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RESUMEN

Objetivo/Antecedentes. Phytophthora capsici es el agente causal de la marchitez
del chile. Entre las estrategias para su control esta el uso de inductores de resis-
tencia. Los fructanos son moléculas que presentan propiedades bioldgicas intere-
santes, incluyendo la capacidad de inducir mecanismos de resistencia en algunas
plantas. En este trabajo se evalu6 el efecto de proteccion de cuatro concentraciones
de inulina de tubérculos de dalia en chile infectado con P. capsici.

Materiales y Métodos. La concentracion que presentd mayor proteccion se eligio
para evaluar la induccion de respuesta de defensa mediante la actividad enzimatica
de B-1,3 glucanasas, peroxidasas y la produccion de compuestos fendlicos totales.

Resultados. La inulina mostr6 un efecto protector contra la infeccion a concentra-
ciones de 100 a 300 uM, ya que disminuyeron los sintomas y las plantulas mos-
traron mejor desarrollo vegetativo. Se observo que la inulina en concentracién 200
uM indujo una respuesta de defensa efectiva asociada al aumento de la actividad
de B-1,3 glucanasas y peroxidasas mediante una respuesta local y sistémica en las
plantulas. Esta respuesta fue diferenciada entre las plantulas tratadas con inulina y
las plantulas infectadas con P. capsici.

Conclusion. Se concluy6 que la inulina tiene la capacidad de proteger al chile de P.
capsici por la induccion de resistencia.

Palabras clave: Elicitores, Phytophthora capsici, fructanos, compuestos fenolicos,
proteinas PR.
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INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum) es un cultivo de importancia econémica en Méxi-
co, su produccioén se estima en 3,112,481 toneladas anuales, lo que posiciona al pais
como el cuarto productor de chile a nivel mundial en 2022 (SADER, 2023). Sin
embargo, este cultivo es afectado por diferentes patogenos incluyendo virus, bac-
terias, oomicetos y hongos, que ocasionan alteraciones metabodlicas en el cultivo,
limitando el rendimiento y la calidad del fruto (Ramos-Sandoval et a/., 2010; Majid
et al., 2017). La marchitez o secadera del chile, considerada como la enfermedad
mas destructiva para el cultivo (Barchenger et al., 2018), se asocia principalmente
al oomiceto Phytophthora capsici, que se propaga por el agua de riego y lluvia a
través de oosporas y zoosporas (Sanogo et al., 2023). Las pérdidas economicas
relacionadas con esta enfermedad se consideran de gran importancia para el agri-
cultor y su control significa un aumento considerable en los costos de produccion
del cultivo (Moreira-Morrillo et al., 2022).

En México, se han desarrollado distintos estudios sobre la presencia, diversi-
dad genética y busqueda de variedades de chile resistentes contra de este patdgeno
(Castro-Rocha et al., 2016; Palma-Martinez et al., 2017; Pons-Hernandez et al.,
2020). Se han obtenido aislados en diferentes especies y variedades de chile pro-
venientes de zonas productoras de Aguascalientes, Chihuahua, Guanajuato, Jalisco
y Michoacéan, ademds de caracterizar la distribucion del patdégeno y su gama de
hospedantes en cultivos de importancia econémica de las familias Solanaceae y
Cucurbitaceae (Reyes-Tena et al., 2021).

Para el control de la marchitez del chile, se exploran diferentes alternativas,
como los inductores de resistencia o defensa vegetal, que pueden ser péptidos, po-
lisacaridos, lipidos, entre otros tipos de biomoléculas. Su mecanismo de accion
es la generacidon de una respuesta de defensa inducida o “priming”, que incluyen
cambios a nivel fisiologico, molecular o epigenético como consecuencia de la per-
cepcidn de un estimulo relacionado con un proceso de patogénesis, donde la planta
genera una respuesta de resistencia que la mantiene protegida ante el ataque poste-
rior de patdgenos (Honig et al., 2023).

Se han reportado diferentes moléculas como inductores de resistencia contra el
género Phytophthora. Desde fitohormonas como el acido jasmonico y jasmonato
de metilo que demostraron retardar el progreso de la infeccion de P, infestans en
papa (Arévalo-Marin et al., 2021). Hasta fungicidas de bajo espectro como el fosfi-
to de potasio, un analogo funcional del acido salicilico como el acibenzolar-S-metil
y un aminodacido no proteico como el acido f-aminobutirico (BABA) que redujeron
las lesiones y sintomas de la enfermedad asociada a P. infestans en tomate de arbol
(Solanum betaceum) (Castaino-Monsalve et al., 2015).

