frutos chico de las
colectas T-20 y T-30 y la muestra de frutos triangulo grande de la colecta T-27 tuvieron
contenidos menores a 100,000 USP (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Concentracion de capsaicinoides en frutos de chile tabaquero con base a forma del
fruto de 11 colectas de chile tabaquero.

Colecta FFR USP? USP?2 FRL FRD
(cm) (cm)
T-8 Alargado 218,263.87 a 141,533.75 3.28 0.80
T-21 Alargado 201,234.21 ab 144,245.10 3.29 0.80
T-30 Alargado 189,562.51 ab 121,311.10 3.80 0.60
T-10 Alargado 173,685.88 abc 139,905.65 4.00 0.90
T-27 Alargado 165,441.91 abcd 136,414.60 3.52 0.85
T-16 Alargado 163,982.93 abcd 118,704.10 295 071
T-2 Alargado 161,785.35 abcd 134,259.00 3.35 0.87
T-10 Triangular chico 154,186.57 bcde 139,905.65 229 0.85
T-24 Triangular chico 147,885.79 bcdef 158,704.75 2.28 0.81
T-20 Triangular grande  146,741.36 bcdef 108,315.85 240 0.85
T-24 Alargado 145,867.22 bcdef 158,704.75 298 0.89
T-8 Triangular grande  144,722.98  cdef 141,533.75 2.00 0.81
T-12 Alargado 129,655.20 cdefg 108,073.95 4.15 0.90
T-40 Triangular grande  123,851.92  cdefg 120,708.95 222 077
T-40 Alargado 120,704.70 cdefg 120,708.95 2.88 1.02
T-21 Triangular grande  120,239.03 cdefg 144,245.10 223 0.88
T-30 Triangular grande  116,661.11 cdefg 121,311.10 2.28 0.82
T-16 Triangular grande  115,441.89 cdefg 118,704.10 228 0.79
T-12 Triangular chico 106,853.99 defg 108,073.95 1.81 0.78
T-30 Triangular chico 99,744.51 efg 121,311.10 1.00 0.59
T-27 Triangular grande 94104.19 fg 136,414.60 253 092
T-20 Triangular chico 72,501.99 g 108,315.85 1.57 0.80
Media 141,505.40 269 0.82
C.V. 10.35
DMS 59,475.75

FFR=Forma del fruto, USP= Unidades Scoville de Picor, 1Contenido promedio de USP con base a la forma
del fruto. 2Contenido promedio de USP de los frutos por colecta; FRL= Longitud promedio de fruto de
plantas de plantas analizadas; FRD= Didmetro promedio de frutos de plantas analizadas. Medias con las
mismas letras, son estadisticamente iguales; DMS= Diferencia Minima Significativa (Tukey, P<0.05).
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A excepcion de las colectas T-24 y T-40, dentro de cada colecta, el contenido de
capsaicinoides en los grupos de frutos de tipo alargados, fueron superiores al de los

grupos triangulo grande y chico (Cuadro 8).

En cuanto al contenido de capsaicinoides por grupo, los de forma alargada tuvieron
un valor promedio de capsaicinoides de 167,018.38 USP, y estos fueron
estadisticamente superiores a los que presentaron los grupos de chile de fruto triangular
grande (123,108.93 USP) y chico (116,234.57 USP). De esta forma, las colectas que
presentaron las menores concentraciones de capsaicinoides (T-17, T-32 y T-18), no
presentan frutos de forma alargada.

