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RESUMEN

México es el principal productor de Sechium edule, reportandose 23 especies del género
Sechium. La produccion de S. edule es afectada por Phytophthora capsici, que ataca a plantas y
frutos. El objetivo de este estudio fue seleccionar in vitro variantes somaclonales de S. edule var.
virens levis con resistencia a P. capsici. Se obtuvieron filtrados de cultivo de tres cepas patogénicas
(A1-C, A2-H y A3-0). Se determiné la concentracién letal media (LCso) de los filtrados de cultivo de
P. capsici en plantas de S. edule germinadas in vitro. Posteriormente, se regeneraron variantes
somaclonales de S. edule, mediante organogénesis indirecta y fueron sometidas a 0, 20, 40 y 60 %
v/v del filtrado de cultivo de la cepa mas fitotéxica (A1-C). La concentracién letal media fue 25 % del
filtrado de cultivo Al-C en plantas germinadas in vitro. Para las plantas regeneradas via
organogénesis indirecta, la concentracién letal media fue 40 % del filtrado de cultivo A1-C con 50.33
% supervivencia, 61.1 % de dafio foliar, 3.67 hojas marchitas y 58.88 % de dafio en tallo. Las plantas
de S. edule regeneradas via organogénesis indirecta presentaron una mayor resistencia a P. capsici.
Esta investigacién contribuira a los estudios de mejoramiento genético en esta especie.

PALABRAS CLAVE:

Filtrados de cultivo, variacién somaclonal, fitotoxicidad in vitro, mejoramiento genético,
chayote.

ABSTRACT

Mexico is the main producer of Sechium edule, with 23 species of the Sechium genus reported.
S. edule production is affected by Phytophthora capsici, which attacks plants and fruits. The
objective of this study was to select in vitro somaclonal variants of S. edule var. virens levis with
resistance to P. capsici. Culture filtrates of three pathogenic strains (A1-C, A2-H, and A3-O) were
obtained. The mean lethal concentration (LCso) of P. capsici culture filtrates in S. edule plants
germinated in vitro was determined. Later, S. edule somaclonal variants were regenerated by
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indirect organogenesis and subjected to 0, 20, 40, and 60 % v/v of culture filtrates of the most
phytotoxic strain (A1-C). The mean lethal concentration was 25 % of culture filtrate A1-C in in vitro
germinated plants. For plants regenerated via indirect organogenesis, the mean lethal
concentration was 40 % of culture filtrate A1-C with 50.33 % survival, 61.1 % foliar damage, 3.67
wilted leaves, and 58.88 % stem damage. S. edule plants regenerated via indirect organogenesis
showed greater resistance to P. capsici. This research will contribute to genetic improvement
studies in this species.

KEYWORDS: Culture filtrates, somaclonal variation, in-vitro phytotoxicity, genetic
improvement, chayote.

Introduccién

El chayote (Sechium edule (Jacg.) Swartz) es una cucurbitacea con gran importancia econémica
debido a sus propiedades nutricionales y farmacéuticas (Chang et al., 2021). México cuenta con la
mayor diversidad biolégica de esta especie, considerado como su centro de origen y domesticacion
(Newstrom, 1991; Avendafio-Arrazate et al., 2012; Pu et al., 2021). El estado de Veracruz es el
principal productor de S. edule, seguido de Michoacan, Jalisco, México, Puebla y San Luis Potosi
(SIAP, 2023). En el estado de Veracruz, en los meses de julio y agosto del afio 2024 el precio del
chayote alcanzo niveles histéricamente altos, con $1,250 la caja de 20 kg, una sola pieza lleg6 a
costar entre $15 a $20. Esta alza pudo deberse a la prolongada escasez de lluvia, los efectos del
cambio climatico, y los fendmenos meteoroldgicos extremos (Hernandez, 2024).

El incremento de su consumo en mercados norteamericanos ha ocasionado que en México se
cultive en grandes extensiones como monocultivo, ocasionando serios problemas fitosanitarios
(Garcia-Ramirez et al., 2023; SIAP, 2023). Phytophthora capsici es uno de los principales
fitopatégenos en S. edule al ocasionar pérdidas del 40-50 % en las plantaciones comerciales del
Estado de Veracruz, México (Lamour et al., 2012; Olguin-Hernandez et al., 2013).