El género Dahlia incluye plantas herbaceas perennes que se caracterizan por sus
inflorescencias con flores liguladas y discoides, con raices tuberosas, desarrolladas
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a partir de un rizoma corto. Este género cuenta con 38 especies, de las cuales 35
son endémicas de México (Carrasco-Ortiz et al., 2019). El principal uso de la dalia
es como planta ornamental; aunque en la actualidad se estan promoviendo sus be-
neficios medicinales y nutricionales. Particularmente, las raices tuberosas se carac-
terizan por su contenido de fibra, proteina, minerales y vitaminas, asi como por su
alto porcentaje de carbohidratos, en forma de inulina y otros fructanos (Hernandez-
Epigmenio et al., 2022). Dependiendo de la madurez de la raiz y de la especie, el
contenido de inulina puede fluctuar entre 52 y 83 % de carbohidratos presentes en
los tubérculos (Santana-Legorreta et al., 2016). En este sentido, los fructanos son
polimeros compuestos por unidades de fructosa unidas mediante enlaces de tipo
B(2-1) y/o B(2-6) que generalmente tienen un resto de glucosa terminal y algunos
derivados han sido reportados como inductores de defensa vegetal para algunos
cultivos (Sun et al., 2013; Zhang et al., 2009; Zhang et al., 2013). Para el cultivo
del chile (C. annuum), se ha reportado la aplicacion de fructanos de agave (4ga-
ve tequilana var. Azul) de diferentes grados de polimerizacién y concentraciones
induciendo un efecto protector contra los sintomas severos de la infeccion con P
capsici, disminuyendo la incidencia y dafio a la raiz por su aplicacion foliar (Nava-
rro-Lopez et al., 2019). También, se ha reportado que la aplicacion de inulina (200
uM) a la base de la planta de chile disminuy6 la incidencia de la enfermedad y el
dafio de la raiz provocado por P. capsici hasta un 40 % (Lopez-Velazquez et al.,
2019a). Esta proteccion de la inulina se pudo incrementar hasta en un 80 % con el
uso de hidrogeles biodegradables que protegieron de la lixiviacion y degradacion al
polimero en el suelo (Lopez-Velazquez et al., 2019b). En los tres estudios se evaluo
la proteccion a la enfermedad con la disminucion de la incidencia, dafio a la raiz y
presencia del patégeno en la raiz, aunque no se realizaron ensayos para determinar
si esta proteccion se desencadend por la induccion de resistencia en la planta.

Considerando la importancia de validar que la proteccion dada por la aplicacion
de la inulina se asocia con la induccion de mecanismos de defensa vegetal, asi
como el efecto de diferentes dosis del polimero, en este trabajo el objetivo fue eva-
luar el efecto de proteccion de cuatro concentraciones de inulina de tubérculos de
dalia grado reactivo aplicadas a la base de la planta de chile. La concentracién que
presentd la mayor proteccion se evalud su induccion de una respuesta de defensa
bioquimica efectiva mediante la actividad enzimatica de -1,3 glucanasas, peroxi-
dasas y la produccion de compuestos fendlicos totales.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién y Area de estudio. La presente investigacion se desarrolld en las
instalaciones de la Unidad de Biotecnologia Vegetal del Centro de Investigacion
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y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco AC. Unidad Zapopan,
entre los meses de agosto-diciembre de 2018.

Material Vegetal. Se utilizaron semillas de chile serrano (Capsicum annuum) cv.
Camino Real (Harris Moran Seed Company). Las semillas se desinfestaron sumer-
giéndose por 3 minutos en hipoclorito de sodio comercial (NaClO) al 3 %, poste-
riormente se enjuagaron con agua destilada y se colocaron para su germinacion
en charolas con sustrato estéril compuesto de peat-moss, arena y vermiculita en
proporcidn 6:2:1, respectivamente.

Material biolégico. Se utiliz6 la cepa de Phytophthora capsici (CH11) de la co-
leccion de cepas del CIATEJ, proporcionada y aislada en 2011 por la Dra. Sylvia
Fernandez Pavia, del Instituto de Investigaciones Agropecuarias Forestales de la
Universidad Michoacana San Nicolas de Hidalgo (Reyes-Tena et al., 2019). Las
condiciones de cultivo y generacion del indculo fueron las mismas que se descri-
bieron con Lopez-Velazquez et al. (2019a).

Medio de cultivo v8 clarificado. Se utiliz6 jugo v8 (Campbell’s) clarificado por
filtracion. Se mezcld 50 mL de jugo clarificado, 0.5 g de carbonato de calcio (Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 15 g de agar (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) en agua destilada. Esta mezcla fue colocada en agitacion y aforada a 1 L
con agua destilada. El medio se esterilizé en autoclave a 121 °C durante 20 min
(Trinidad-Cruz et al., 2021).

Soluciones de inulina de tubérculos de dalia. Se prepararon soluciones de inulina
de tubérculos de dalia grado reactivo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Se di-
solvid en agua destilada a concentraciones 20, 100, 200 y 300 uM. La solucién fue
esterilizada por filtracion con membranas de 20 um antes de su aplicacion.