2.7 CONCLUSIONES

El contenido de capsaicinoides de los chiles tipo Tabaquero fue muy variable, el
cual fluctia de 26,907.30 a 163,592.40 USP. Destacan por su mayor contenido las
colectas T-42, T-24 y T-33 y las colectas de menor concentracion T-41, T-15, T-39, T-26,
T-23, T-18, T-32 y T-17. En cuanto a la concentracion de acuerdo a la forma del fruto,
los de tipo alargado tuvieron los valores més altos (167,018.38 USP) vy, los de forma
triangular grande (123,108.93 USP) y triangular chico (116,234.57 USP) los menores, las

colectas T-18, T-32 y T-17 no presentaron frutos de forma alargada.
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CAPITULO lIl. EVALUACION DE LA RESISTENCIA DE CHILE TABAQUERO A
Phytophthora capsici LEO

3.1 RESUMEN

La marchitez del chile causada por Phytophthora capsici LEO, es un factor limitante
para la produccion de chile en México, las pérdidas ocasionadas van de 60 a 100%. Las
poblaciones nativas, son un reservorio de genes de resistencia a diversas enfermedades
gue deben ser exploradas para identificar germoplasma como fuente de resistencia, por
lo que, siendo México un pais con una gran diversidad de chiles nativos, existe la
posibilidad de encontrar alguna fuente de resistencia a la enfermedad Phytophthora
capsici LEO. En el presente estudio, se evalué bajo condiciones de invernadero, la
resistencia a P. capsici de 48 colectas de chile nativo tabaquero. Como testigos
susceptibles se utilizaron las variedades comerciales Tampiquefio 74 y California
Wonder, y la Linea 41-1 como testigo resistente. Los materiales fueron inoculados con
la cepa de P. capsici PCT-17. Se realizaron mediciones de severidad a los 3, 7, 10, 14y
21 dias después de la inoculacion (ddi). La escala con la que se midi6 la severidad fue
de 0 a 6. Con la severidad alos 3, 7 y 10 ddi se obtuvo el area bajo la curva del progreso
de la enfermedad (ABCPE). Se realiz6 un andlisis de varianza y una comparacion de
medias, en los que se observaron diferencias significativas entre los materiales. Se
identificaron, con respecto a los testigos susceptibles, plantulas dentro de las colectas
donde habia un retraso en la presencia de sintomas y plantulas sin sintomas igual al
testigo resistente. Estas plantulas pueden ser utilizadas en un programa de mejoramiento

genético de resistencia a P. capsici.

Palabras clave: Capsicum annuum, chile nativo, severidad, marchitez del chile.
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EVALUATION OF THE RESISTANCE OF TABAQUERO PEPPER TO Phytophthora
capsici LEO

3.2 ABSTRACT

Pepper wilting caused by Phytophthora capsici LEO, is a limiting factor for pepper
production in Mexico, losses ranging from 60 to 100%. Native populations are a reservoir
of resistance genes to various diseases that must be explored to identify germplasm as
a source of resistance, so, being Mexico a country with a great diversity of native chili
peppers, there is the possibility of finding some source of resistance to the disease
Phytophthora capsici LEO. In the present study, the resistance to P. capsici of 48 harvests
of native tabaquero pepper was evaluated under greenhouse conditions. As susceptible
controls, the commercial varieties Tampiquefio 74 and California Wonder were used, and
Line 41-1 as a resistant control. The materials were inoculated with the P. capsici isolate
PCT-17. Severity measurements were made at 3, 7, 10, 14 and 21 days after inoculation.
The scale with which severity was measured was from 0 to 6. The area under the disease
progression curve (ABCPE) was obtained. An analysis of variance and a comparison of
means were performed, in which significant differences between the materials were
observed. With respect to susceptible controls, seedlings were identified within the
collections where there was a delay in the presence of symptoms and seedlings without
symptoms equal to the resistant control. These seedlings can be used in a genetic

improvement program for resistance to P. capsici.

Key words: Capsicum annuum, native chili, severity, pepper wilting.
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3.3 INTRODUCCION

El género Capsicum spp., pertenece a la familia Solanaceae (Trejo y Rivera, 2018)
y cinco de las especies dentro de este género son cultivadas: C. annuum, C. baccatum,
C. chinense, C. frutescens y C. pubescens (Pickersgill, 1989). C. annuum es la especie
mas importante, y México es su principal centro de domesticacion o (Pickersgill, 2007).
El chile es la hortaliza de mayor importancia economica en el mundo (Ortiz et al., 2010),
se consume como fruto fresco, deshidratado o procesado en distintos tipos de comidas,
sus capsicinoides tienen uso medicinal y sus frutos maduros son una fuente importante
de pigmentos (Castro et al., 2012; Ortiz et al., 2010). En 2020, México se ubic6 como el
segundo productor de chile a nivel mundial y uno de los principales exportadores, con

una producciéon de mas de tres millones de toneladas (FAO, 2022; SIAP, 2022).