P. capsici es el agente causal de la marchitez de las plantas, amarillamiento en el follaje, y la
pudricién y aparicion de micelio blanco en frutos de chayote (Aguirre-Medina et al., 2021; Li et al.,
2022). En los udltimos afios, se ha incrementado significativamente la incidencia y severidad de este
patégeno en las plantaciones de chayote, principalmente en los meses de mayor precipitacion
pluvial, donde se pueden observar frutos podridos y cubiertos con micelio blanco durante la
produccion, y posteriormente en poscosecha, causando pérdidas econémicas importantes (Olguin-
Hernandez et al., 2013; Rai et al., 2020). Actualmente las estrategias para controlar la infeccion por
P. capsici en chayote son quimicas y culturales, los compuestos a base de metalaxil son los méas
utilizados (Olguin-Hernandez et al., 2013); sin embargo, los métodos de control quimicos
actualmente disponibles, no son efectivos y generan la contaminacion del suelo y dafio a los
agroecosistemas (Lamour et al., 2012; Garcia-Ramirez et al., 2023); ademas, se ha documentado la
resistencia de P. capsici al metalaxil (Sevillano-Serrano et al., 2024; Wang et al., 2021). Por otra
parte, los programas de mejoramiento convencional para obtener plantas resistentes a P. capsici, se
han enfocado principalmente en chile (Capsicum spp.), el uso de hospederos resistentes se
considera la alternativa mas barata y sostenible (Barchenger et al., 2018). La resistencia del chile
contra P. capsici es poligenética (Chunthawodtiporn et al., 2019) y especifica de raza. En los
programas de mejoramiento las plantas obtenidas suelen tener menor resistencia a la planta
parental, ademas, el rendimiento, el tamafio del fruto y la vigorosidad de la planta pueden verse
afectados (Barchenger et al., 2018), incluso se ha reportado un gen en la planta de chile que inhibe
su resistencia al oomiceto y que dificulta los programas de mejoramiento (Reeves et al., 2013).
También se han identificado marcadores moleculares asociados con la resistencia a P. capsici en
accesiones de chile (Kaur et al., 2024); sin embargo, todos estos acercamientos no se han realizado
en chayote, donde Unicamente la aplicacion de peliculas durante el almacenamiento poscosecha de
los frutos (Gutiérrez-Torres et al., 2019) o de bioestimulantes del crecimiento (Pacheco-Narcizo et
al., 2022) podrian retardar el proceso de infeccién, estrategias que tienen que comprobarse adn.
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El cultivo de tejidos vegetales (PTC) a través de la seleccion in vitro y la variacion somaclonal,
que es la variabilidad genética o epigenética que se presenta en plantas regeneradas durante el
cultivo de tejidos, ha permitido obtener plantas tolerantes o resistentes a enfermedades (Rai et al.,
2011; Flores et al., 2012). La obtencion de variantes somaclonales a través de organogénesis
indirecta, es una herramienta de mejoramiento genético que permite en lapsos de tiempo corto
obtener plantas con caracteristicas sobresalientes (Krishna et al., 2016). Entre estas caracteristicas,
la obtencion de genotipos vegetales tolerantes a estrés abidtico y resistentes a factores bioticos, son
las principales aplicaciones (Al-Khayri & Ibraheem, 2014; Ramirez-Mosqueda et al., 2019;
Jathunarachchi et al., 2021). La seleccion in vitro consiste en someter a los explantes a la accion de
uno 0 Mas agentes que ejerzan presion de seleccion sobre las células o tejidos en la etapa de cultivo
(Sahu et al., 2023). Estos agentes pueden incluir las células mismas del patégeno, filtrados de cultivo,
0 sustancias purificadas que tengan papeles esenciales en el proceso patogénico (Rai et al., 2011;
Mishra et al., 2021). Existen dos formas de seleccidn in vitro, la seleccion directa, que hace referencia
a exponer a una poblacién de células, brotes y/o plantas a concentraciones elevadas del agente
selectivo y la seleccion gradual, en la cual se determina la concentracién letal media (LCso) y se
exponen a los individuos a concentraciones superiores graduales hasta que se logra la resistencia
(Rai et al., 2011; Flores & Bruckner, 2014; Sahu et al., 2023). La seleccién gradual ha sido la més
utilizada en el mejoramiento de cultivos de importancia agronémica (Thakur et al., 2002; Purwati &
Harran, 2007; Ramirez-Mosqueda et al., 2015). Estas estrategias biotecnoldgicas han permitido
obtener genotipos vegetales resistentes a patdgenos del género Phytophthora, por ejemplo en
manzana, se seleccionaron plantas durante el cultivo in vitro en medio suplementado con filtrados
téxicos de Phytophthora cactorum (Verma et al., 2021); en fresa, después a la variacion somaclonal,
se seleccionaron plantas tolerantes a P. cactorum en invernadero (Yoo et al., 2022); en jitomate
(Solanum lycopersicum) también se han obtenido plantas con mayor tolerancia a Phytophthora
nicotianae var. parasitica mediante la regeneracion de plantulas a partir de callo (Kumar et al., 2019);
también se pueden utilizar agentes mutagénicos en las plantas de interés durante el cultivo in vitro
en busqueda de incrementar la resistencia o tolerancia (Pati et al., 2017).