Evaluacion de la proteccion de inulina de dalia en el control de P. capsici. Se
utilizaron 10 plantulas de chile de 30 dias de edad por tratamiento, las cuales se
trasplantaron en vasos de poliestireno de 275 mL con sustrato estéril compuesto de
peat-moss, arena y vermiculita en proporcion 6:2:1. Después del trasplante se apli-
caron 10 mL de inulina de tubérculos de dalia a la base del tallo. Las concentracio-
nes de inulina fueron 20, 100, 200 y 300 uM. Transcurridos 10 dias después de la
primera aplicacion de la inulina, se hizo una segunda aplicacion e inmediatamente
después se inocularon las plantulas con 10 mL de la suspensién de zoosporas de
P, capsici (1x10* zoosporas mL") (Wang et al., 2013). El experimento finalizé dos
semanas después de la inoculacion, se hizo un registro fotografico y se determind
la altura y el peso fresco de las plantulas. Se determino el nivel de proteccion a la
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enfermedad, considerando la siguiente escala de severidad de la enfermedad que
fue propuesta con base en los sintomas observados a lo largo del experimento:
1. Plantula sana, sin sintomas evidentes de enfermedad; 2. Plantula con clorosis,
oscurecimiento en tallo y raices, marchitez en las hojas; 3. Plantula que presenta
dafio en las hojas, necrosis en el tallo y raices, raices cortas, defoliacion severa y ta-
mafio menor que el control y 4. Plantula muerta. Se utilizé un disefio experimental
de bloques al azar con 10 repeticiones cada uno. Se consideraron como controles
plantulas a las que se aplico agua destilada estéril en lugar de la inulina y plantulas
inoculadas solamente con el patégeno. El experimento se realizé por duplicado
separados por espacio y al mismo tiempo.

Determinacion del dafio en las raices. Para determinar el dafio a las raices se
compard la viabilidad de las raices entre los diferentes tratamientos. La viabilidad
se determiné con la reduccion del cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 1,3,5-trifenilformazan (TTF) con el método des-
crito por Wang et al. (2013) con algunas modificaciones (Lopez-Velazquez et al.,
2019a). La viabilidad de las raices se obtuvo mediante el calculo de la intensidad
de reduccion del TCC (mg g'!' h) = absorbancia del TTC reducido / PF h, donde PF
es la masa de la raiz fresca y h es el tiempo de incubacion.

Presencia del oomiceto en la raiz. Se determiné la presencia del oomiceto en la
raiz del chile por la tincion del micelio con azul de tripano (Lopez-Velazquez et
al. 2019b). Se tomaron muestras de raices y se decoloraron con hidréxido de po-
tasio 1.7 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y peroxido de hidrogeno 0.5 M
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Posteriormente fueron tefiidas con azul de
tripano 100 puM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 2 h. El exceso de colo-
rante fue eliminado con lavados de lactoglicerol y las muestras fueron observadas
en microscopio optico (Microscopio Olympus modelo BH-2, Tokio, Japdn).

Evaluacion de induccion de respuesta de defensa en chile por el tratamiento
con inulina de dalia contra P. capsici. Se utilizaron plantulas de 30 dias de edad, las
cuales se trasplantaron a bolsas de polietileno de 1 kg con sustrato estéril. Después
del trasplante se aplicaron a la base de la plantula 10 mL de inulina de tubérculos de
dalia a la concentracion que presentd la mayor proteccion (200 uM), se considerd
un tratamiento con inulina y el oomiceto, un tratamiento solo con el patéogeno y un
tratamiento con agua destilada como control. Transcurridos 10 dias después de la
primera aplicacion de la inulina se hizo una segunda aplicacion e inmediatamente
después se inocularon las plantas con 10 mL de la suspension de zoosporas de P,
capsici (1x10* zoosporas mL") (Wang et al., 2013).
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Extraccion enzimatica y ensayos de actividad. Se tomaron muestras de raices
y hojas de las plantas al momento de la induccion, el dia de la inoculacion con
el patogeno (considerandose como dia 0) y a los dias 1, 2, 3, 5, 7 y 9 después
de la inoculacion con el patogeno. Se determind la actividad enzimatica de pro-
teinas relacionadas con patogénesis (PR) con las actividades de B-1,3 glucanasas
y peroxidasas. La produccion de fitoalexinas se asocid con la cuantificacion de
compuestos fenolicos totales absorbidos a 650 nm. Las muestras fueron maceradas
con nitrogeno liquido. Para la determinacion de -1,3 glucanasas y peroxidasas se
resuspendieron en buffer de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0. Para la cuantificacion de
compuestos fenodlicos totales se resuspendieron en metanol al 80 % (v/v).

Determinacion de la actividad de B-1,3 glucanasas. Se realiz6 con el método
colorimétrico para deteccion de azlicares reductores a 515 nm, como producto de la
hidrolisis enzimatica y la reduccion del DNS (acido 3,5-Dinitrosalicilico, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). La cuantificacion se realizé6 empleando una curva
de calibracion con glucosa, y la actividad especifica fue reportada en nanokatales
(nkat) por gramo (g) de proteina total (nkat g' g PT). Se define como 1 nkat a 1
nmol de D-glucosa liberada de la laminarina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
por segundo, bajo las condiciones del ensayo (Oliveira et al., 2014).