La diversidad de chiles en el pais se compone por mas de 64 tipos adaptados a
diferentes regiones. Por la superficie cultivada y su comercializacion en México y Estados
Unidos los tipos de chile de mayor importancia son: ancho, mulato, guajillo, jalapefio y
serrano (Rodriguez, 2018). Por otro lado, los tipos puya, de arbol, copi, nanche, cora,
de agua, huacle, taviche, costefio, tusta, tabaquero, cascabel, entre otros, son de menor
importancia a los anteriores y algunos de ellos utilizados principalmente a nivel regional

y local (Aguilar et al., 2010).

Entre los factores que limitan la produccion de chile se encuentran factores
adversos tales como las enfermedades, donde la marchitez del chile, causada por
Phytophthora capsici, es una de la mas importantes (Guigén y Gonzélez, 2004), este
fitopatdgeno puede infectar las raices, flores, tallos, hojas y frutos del chile provocando
el tizon foliar, la pudricién de frutos y la pudricion de raiz y tallo (Castro et al., 2012; Erwin
y Ribeiro, 1996), ademas es el agente causal mas agresivo con pérdidas de 60 a 100 %
(Ramirez y Méndez, 2018; Méndez et al., 2015).

Las estrategias de manejo que se han desarrollado para el control del P. capsici,
no han sido completamente efectivas, cuando se presentan condiciones ambientales
como: alta humedad y temperatura, factores que favorecen el desarrollo de la

enfermedad (Castro et al., 2012). Para su control se han utilizado fungicidas, practicas
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culturales, aplicacién de materia organica, métodos de solarizacion del suelo con plastico
(Chavez et al., 1995), y antagonistas para el control biolégico (Bautista et al., 2014;
Lozano et al., 2014), sin resultados 100% efectivos. El uso de variedades resistentes es
la alternativa mas efectiva y ambientalmente amigable para el control de P. capsici.
(Ogundiwin et al., 2005).

Con el desarrollo de variedades resistentes se puede obtener un mejor rendimiento
del cultivo y reduccion en el uso de fungicidas que son potencialmente perjudiciales para
el medio ambiente (Ogundiwin et al., 2005). Para desarrollar estas variedades es
necesario contar con materiales con caracteristicas de resistencia, tales como son las

poblaciones nativas de chile (Palma et al., 2017).

En la actualidad el chile serrano CM-334, que fue reportado inicialmente por
Guerrero y Laborde (1980), del antes Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
(INIA) en México, ha mostrado una resistencia universal a los aislamientos de P. capsici
(Castro et al., 2012; Glosier et al., 2008; Oelke et al., 2003; Sy et al., 2008). Ademas, se
han reportado accesiones de chile con cierto nivel de resistencia, por ejemplo “Pl
201232, “Pl 201234”, “Fyuco”, “Linea 29 (Barksdale et al., 1984; Ortega et al., 1991;
Roig et al., 2009) y las lineas “41-1”, “33.3”, “34.1” y “35.3”, estas ultimas cuatro lineas
fueron ademas resistentes a los neméatodos agalladores M. incognita y N. aberrans.
(Goémez et al., 2017; Palma et al., 2017; Villar et al., 2022).