Actualmente, no se dispone de genotipos de S. edule resistentes a P. capsici y los métodos de
control disponibles para este patégeno no son eficientes. Este oomiceto continla causando grandes
pérdidas econémicas en todo el mundo y particularmente en el cultivo de chayote en el estado de
Veracruz, México. Por tanto, el objetivo de este estudio fue seleccionar in vitro variantes
somaclonales de S. edule var. virens levis con resistencia a P. capsici. Estos resultados contribuiran
al desarrollo de los programas de mejora genética en este cultivo.

Material y Métodos

Obtencién de los filtrados de cultivo (CF) de Phytophthora capsici

Para preparar los filtrados de cultivo (CF), se utilizaron tres cepas altamente patogénicas de P.
capsici (A1-C, A2-Hy A3-0) las cuales fueron identificadas morfoldgica y molecularmente por Soto-
Contreras et al. (2024). Se resguardaron en la Unidad de Manejo y Conservacién de Recursos
Genéticos de la Facultad de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias de la Universidad Veracruzana.

Los CF se prepararon inoculando un disco micelial de 5 mm de didmetro de cada cepa, en cajas de
Petri que contenian agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron en oscuridad a 25 °C durante 5 d.
Posteriormente, de estos cultivos, se tomaron discos miceliales de 10 mm de diametro y se colocaron
en matraces Erlenmeyer de 500 mL conteniendo 250 mL de caldo de papa dextrosa (PDB) a un pH
de 5.8. Previamente, los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121 °C y 124 kPa durante
15 min. Cada cepa se cultivé por triplicado (cada réplica consistié de un matraz conteniendo 250 mL
de medio de cultivo inoculado). Los cultivos se incubaron estaticamente en oscuridad durante 21 d
a 25 °C. Después, se filtraron inicialmente por gravedad, a través de un cono (alto 20.3 cm, ancho
13 cm, fondo 2.7 cm) de papel filtro desechable (marca Melitta Super Premium #4) con
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microperforaciones; posteriormente, se filtraron dos veces, utilizando un sistema de filtracion
continua al vacio Nalgene, con papel filtro Whatman™ No. 1. Nuevamente se volvieron a filtrar tres
veces, utilizando el mismo sistema, pero con membranas de ésteres de celulosa Millipore™ (tamafios
de poro de 0.45y 0.22 um). Los CF de las tres cepas de P. capsici se almacenaron a5 ° C en frascos
ambar estériles hasta su uso.

Material vegetal

Se utilizaron plantas in vitro provenientes del establecimiento de embriones cigéticos de S. edule
var. virens levis recolectados en el mes de junio de 2022, en la plantaciéon comercial “J Ventura”,
Municipio de Huatusco, Veracruz, México.