Determinacion de la actividad de peroxidasas. Se realizd siguiendo el método
propuesto por Oliveira et al. (2014). Se emplearon 10 uL de extracto de hoja y raiz
para las reacciones. La variacion de una unidad de absorbancia por minuto se defi-
ni6 como una unidad de actividad peroxidasa (1 UA) y fue expresada por gramo de
proteina total (UA g!' ¢! PT).

Determinacion de la induccion de compuestos fenoélicos totales. Se determind
por medio de la cuantificacion de compuestos fenolicos totales siguiendo la meto-
dologia propuesta por Ainsworth and Gillespie (2007), con algunas modificaciones
(Lopez-Velazquez et al., 2019a). La cuantificacion se realizé empleando una curva
estandar de concentraciones conocidas de catecol (0.2 - 1 mM) y los resultados se
expresaron como nmol catecol g ! PF-'.

Analisis estadistico. Los datos se normalizaron con la prueba de Anderson-Dar-
ling. Posteriormente, se realiz6 un andlisis de varianza unifactorial utilizando
los procedimientos del paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI, version
16.1.11 (Statistical Graphics, Englewood Cliffs, NJ, USA). Para la separacion entre
medias, se realiz6 un analisis mediante la prueba LSD, con un nivel de significancia
del 95 %.
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RESULTADOS

Proteccion de inulina de dalia en el control de la infeccion de P. capsici en chi-
le. Para determinar el grado de proteccion contra la infeccion de P. capsici por la
aplicacion de inulina de dalia en plantulas de chile serrano, se evaluaron diferentes
parametros como la disminucion de los sintomas de la enfermedad, incluyendo
la altura y peso fresco de la plantula, la incidencia de la enfermedad, asi como el
dafo, viabilidad y la presencia del patdgeno en la raiz. Los resultados obtenidos en
la prueba de efectividad bioldégica mostraron que las plantulas inoculadas con el
patégeno (P) tuvieron una incidencia de la enfermedad del 80 %, una severidad de
la enfermedad nivel 4 y un dafio a la raiz severo observado como un volumen radi-
cular significativamente menor al control (C) (Figura 1). Ademas, se observo una
disminucion significativa en el peso fresco, la altura de la plantula y la viabilidad de
la raiz con respecto al grupo control (Cuadro 1). Para las plantulas tratadas con 20
uM de inulina (I1+P), no hubo respuesta de induccion de proteccion, los sintomas,
la incidencia, la severidad de la enfermedad y el dafio a la raiz fueron semejantes a
lo observado en las plantulas infectadas con P. capsici (Figura 1a). El mismo efecto
se tuvo en el peso fresco, la altura de la planta y la viabilidad de la raiz (Cuadro 1).
El tratamiento con 100 pM de inulina (I2+P) mostré un efecto positivo en la in-
duccion de proteccion a la infeccion de P. capsici, con este tratamiento se presento
una incidencia del 50 % de la enfermedad, la severidad se catalogd en el nivel 3 y
no se vio dafio significativo en la raiz (Figura 1b). El peso fresco y la altura de la
plantula fueron equivalentes al testigo, aunque la viabilidad de las raices fue equi-
valente a las plantulas infectadas (Cuadro 1). Para las plantulas tratadas con 200
uM de inulina (I3+P) también se observo la induccion de proteccion a la infeccion
de P. capsici, aunque con un nivel de severidad de la enfermedad de nivel 2 y una
incidencia del 40 %, siendo la mejor proteccion observada en todos los tratamien-
tos (Figura 1).

Finalmente, en las plantulas tratadas con 300 uM de inulina (I4+P) se observo
la induccion de proteccion. Se presentd una disminucion de la incidencia de 50 %,
la severidad de la enfermedad fue de nivel 3 y no se observé dafio en la raiz (Figura
1). El peso fresco y la altura de la planta fueron equivalentes al control, aunque la
viabilidad de las raices fue equivalente a las plantas infectadas (Cuadro 1). En todos
los tratamientos que fueron inoculados con el patogeno, se comprobo la infeccion
por la presencia del micelio de P. capsici, esto indico que el oomiceto fue capaz de
colonizar las raices (Figura 1c). En los resultados obtenidos destaco que la viabili-
dad por mg de raiz de las plantas tratadas con inulina no present6 diferencias sig-
nificativas con respecto a las plantas infectadas con P. capsici (Cuadro 1). A partir
de estos resultados se considero el tratamiento de 200 uM de inulina (I13+P) como
aquel que indujo la mejor proteccion contra la infeccion de P. capsici en las plantas
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I1+P

2+P

I3+P

[4+P

Figura 1.