Las poblaciones nativas representan un reservorio de genes de resistencia a
diversas enfermedades que debe ser explorado para identificar germoplasma como
fuente de resistencia (Moran et al., 2010; Laborde y Pozo, 1984), y aprovecharlas de una
forma eficaz en programas de mejoramiento genético (Villar et al., 2022). Uno de estos
tipos de chile es el Tabaquero, de importancia regional que, ha sido poco estudiado, y
gue se cultiva en una superficie de 144.5 ha (SIAP. 2022), en areas tropicales y
subtropicales de la sierra Mazateca y Cuicateca baja, Papaloapan, Chinantla y Mixe Bajo
(Lépez y Castro, 2006). Con base a lo anterior el objetivo del presente trabajo fue la
evaluacion de la resistencia a P. capsici de 48 accesiones de chile tabaquero del estado

de Oaxaca.
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3.4. OBJETIVO E HIPOTESIS
3.4.1 Objetivos

e Evaluar la resistencia a Phytophthora capsici LEO de 48 accesiones de chile

tabaquero del estado de Oaxaca.
3.4.2 Hipotesis

e Existe variabilidad en respuesta al ataque de Phytophthora capsici LEO en las

colectas de chile tabaquero.
3.5 MATERIALES Y METODOS
3.5.1 Material vegetal

Se utilizaron 48 colectas de chile tabaquero (T-1 a T-48), las cuales fueron
colectadas en los Municipios: San Bartolomé Ayautla (47 colectas) y San Pedro Teutila
(1 colecta) del estado de Oaxaca (Figura 5). Como testigo resistente se utilizé la linea de
chile nativo tipo Serrano 41-1 y como testigos susceptibles las variedades comerciales

tipo Serrano Tampiquefio 74 y pimiento California Wonder.

Simbologia

+ Ubicacidn geogréfica de las colectas.

Escala
1:200000

Figura 5. Sitios de colecta de chile tabaquero en los Municipios de San Bartolomé Ayautla (1) y
San Pedro Teutila (2), Oaxaca.
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3.5.2. Incremento del aislamiento de Phytophthora capsici

Se utiliz6 la cepa PCT-17 de Phytophthora capsici que fue proporcionada por la
Dra. Sylvia Fernandez Pavia, del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales,
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Con el objetivo de asegurar la
patogenicidad del aislamiento, éste se inocul6 en plantulas de la variedad susceptible
California Wonder, a las cuales se les elimind el apice y sobre éste se colocaron
segmentos de 5 mm de diametro del medio de cultivo que contenia la cepa PCT-17.
Posteriormente se envolvio con toallas de papel himedas y papel aluminio, esto con la
finalidad de conservar la humedad y generar condiciones favorables para el desarrollo
de P. capsici. Después de 5 dias se procedi6 a cortar con un bisturi secciones de 5 mm
del tallo de la zona del avance de la necrosis, las secciones se desinfestaron con cloro
al 4% durante 30 segundos y se enjuagaron con agua destilada estéril, y luego se
sembraron en cajas Petri con medio de cultivo agar. Las cajas se incubaron a 28°C
durante 5 dias. Posteriormente se realizaron cortes del medio y se sembraron en cajas
Petri con medio de cultivo agar-jugo V8® y se incubaron a 28°C durante 10 dias. A cada
caja Petri se le agregaron 10 mL de solucion isoténica de cloruro de sodio AMSA® al 0.9
% por 10 min; posteriormente, se decanto la solucion y el medio de cultivo de cada caja
se dividié en cuatro porciones, y se transfirieron a cajas Petri de vidrio (dos partes por

caja).

A cada caja se adicion6 agua destilada estéril cubriendo el medio del cultivo con
micelio y se expusieron a luz blanca continua a 24 °C por 48 h para promover la formacion
de esporangios. Posteriormente, las cajas con esporangios recibieron un choque térmico
de 4 y 28 °C por 40 min en cada temperatura, para promover la liberacion de zoosporas
en el medio acuoso. El liquido de cada caja se colectd en un vaso de precipitado para
cuantificar el nimero de zoosporas por mL con ayuda de una camara de Neubauer. La
suspension se ajusté con agua destilada estéril a una concentracion de 1 x 10° zoosporas

mL1,
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3.5.3 Evaluacién de laresistencia

Las semillas de cada colecta y los testigos se desinfectaron con una solucion de
hipoclorito de sodio (Cloralex®) al 1 % por 2 min, después se enjuagaron tres veces con
agua destilada. De cada material se sembraron, en 10 vasos de unicel de 290 ml de
capacidad, dos semillas por vaso. El sustrato empleado estuvo compuesto por tierra y
peat moss en una relacion 4:1 respectivamente. Con la finalidad de tener una plantula
por vaso, cuando estas presentaron el primer par de hojas verdaderas, se elimin6é una

plantula de aguellos vasos que presentaban dos.