Medio de cultivo y condiciones de crecimiento

El medio de cultivo basal utilizado en todos los experimentos consistid en sales y vitaminas
Murashige y Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) al 100 %, excepto para la germinacion de
embriones cigéticos, donde se utilizd MS al 50 % (Cruz-Martinez et al., 2017). El medio fue
suplementado con 30 g L de sacarosa, 100 mg L1 de myo-inositol y solidificado con 2.5 g L' de
Phytagel™ (Sigma P8169). Para la evaluacion de la fitotoxicidad in vitro de los CF de P. capsici en
plantas de S. edule, no se adicionaron reguladores de crecimiento vegetal (PGRs), al medio MS,
suplementado con los CF del patégeno. El pH del medio se ajusté a 5.8 con un potenciémetro
(Thermo Scientific®) y se esterilizé en una autoclave vertical (AESA®) a 1.5 kg cm-2 de presion y
121° C durante 15 min. Todos los cultivos se incubaron a 25 + 2 °C, bajo un fotoperiodo de 16/8 h
(luz/oscuridad) y a una intensidad luminica de 50 pmol m2 s1,

Establecimiento in vitro de embriones cig6éticos de S. edule

Los frutos de 10 plantas se lavaron tres veces con jabdn comercial y se enjuagaron tres veces
con agua de la llave. Posteriormente, se les extrajeron los embriones cigoéticos, siguiendo la
metodologia de Cruz-Martinez et al. (2017). Se retird el exocarpio y el mesocarpio de los frutos de
S. edule, después se cortdé un cubo de aproximadamente 4 x 5 x 4 cm (alto, ancho, fondo) que
contenia el embridn, los cotiledones y el endospermo. Los cubos fueron esterilizados
superficialmente, primero por inmersion en etanol al 70 %, durante 3 min, luego con hipoclorito de
sodio al 3 % durante 5 min. Posteriormente, los cubos se enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril. Los cotiledones y los embriones se extrajeron asépticamente, y se sembraron en frascos de
170 mL (Vitro, Monterrey, México) conteniendo 25 mL de medio basal descrito anteriormente. Los
cultivos se incubaron a 25 + 2 °C, bajo un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad) y a una intensidad
luminica de 50 umol m? st durante 15-20 d, hasta que germinaran los embriones. Como resultado
se obtuvieron 30 plantulas con 4 a 6 hojas bien desarrolladas.

Multiplicacién del material vegetal

Las plantulas obtenidas se utilizaron como material de partida para la micropropagacion. Para
ello se utilizaron segmentos nodales de tallo de aproximadamente 2.0 cm que contenian dos yemas
axilares como explantes, después se sembraron en medio MS suplementado con 1.0 mg L de 6-
bencilaminopurina (BAP, Sigma-Aldrich) y se incubaron durante 30 d bajo las condiciones de
crecimiento mencionadas anteriormente.

Obtencioén de variantes somaclonales a través de organogénesis indirecta

Para la induccion de callos y regeneracion in vitro se utilizé la metodologia descrita por Soto-
Contreras et al. (2022). Para ello, se utilizaron 50 plantas de 5 cm de longitud de S. edule,
provenientes de dos subcultivos de 30 d cada uno, que fueron divididas para obtener 100 segmentos
nodales de 10 mm de longitud, que se cultivaron en frascos de 113 mL (Vitro, Monterrey, México)
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conteniendo 20 mL de medio MS, suplementado con 1.5 mg L de acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D, Sigma-Aldrich). Los cultivos se incubaron durante 14 d, bajo completa oscuridad, en las

condiciones de cultivo antes referidas. Para la regeneracion, 100 callos compactos, de peso
aproximado de 1 g, se subcultivaron en frascos de 170 mL (Vitro, Monterrey, México) conteniendo
20 mL de medio de cultivo MS suplementado con 0.5 mg L-* de tidiazurén (TDZ, Sigma-Aldrich) y 1.0
mg L-1de BAP, y se incubaron durante 90 d bajo las condiciones de cultivo antes mencionadas para
obtener brotes de chayote.