Evaluacion de la inulina de dalia en la proteccion de la infeccion de P. capsici en plantulas de
chile. a: Prueba de efectividad bioldgica de inulina en plantulas de chile, la escala equivale
a 10 cm; b: Dafio en las raices, la escala equivale a 5 cm; c¢: Presencia del oomiceto en el
tejido vegetal, la escala equivale a 20 pum, las flechas indican la presencia del oomiceto.
Los tratamientos corresponden: C: Control, plantulas tratadas con agua destilada estéril; P:
Pléantulas inoculadas con P. capsici; [1+P: Plantulas inoculadas con P, capsici y tratadas con
inulina 20 pM; I2+P: Plantulas inoculadas con P. capsici y tratadas con inulina 100 puM;
13+P: Plantulas inoculadas con P. capsici y tratadas con inulina 200 pM; 14+P: Plantulas
inoculadas con P. capsici y tratadas con inulina 300 uM.
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Cuadro 1. Parametros de crecimiento y proteccion inducidas por inulina de dalia en plantulas de chile.

Tratamiento Peso Altura de la Viabilidad de la Severidad Incidencia de la
fresco (g) plantula (cm)  raiz (mg g' h PF) de la enfermedad enfermedad (%)
C 1.8+£0.27° 27.7+0.66" 1.7+0.11¢ 1 0
P 0.8+0.18° 22.5+£2.04* 09+020° 4 80
I1+P 0.7+0.18° 22.1+£0.89® 0.9+0.09 ® 4 80
12+P 1.3+£0.18° 26.3+1.06° 1.0+£0.16® 3 50
13+P 1.8+0.37"% 269+ 1.54" 09+035® 2 40
14+P 1.5+£0.23% 28+1.2° 0.6+0.03° 3 50

Los tratamientos se describen en la figura 1. Medias con letras diferentes difieren por prueba LSD para p<0.05.

de chile. Esta concentracion fue utilizada para las evaluaciones de induccion de la
respuesta de defensa efectiva en chile.

Induccion de defensa en plantulas de chile por la aplicacion de inulina de dalia
contra P. capsici

Actividad de p-1,3 glucanasas. La respuesta en la raiz se consideré como una res-
puesta de defensa local y la respuesta en hojas se consideré6 como una respuesta de
defensa sistémica. En hojas y raices el analisis estadistico mostré diferencias signi-
ficativas entre los tratamientos y los muestreos (p < 0.05). Respecto a la respuesta
local (Figura 2a), la actividad de B-1,3 glucanasas en las plantulas infectadas con
P. capsici (P) aumenté de manera significativa con respecto al testigo hasta el dia
5 después de la inoculacion del patogeno, esta actividad se mantuvo elevada en el
dia 7 y disminuy®6 al nivel del testigo al dia 9. Por su parte, en las plantulas tratadas
con inulina e infectadas con P. capsici (IP) se observo un aumento en su actividad a
partir del dia 2 después de la inoculacion del patdogeno y se mantuvo elevada hasta
el dia 7, después se observo una disminucion significativa de la actividad en el dia
9. La inulina de dalia fue capaz de aumentar la actividad de -1,3 glucanasas de
manera local y temprana en las plantulas inoculadas con P. capsici.

Con respecto a la respuesta sistémica, se observaron cambios en la actividad de
B-1,3 glucanasas en las hojas en las plantulas tratadas (Figura 2b). La actividad de
B-1,3 glucanasas en las plantulas infectadas (P) aumenté de manera significativa
con respecto al testigo a partir del dia 2 después de la inoculacion del patdgeno, esta
actividad disminuyo al nivel del testigo en el dia 3, manteniéndose al mismo nivel
en el dia 5, la actividad disminuy6 de manera significativa en el dia 7 y finalmente
aumento la actividad en el dia 9. Por su parte, en las plantulas infectadas y tratadas
con inulina (IP) el aumento de la actividad se observo a partir del dia de la inocula-
cion con el patdgeno, este aumento se mantuvo los dias 1, 2, 3 y 5, se observo una
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Figura 2. Evaluacion de la actividad B-1,3 glucanasas en raices (a) y en hojas (b) de plantulas de chile
tratadas con inulina de dalia e inoculadas con P. capsici. C: Plantulas control, tratadas con
agua destilada estéril; P: Plantulas inoculadas con P. capsici; I: Plantulas tratadas con 200
1M de inulina; IP: Plantulas inoculadas con P. capsici y tratadas con 200 uM de inulina. Las
lineas verticales representan la desviacion estandar. Los asteriscos representan diferencias
significativas con respecto al testigo.
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disminucion al nivel del testigo al dia 7 y de nuevo un aumento significativo en el
dia 9. La inulina de dalia fue capaz de aumentar la actividad de B-1,3 glucanasas de
manera sistémica y temprana en las plantas inoculadas con P. capsici.