El manejo de las plantas durante su crecimiento consistié en: riegos segun las
necesidades de las plantas, la aplicacion de enraizador a los ocho dias después de
emergidas y la fertilizacion se realiz6 semanalmente con aplicaciones de la solucién
nutritiva Ultrasol ® (inicial, 15-30-15 de N-P-K). Cuando las plantulas presentaron de tres
a cuatro pares de hojas verdaderas, se procedi6 a la inoculacion, una hora antes de la
inoculacién se aplico a las plantulas un riego a saturacién con el objetivo de crear un
microambiente de alta humedad para favorecer la infeccién y, posteriormente, se aplicé

1 mL de la suspensiéon de zoosporas en la base del tallo.

Para evitar posibles escapes, ocho dias después de la inoculacién se realizé una
reinoculacién con la misma concentracion 1 x 10° zoosporas mL™ a las plantulas que adn
no presentaban sintomas. Para determinar la resistencia de los materiales, se registro la
variable severidad de la enfermedad en las plantulas, utilizando la escala de valores de
0 a 6 propuesta por Sanogo (2006), con las siguientes modificaciones, 0= Plantas
completamente sanas sin ningun sintoma, 1= Necrosis en la base sin rodear al tallo,
2=Necrosis en la base que rodea al tallo, 3=Necrosis que rodea al tallo con <50% de
defoliacién. 4=Necrosis que rodea el tallo con >50% de defoliacién, 5= Planta marchita 'y

6=Planta completamente muerta.

Los registros de severidad se realizaron a los 3, 7, 10, 14 y 21 dias después de la
inoculacién (ddi). Con la informacion de severidad, se calcul6 el area bajo la curva del
progreso de la enfermedad (ABCPE) mediante el método de integracién trapezoidal

(Campbell y Madden, 1990), utilizando para ello los valores de severidad de las fechas
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3, 7 y 10 ddi, dado que, en esta ultima fecha, todas las plantulas de los testigos

susceptibles presentaron valores de severidad de 6 (plantas muertas).
3.5.4 Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizé un analisis de varianza y la comparacion de
medias (Tukey, P<0.05) de acuerdo al modelo estadistico completamente al azar con
dos repeticiones (cinco plantas por repeticion). Se utilizd para el analisis el software
estadistico R Project version 4.2.1. (R Core Team, 2022).

3.6 RESULTADOS Y DISCUSION

Las 48 colectas evaluadas de chile tabaquero manifestaron los sintomas tipicos
causados por el oomiceto Phytophthora capsici: necrosis en el tallo, defoliacion,
marchitamiento y muerte de las plantulas. Por otro lado, con base a los resultados del
analisis de varianza, se encontraron diferencias altamente significativas (P<0.0001) en
ABCPE entre colectas (Cuadro 9), lo que demuestra que, en este tipo de chile nativo,
existe variacion en caracteres de interés como lo es la resistencia a patégenos, tal como
lo han observado en el patosistema chile — Phytophthora capsici en otros tipos de chile
(Candole et al., 2010: Gémez et al., 2017; Villar et al., 2022).