Determinacion de la concentracion letal media (LCso)

Se determind la LCso en plantas que provenian de la germinacion de embriones cig6ticos de chayote,
que es la cantidad de CF que ocasiona el 50 % de mortalidad de las plantas. En la Tabla 1 se
relacionan los tratamientos utilizados para determinar la LCso, en donde se muestran las
concentraciones de CF de las tres diferentes cepas de P. capsici utilizadas. Doscientas diez plantas
in vitro de 3 cm de longitud fueron sometidas a concentraciones de 25 y 50 % (v/v) de CF
provenientes de las cepas (A1-C, A2-H y A3-0). Las concentraciones se calcularon con base en el
volumen total del medio MS utilizado (1000 mL), el CF fue agregado al medio de cultivo en la
campana de flujo laminar con un filtro Corning® estéril para jeringa de 0.22 um. Ademas, se
establecié un tratamiento testigo, constituido solo por el medio MS sin la adicion de los CF de P.
capsici. Los cultivos se incubaron a 25 + 2 °C, bajo un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad), y a una
intensidad luminica de 50 umol m? s-1. Transcurridos 21 d de cultivo, se realizaron las evaluaciones
por tratamiento que se describen a continuacion.

Tabla 1. Tratamientos utilizados para la determinacion de la LCso en plantas de S. edule germinadas
in vitro

Tratamientos Cepas de P. capsici Medio MS CF de P. capsici

(%) (%)

T1 - 100 -

T2 Al-C 75 25

T3 Al-C 50 50

T4 A2-H 75 25

T5 A2-H 50 50

T6 A3-O 75 25

T7 A3-0 50 50

T1: Control sin CF de P. capsici; T2—T7: diluciones de los filtrados de cultivo de P. capsici, A1-C, A2-
Hy A3-0O (25 y 50 %), respectivamente.

Escala de severidad

Se elaboré una escala de severidad del 0 al 6 para indicar el grado de dafio que las plantas in vitro
de S. edule var. virens levis presentaron al ser sometidas a las diferentes concentraciones de los CF
de P. capsici. Se consider6 el porcentaje de supervivencia de las plantas, el porcentaje de dafio
foliar, el nimero de hojas marchitas, el porcentaje de dafio en el tallo, la longitud del dafio en el tallo
y el tipo de dafio presente. El 0 = ninglin dafio (0 % de dafio); 1 = base del tallo con amarillamiento
(40 % - 50 % de dafio); 2 = amarillamiento de la base del tallo y el tallo (51 % - 70 % de dafio); 3 =
amarillamiento de la base del tallo y el tallo (71 % - 80 % de dafio); 4 = amarillamiento de la base del
tallo, tallo y hojas (81 % - 89 % de dafio); 5 = base del tallo y tallo necréticos con amarillamiento en
hojas (90 — 99 % de dafio); y 6 = brotes necréticos muertos (100 % de dafio en las plantas in vitro).
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Evaluacion de lafitotoxicidad in vitro del CF de la cepa mas patogénica A1-C de P. capsici
en plantas de S. edule regeneradas por organogénesis indirecta

Se sometieron plantas de S. edule regeneradas por organogénesis indirecta de 3 cm de longitud
a diferentes concentraciones (inferiores y superiores) de la LCso determinada previamente, utilizando
la cepa mas patogénica, la A1-C. En la campana de flujo laminar se adicionaron al medio MS
diferentes concentraciones del CF A1-C (0, 20, 40 y 60 % v/v), se empled un filtro Corning® estéril
para jeringa de 0.22 um. Ademas, se estableci6é un tratamiento testigo, constituido solo por el medio
MS sin CF de P. capsici. Los cultivos se incubaron a 25 + 2 °C, bajo un fotoperiodo de 16/8 h
(luz/oscuridad), a una intensidad luminica de 50 pmol m? s1. Transcurridos 21 d de cultivo, se
evaluaron por tratamiento el porcentaje de supervivencia de las plantas, el porcentaje de dafio foliar,
el nimero de hojas marchitas, el porcentaje de dafio y longitud del dafio en el tallo, asi como el tipo
de dafio segun la escala de severidad 0-6 propuesta anteriormente.