Actividad de peroxidasas. En este estudio, se evaluo la actividad de enzimas con
actividad de peroxidasas en hojas y raices de plantulas de chile inoculadas con P,
capsici y tratadas con inulina de dalia. Respecto a la respuesta local, se observo
una diferencia estadistica entre muestreos y tratamientos (p < 0.05) (Figura 3a).
La actividad de peroxidasas en las plantulas infectadas con P. capsici (P) dismi-
nuyeron de manera significativa al dia 2 después de la inoculacion del patogeno,
esta actividad se mantuvo baja, aunque con niveles cercanos al testigo los dias 3 y
5. Se observo un aumento significativo de la actividad de peroxidasas en el dia 7
y una nueva disminucion al nivel del testigo al dia 9. Por su parte, en las plantulas
tratadas con inulina e infectadas con P. capsici (IP) se observo un aumento en su
actividad a partir del dia de la inoculacién del patogeno. Esta actividad disminuy6
al nivel del testigo a partir del dia 1 y se mantuvo al nivel del testigo hasta el dia 2.
Se observé una disminucion significativa de la actividad hasta el dia 3 y un aumen-
to significativo a partir del dia 5 que se mantuvo los dias 7y 9. La inulina fue capaz
de aumentar la actividad de peroxidasas de manera local y temprana en las plantas
infectadas con P. capsici.

Se observo una respuesta sistémica al presentarse cambios en la actividad de
peroxidasas en las hojas (Figura 3b). La actividad de peroxidasas en las plantulas
infectadas con P. capsici (P) aumentd de manera significativa al dia 1 después de
la inoculacion del patogeno, esta actividad se mantuvo elevada al dia 2. Se observo
una disminucidn de la actividad al nivel del testigo partir del dia 3, y se mantuvo el
dia 5. Se observo una disminucion significativa el dia 7 y nuevamente un aumento
al nivel del testigo al dia 9. Por su parte, en las plantulas tratadas con inulina e in-
fectadas con P. capsici (IP) se observo un aumento en su actividad a partir del dia
de la inoculacién del patdégeno, que se mantuvo al dia 1. Esta actividad disminuyd
al nivel del testigo al dia 2 y aument6 de manera significativa al dia 3. Se observo
una disminucion al nivel del testigo al dia 5 y una disminucion significativa al dia 7,
para aumentar al nivel del testigo al dia 9. La inulina fue capaz de aumentar la acti-
vidad de peroxidasas de manera sistémica en las plantulas infectadas con P. capsici,
y de manera diferenciada con respecto a las plantas sin tratamiento. Las plantulas
tratadas con inulina de dalia presentaron un aumento en la actividad de peroxidasas
anivel local y sistémico, que se asoci6 con la induccion de una respuesta de defensa
efectiva contra la infeccion de P. capsici.

Induccion de la produccion de compuestos fenolicos. En este estudio se asocio
el contenido de los compuestos fenolicos totales con la produccion de fitoalexinas.
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Respecto a la respuesta local, las plantulas infectadas con P. capsici (P) no
presentaron diferencias significativas con el control (C) en los dias evaluados
(Figura 4a). Por su parte, en las plantulas tratadas con inulina e infectadas con
P capsici (IP) solo presentaron un aumento significativo en el contenido de los
compuestos fendlicos a los 5 dias después de la inoculacion del patogeno, y una
disminucion importante al dia 7.

Por otra parte, se observo una respuesta sistémica en las hojas de las plantulas de
chile (Figura 4b). El contenido de compuestos fendlicos en las plantulas infectadas
con P. capsici (P) disminuyd de manera significativa al dia 2 después de la inocula-
cion del patogeno, después se observo un aumento hasta el nivel del testigo al dia
3 que se mantuvo durante los demas dias evaluados. Por su parte, en las plantulas
tratadas con inulina e infectadas con P. capsici (IP) se observo el mismo com-
portamiento que las plantulas infectadas con respecto al testigo. Sin embargo, se
observaron diferencias significativas entre las plantulas infectadas (P) y las tratadas
con inulina (IP). Se observd un aumento significativo del contenido de compuestos
fenolicos en el dia 5 y una disminucion en el dia 7. La inulina indujo una respuesta
sistémica diferenciada del contenido de compuestos fendlicos totales en las plantu-
las infectadas con P, capsici.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio se asocio el aumento
en los niveles de actividad enzimatica y las diferencias significativas observadas
en el contenido de compuestos fendlicos a nivel local y sistémico como un tipo
de respuesta de defensa inducida efectiva por la inulina contra la infeccion de P,
capsici en chile serrano.