Cuadro 9. Andlisis de varianza del ABCPE de la severidad de P. capsici en 48 colectas de chile

tabaquero.
GL SC CM F-value P>F
Colecta 50 2614.82 52.3 3.85 <0.0001
Error 51 693.02 13.59
Total 101 3307.84

Como se puede observar en el Cuadro 10, y tal como se esperaba, los valores de
ABCPE en los testigos susceptibles, Tampiquefio 74 y California Wonder fueron los mas
altos (32.04 y 30.58 respectivamente), resultados similares en susceptibilidad lo
obtuvieron Reyes et al. (2021) y Villar et al. (2022), en tanto que, al igual que los
resultados de Gomez et al. (2017) y Villar et al. (2022), la Linea 41-1, testigo resistente,
present6 el menor valor de la variable (0). En cuanto a los resultados de ABCPE que se

observaron en las colectas de chile tabaquero, se puede apreciar que todas presentaron
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areas intermedias entre los testigos susceptibles y resistente, sin embargo, no hubo
diferencias estadisticas entre los valores de ABCPE de 36 colectas y los testigos

susceptibles, con areas que fueron desde 16.4 a 26.3.

Por otro lado, las colectas T-36, T-33, T-12, T-1, T-5, T-3, T-41, T-2, T-39 y T-42,
presentaron los valores de ABCPE mas pequefios, y fueron estadisticamente iguales al
testigo resistente, con areas que van de 11.0 a 15.65. La variacion de los valores de
ABCPE observados, puede deberse a que el chile tabaquero es un tipo de chile nativo
gue a simple vista presenta una amplia diversidad en forma de planta y de fruto y, por
tanto, debe de presentar una amplia variacion genética. Resultados similares los obtuvo
Retes et al. (2020) en una evaluacion de 32 materiales nativos, donde observo diferentes

niveles de resistencia.

Para determinar el nivel de resistencia de los materiales a P. capsici, en el caso de
la evaluacion de colectas, el ABCPE hace referencia al comportamiento promedio de las
mismas, sin embargo, en algunas evaluaciones han considerado el porcentaje de plantas
infectadas, tal es el caso de, Kim et al. (2010), quienes clasificaron 300 materiales
evaluados en resistente (0% de plantas muertas), moderadamente resistente (20 % de
plantas muertas), susceptible (20.1 a 90% de plantas muertas) y altamente susceptible
(> 90.1% de plantas muertas), encontrando a los 28 ddi cinco materiales resistentes. Por
otro lado, Reyes et al. (2021), realiz6 evaluaciones de cuatro materiales criollos de chile
pasilla inoculadas con cinco aislados de P. capsici, y clasificé a los materiales en
resistente (>90 % de plantas sanas), moderadamente resistente (61-90% de plantas
sanas), tolerante (41-60% de plantas sanas, moderadamente tolerante (30-40% de
plantas sanas) y susceptible (<30% de plantas sanas), encontrando materiales
moderadamente resistentes, tolerantes, moderadamente tolerantes y susceptibles a los
20 ddi.

De esta forma, si se considera la clasificacion utilizada por Kim et al. (2010),
tendriamos que, a los 10 ddi nueve colectas de chile tabaquero serian clasificadas como
susceptibles y 39 como altamente susceptibles, en tanto que, a los 21 ddi todas las
colectas quedarian clasificadas como altamente susceptibles. Asi mismo, con base a la

clasificacion de Reyes et al. (2021), a los 10 ddi dos colectas de chile tabaquero se
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clasificarian como: tolerantes, dos moderadamente tolerantes y 44 susceptibles; y a los

14 ddi las 48 colectas se clasificarian como susceptibles.

Al igual que en la presente investigacion, Reyes et al. (2021) utilizaron el testigo
susceptible California Wonder, sin embargo, entre las dos evaluaciones hubo una
diferencia en la muerte de las plantulas de 10 dias, lo que se puede atribuir a las
diferentes concentraciones de inoculo y distintos aislamientos utilizados, tal como lo
mencionan Barkadale et al. (1984) y Su et al. (2014), que a medida que aumenta la
concentracion del in6culo y, entre mas agresivo sea el mismo, los sintomas se

manifiestan mas rapido.