DiscusiON

La produccién de chile verde en México tiene gran importancia economica.
Sin embargo, este cultivo es susceptible a hongos y oomicetos que pueden causar
pérdidas econdémicas considerables (Pérez-Acevedo et al., 2017). Para su control,
se emplean productos quimicos que son costosos y con altas probabilidades de
generar resistencia a largo plazo, la busqueda de alternativas para el manejo de
estos fitopatogenos es de gran importancia. El potencial de la inulina como un in-
ductor de defensa vegetal surgen como una alternativa para incluirse en el manejo
integral de dichas enfermedades, considerando su disponibilidad, bajo costo y nula
toxicidad, ademas de tener un efecto indirecto que disminuye las probabilidades
de la generacidon de resistencia. Previamente se ha descrito el efecto de proteccion
contra la infeccion de P. capsici en chile con la aplicacion de inulina, disminuyen-
do la incidencia y sintomas de la enfermedad a una sola concentracion de 200 uM
(Lopez-Velazquez et al. 2019a, 2019b). El mecanismo de esta proteccion se ha

Lopez-Velézquez et al., 2024. Vol. 42(1): 9. 13



Mexican Journal of Phytopathology. Articulo Cientifico. Open access

60
|| —=—C *
55 — |
1—IP
50 4
45 -
40 l
35 4
5 30 S
E -
2 25 *
[72]
8 ]
2 20 -
\8 ]
o L
Lo 154+4—"-"GFGF+—"F+—+—t+——F—+—F——+F—+—
N ~
S o
3~
=t
Q 9
E R
80 50
o 2 {—™=¢C * b
T —e—P
c 45 4
o)
2 |
o
> 40 -
&
5 i
[3)
< 35
30
25 -
20
15 -
10

Tiempo (Dias)
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asociado a la induccion de la defensa efectiva en la planta. Sin embargo, no se habia
comprobado este efecto de induccion de defensa vegetal en chile.

En este estudio se observd que una concentracion entre 100 a 300 pM de inu-
lina tuvo un efecto protector contra la infeccion de P. capsici, observandose una
disminucion de la severidad de la enfermedad e incidencia, asi como una fluc-
tuacion sobre el peso fresco y la altura de la planta. Adicionalmente, se observo
la disminucién de la viabilidad de la raiz de las plantas tratadas con inulina y las
plantas infectadas con el patogeno. Esta disminucion de la viabilidad no afect6 su
crecimiento y se observo que el volumen radicular puede llegar a ser mayor que el
control. Mientras que, en la planta infectada el volumen radicular es significativa-
mente menor y puede asociarse con dafio significativo en el crecimiento de la raiz.

Se desencadenan diferentes tipos de respuestas que estan relacionadas con
la proteccion de las plantas, incluyendo la activacion de las proteinas PR y la
produccion de fitoalexinas, sus fluctuaciones y cambios en los niveles de actividad
y acumulacion de metabolitos en comparaciéon con las plantas enfermas, se
consideran como una respuesta de defensa efectiva contra el patdogeno. De acuerdo
con los resultados obtenidos, se observo que la aplicacion de inulina indujo un
aumento en la actividad de enzimas -1,3 glucanasas a nivel local y sistémico. Esto
concuerda con los resultados descritos para otros oligosacaridos con actividad de
elicitores. Sajeesh (2015), reporto la induccion de enzimas defensivas, entre ellas
B-1,3 glucanasas, mediante la aplicacion de quitosano, un oligosacarido derivado
de la quitina y ampliamente reportado en la defensa de plantas, esta respuesta se
observo en el control de Phytophthora infestans en papa (Solanum tuberosum).

Por otra parte, se han reportado a los fructooligosacaridos Burdock (BFO) como
inductores de una respuesta de defensa efectiva. Zhang et al. (2009) aplicaron de
manera foliar BFO en pepino (Cucumis sativus) y posteriormente inocularon el
patogeno Colletrotrichum orbiculare bajo condiciones de invernadero; observaron
que a los 6 dias después de la inoculacion del patégeno, un aumento significativo en
la actividad de B-1,3 glucanasas tanto en las hojas tratadas con BFO consideradas
locales, como en las que no fueron tratadas con BFO, consideradas como sistémi-
cas, en contraste con las hojas sin tratamiento e inoculadas con C. orbiculare. Esto
fue equivalente a lo observado en este estudio, donde se incrementd la actividad
de B-1,3 glucanasas en las plantas tratadas con inulina e inoculadas con P. capsici.
En este mismo estudio observaron un incremento en la respuesta local y de menor
intensidad en la respuesta sistémica. En este estudio, con inulina, se observo que la
respuesta local y sistémica de la actividad de -1,3-glucanasas fueron semejantes.
En este mismo sentido, Sun ef al. (2013) reportaron el aumento de la actividad
de B-1,3 glucanasas y proteccion a la infeccion de Botrytis cinerea con la aplica-
cion postcosecha de BFO en uva de Kyoho (Vitis vinifera ‘Kyoho’). La actividad
aument6 en los primeros dias después de la inoculacion del patdogeno (dias 1, 2 y
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3) para disminuir posteriormente en los dias 4 y 5. En este estudio, la actividad
de B-1,3 glucanasas a nivel local presentd un comportamiento similar, aunque el
aumento fue a partir del dia 2 y la disminucién hasta el dia 9. Una diferencia impor-
tante con respecto a lo reportado en la literatura es que los polimeros son aplicados
a nivel foliar, mientras que este estudio fue a la base de la planta.