Cuadro 10. Comparacion de medias del ABCPE de 48 colectas de chile tabaquero (Capsicum

annuum).
Genotipo ABCPE Genotipo ABCPE Genotipo ABCPE
Tampiquefio 74 32.04 a T-44 20.35abc T-31 16.85 abc
California Wonder 30.58ab T-24 20.25abc  T-9 16.70 abc
T-48 26.30 abc  T-30 19.70 abc T-38 16.55 abc
T-23 2490 abc  T-16 19.65abc T-35 16.40 abc
T-26 24.85abc  T-37 19.40 abc T-10 16.10 bc
T-47 24.35abc  T-6 19.40 abc T-36 15.65 bcd
T-46 24.30abc  T-13 19.20abc T-34 15.60 bcd
T-7 23.05abc  T-22 19.10 abc T-33 14.25 cd
T-28 22.70 abc T-17 18.80abc T-12 1410 cd
T-43 22.10abc T-21 18.60 abc T-1 14.05 cd
T-18 22.05abc  T-32 17.80abc T-5 14.05 cd
T-15 21.90abc T-4 17.65abc T-3 14.00 cd
T-19 21.70 abc  T-29 17.60 abc T-41 13.60 cd
T-27 21.65abc T-14 17.25abc T-2 1255 cd
T-25 21.45abc T-11 17.15abc T-39 12.00 cd
T-45 21.20abc T-8 17.05abc T-42 11.00 cd
T-20 20.35abc  T-40 16.95 abc Serrano 41-1 00.00 d
DMS 15.71

Medias con las mismas letras, son estadisticamente iguales.
DMS=Diferencia minima significativa (Tukey, P<0.05).
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No obstante lo anterior, la variacion de la resistencia entre colectas, determinada a
través de la variable ABCPE, no fue la Unica variacion observada (Cuadro 10 y Figura
6), ya que, dentro de cada colecta, hubo variacién en la severidad de las diferentes
plantulas, de tal forma que, se observaron plantulas méas susceptibles que las plantulas
de los testigos susceptibles, por ejemplo, hubo plantas muertas en las colectas T-16y T-
43 a los 7 ddi. Por otro lado, a excepcion de las colectas T-2, T-3, T-32, T-33 y T-34,
todas las demdas colectas tuvieron plantulas tan susceptibles como los testigos
susceptibles, es decir, alcanzaron un valor de severidad de 6 (plantulas muertas) a los
10 ddi.

De la misma manera, todas las colectas tuvieron plantas que murieron 14 o 21 ddi,
por lo que se puede decir que hubo un retraso en el desarrollo de la enfermedad.
Finalmente, las colectas T-16, T-24, T-40, T-41, T-42 y T-45 presentaron plantulas con
una severidad de 0, igual que el testigo resistente.

0 3 7 o m 14 n

Figura 6. Severidad promedio de la marchitez a los 3, 7, 14 y 21 ddi de 48 colectas de chile
Tabaquero.

De acuerdo a lo anterior, si se considera en el presente trabajo las formas de
clasificar los materiales por su resistencia tal como lo indican Kim et al. (2010) y Reyes

et al. (2021), se determinaria que las colectas de chile tabaquero son susceptibles, por
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lo que estariamos ignorando aquellas plantulas dentro de las colectas con un nivel

superior en resistencia a las de los testigos susceptibles.

La resistencia de las plantas a patdgenos se ha clasificado, en forma general, como
especifica y general (vertical y horizontal, segun Vanderplank, 1968). La primera es
aquella resistencia mediada por la interaccion entre los genes R y Avr que conduce a
una expresion fenotipica discreta (enfermedad o no enfermedad), también denominada
resistencia cualitativa (Burbano, 2020). La segunda es aquella resistencia que no impide
el desarrollo del patdgeno, es mas bien una resistencia parcial condicionada por varios
genes, denominada también como resistencia cuantitativa (Burbano, 2020). Con base a
las definiciones anteriores, en esta evaluacion de chile tabaquero, encontramos plantas

dentro de las colectas que se ajustarian a estos dos tipos de resistencia.

En las colectas T-2, T-3, T-32, T-33 y T-34 el desarrollo de la enfermedad fue lenta
(Figura 7), las plantulas murieron 14 ddi y 21 ddi (4 a 11 dias después que plantulas de
los testigos susceptibles), es posible encontrar genes menores de resistencia, que estén
determinando la aparicion lenta de los sintomas. En un programa de mejoramiento para
resistencia parcial, estas colectas podrian ser incluidas, para buscar mediante
recombinaciones, el mayor retraso posible de la enfermedad, de tal forma que, permita
combinarse la resistencia con otros métodos de control, por ejemplo, en el manejo
integrado de la enfermedad, donde combinan la rotacion de cultivos, incorporacion de
materia organica, solarizacion del suelo con plastico transparente (Chavez et al., 1995).

Las colectas de chile tabaquero T-16, T-24, T-40, T-41, T-42 y T-45, presentaron
plantulas sin sintomas, estas también podrian ser utilizadas en un programa de
mejoramiento, obviamente, con los estudios previos sobre la genética de su resistencia.
Estas cinco colectas podrian ser clasificadas como materiales con presencia de genes
mayores por la ausencia de sintomas, no obstante que Chavez y Zavaleta (2019),

mencionan de la no presencia de genes R en el género Capsicum.
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Figura 7. Numero de plantas muertas de las colectas de chile tabaquero y los testigos a los 7,
10, 14 y 21 dias de después de la inoculacion (ddi).

3.7 CONCLUSIONES

Las colectas de chile tabaquero presentaron valores menores de severidad de la
enfermedad que los testigos susceptibles. Destacaron las colectas T-36, T-33, T-12, T-
1,T-5,T-3,T-41, T-2, T-39 y T-42, con un nivel de resistencia similar al testigo resistente.
En todas las colectas hubo plantulas que murieron de 4 a 11 dias después de la muerte
de las plantulas de los testigos susceptibles, lo que puede atribuirse a una caracteristica
genética que retrasa de la enfermedad. Las colectas T-16, T-24, T-40, T-41, T-42y T-45
presentaron plantulas tan resistentes como las plantulas del testigo resistente. Las
colectas antes mencionadas pueden ser utilizadas en un programa de mejoramiento

genético de resistencia a P. capsici.

44



CONCLUSIONES GENERALES

Las colectas de chile “Tabaquero” evaluadas en este estudio, presentaron
variabilidad en la caracterizacion morfologica, en el contenido de capsaicinoides y en la
resistencia genética a Phytophthora capsici. De las 47 caracteristicas evaluadas, en 26
de ellas se observé variabilidad morfologica. Las caracteristicas mas distintivas entre las
colectas fueron: largo y ancho de la hoja; largo y grosor del pedunculo; largo, diametro y
forma de fruto, y peso de fruto. Dentro de las colectas se presentaron tres formas de
fruto: alargado, triangular grande y triangular chico. Las colectas se agruparon en 3
grupos, en el Grupo | se concentraron 5 colectas, en el Grupo Il 15 colectas y 24 colectas
en el Grupo lll. Por otro lado, en el contenido de capsaicinoides las concentraciones
fueron muy variables, que oscilaron de 26,907.30 a 163,592.40, destacaron tres colectas
con las mayores concentraciones de estos compuestos T-42, T-24 y T-33 y las de menor
concentraciones T-41, T-15, T-39, T-26, T-23, T-18, T-32 y T-17. Los frutos de forma
alargada presentaron las mayores concentraciones de estos alcaloides y las T-18, T-32
y T-17 no presentaron esta forma de frutos. ElI comportamiento de las colectas a
Phytophthora capsici fue variable entre y dentro colectas, presentaron menores valores
de severidad de la enfermedad que los testigos susceptibles. Las colectas T-36, T-33, T-
12, T-1, T-5, T-3, T-41, T-2, T-39 y T-42, presentaron un nivel de resistencia similar al
testigo resistente. Hubo presencia de plantulas en las colectas que murieron de 4 a 11
dias después de la muerte de las plantulas de los testigos susceptibles, lo que puede
atribuirse a una caracteristica genética que retrasa de la enfermedad. Las colectas T-16,
T-24, T-40, T-41, T-42 y T-45 presentaron plantulas tan resistentes como las plantulas

del testigo resistente.
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