Otro grupo de proteinas PR evaluadas en este estudio fueron las peroxidasas. Se
ha descrito que algunos carbohidratos con actividad de elicitores inducen la activi-
dad de peroxidasas (Chaliha et al., 2018), y su activacion también se ha asociado
a una respuesta de defensa efectiva en cultivares de chile resistentes a P. capsici
(Wang et al., 2013). La induccion de la actividad de peroxidasas asociado a una
respuesta de defensa efectiva por carbohidratos con actividad de elicitores ha sido
descrita para diferentes patosistemas (Chaliha et al., 2018). Zhang et al. (2009) re-
portaron la aplicacion foliar de los fructooligosacaridos Burdock (BFO) en pepino
y posterior inoculacion del patogeno C. orbiculare bajo condiciones de invernadero
observaron que a los 6 dias después de la inoculacion del patdgeno, se presentd
un aumento significativo en la actividad de enzimas con actividad de peroxidasas,
incluyendo superdxido dismutasa (SOD) y polifenol oxidasa (PPO). Asimismo, ob-
servaron un mayor incremento en la respuesta local y una menor intensidad en la
respuesta sistémica. En este estudio se observo un comportamiento similar para las
plantas tratadas con inulina. Otro carbohidrato que se ha reportado como inductor
de defensa vegetal es la trehalosa, que fue capaz de inducir la activacidon de peroxi-
dasas en trigo (Triticum aestivum) para contrarrestar a Blumeria graminis (Reig-
nault ef al., 2001). Se describié un aumento en la actividad de peroxidasas a nivel
local a partir del dia 2 después de la inoculacion del patogeno en plantas tratadas
con trehalosa, una respuesta que corresponde con lo observado en este estudio.

Finalmente, se evaluo la inducciéon de fitoalexinas en las plantulas de chile a
partir de los tratamientos con inulina. En este estudio se asocid el contenido de los
compuestos fenodlicos totales con la produccion de fitoalexinas (Yu et al., 2022).
Se ha reportado la produccion de fitoalexinas inducidas por trehalosa en trigo para
el control de B. graminis, asociadas con la activacion de la fenilalanina amonio-
liasa (PAL) un dia después del tratamiento (Reignault ef al., 2001). En contraste,
Sun et al. (2013) reportaron la disminucion del contenido de fenoles totales con
la aplicacion postcosecha de BFO en uva de kyoho en la infeccion de B. cinerea.
En este estudio, el aumento en el contenido de compuestos fenolicos totales por
el tratamiento con inulina a nivel local fue minimo y no se podria asociar con una
respuesta de defensa efectiva. A nivel sistémico, se pudo observar una respuesta
diferenciada entre las plantas infectadas y las tratadas con inulina, que permitid
monitorear los cambios en el contenido de los compuestos fenolicos totales. Sin
embargo, aiin hace falta asociar estos cambios con una respuesta efectiva contra la
infeccion de P. capsici.
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En este estudio se pudo asociar una proteccién por la aplicacion de la inulina de
dalia como un efecto de induccion de defensa vegetal o también denominada como
elicitor (Bektas y Eulgem 2015). Las plantas tratadas con la inulina presentaron un
aumento en los niveles de actividad de B-1,3 glucanasas y peroxidasas a nivel local
y sistémico contrastantes con las plantas infectadas con P. capsici y el testigo. El
uso de fructooligosacaridos en la agricultura como inductores de defensa vegetal
representa un area de oportunidad y con gran potencial. Se han descrito algunos tra-
bajos relacionados con la proteccion vegetal de otros fructooligosacaridos como los
fructanos de agave en chile que dependen del grado de polimerizacion para aumen-
tar o disminuir la proteccion (Navarro-Lopez et al, 2019), aunque sin determinar
si la proteccion fue por induccion de defensa vegetal. En el caso de la inulina, sera
importante evaluar si esta proteccion puede modificarse de manera positiva depen-
diendo de sus propiedades fisicoquimicas, origen o pureza, lo que facilitaria su uso
y transferencia tecnologica al disminuir los costos de produccion, aprovechando su
inocuidad, solubilidad y estabilidad en su almacenaje (Leyva-Porras et al., 2014).

CONCLUSIONES

La inulina de tubérculos de dalia present6 un efecto protector contra la infeccion
de Phytophthora capsici, aconcentraciones que oscilan de 100a 300 uM, al disminuir
la incidencia y los sintomas de la enfermedad. Esta proteccion fue asociada a la
induccion de una respuesta de defensa efectiva, con un aumento de la actividad de
las enzimas fB-1,3 glucanasas y peroxidasas a nivel local y sistémico. Esta respuesta
fue diferenciada entre las plantulas tratadas con inulina y las plantulas infectadas
con P. capsici. A partir de estos resultados, se propone el uso de la inulina de dalia
como un agente protector contra la infeccion de P. capsici en chile serrano.
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