Andlisis estadistico

Para la determinacién de la LCso y fitotoxicidad in vitro, se establecié un disefio completamente
al azar, con 30 plantas por tratamiento. Cada unidad experimental estuvo constituida por dos
explantes cultivados en frascos conteniendo 20 mL de medio de cultivo. Los datos se sometieron a
pruebas de normalidad y homocedasticidad de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Los
datos que no cumplian con estos requisitos se transformaron en logaritmos naturales (In) mientras
que los datos expresados en porcentajes se transformaron segun arco seno de la raiz del porciento
(transformacion angular de Bliss), antes de efectuar el analisis de varianza (ANOVA), seguidos de la
prueba de Tukey (p < 0.05) mediante el software estadistico IBM SPSS (version 25 para Windows
Inc., Chicago, IL) (Morgan et al., 2019).

Resultados y Discusién

Germinacion in vitro de S. edule

Después de 20 d de cultivo en medio MS al 50 % se observé la germinacion in vitro del 90 % de
los embriones cigdticos de S. edule var. virens levis con una tasa de contaminacion del 10 %. La
germinacion inicié a los 5 d de cultivo, y finalizé a los 20 d; las plantulas obtenidas crecieron y
desarrollaron las primeras hojas verdaderas (Figura 1). La elevada tasa de germinacion in vitro del
90 % y la baja tasa de contaminacion del 10 %, obtenida en este estudio fue la esperada con base
a lo reportado por Cruz-Martinez et al. (2017) quienes establecieron un protocolo de desinfeccidn
efectivo en S. edule basado en dos etapas de desinfeccién consecutivas, en la que se empleaba
etanol al 70 %, seguido de hipoclorito de sodio al 3 %; con ello estos autores obtuvieron un 90% de
germinacion y solo un 7 % de contaminacion.

Obtencion de variantes somaclonales a través de organogénesis indirecta

Se logré la induccion de callos compactos después de 14 d de cultivo de los explantes en medio
MS suplementado con 1.5 mg L de 2,4-D. Se obtuvo la total supervivencia de los explantes, asi
como un 100 % de respuesta en la induccién de callos.

En cuanto a la regeneracion, se logro la obtencion de brotes después de 90 d de cultivo de los
callos en medio MS suplementado con 0.5 mg Lt de TDZ y 1.0 mg L-*de BAP. Se obtuvo el 90 %
de regeneracion de brotes; se formaron de 8-9 brotes en promedio por callo con una longitud de 2.5-
3.0 cm, aproximadamente. La organogénesis indirecta es una de las vias morfogenéticas
ampliamente utilizada para inducir variacién somaclonal, que se refiere a las variaciones genéticas
y epigenéticas que se expresan en las plantas provenientes del cultivo in vitro, en relacién a la
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variacion expresada en la planta madre (Larkin & Scowcroft, 1981). Existen diferentes estudios que
utilizan las variaciones somaclonales para la seleccion in vitro de plantas con resistencia a patdégenos
(Pati et al., 2017; Ramirez-Mosqueda et al., 2019; Verma et al., 2021).

Determinacion de la concentracion letal media (LCso)

Transcurridos 21 d de cultivo, se observo que el CF de la cepa A1-C al 25 % de concentracion,
produjo efectos fitotdxicos in vitro, lo cual afectd el 50 % de la supervivencia de las plantas de S.
edule provenientes de embriones cigéticos, estas plantas carecen de raiz, ya que, aunque se
obtuvieron por germinacion de los embriones cigoéticos, fueron multiplicadas antes del tratamiento
(Figura 2). Con base a estos resultados se consideré el 25 % de los CF de A1-C como la LCso (Tabla
2).

1cm < lcm b 1cm . 1cm Icm

Figura 1. Germinacion in vitro ens. edule; é) Embrién cigdtico; b, c) inicié de la germinacién a los 5
d de cultivo y d, e) término de la germinacién, y crecimiento y desarrollo de las plantulas a los 20 d
de cultivo.

Tabla 2. Fitotoxicidad in vitro de los CF de P. capsici en plantas de S. edule germinadas in vitro

Tratamientos Supervivencia Dafio Numero de Dafio en Longitud Tipo de dafio Escala de
(%) foliar (%) hojas tallo dafio en severidad
marchitas (%) tallo (cm) (0-6)*
T: 100.00 + 0.002 0.00 £ 0.00 + 0.00¢ 0.00 £ 0.00 + 0.00¢ Ninguno 0
0.00¢ 0.00¢
T, 50.00 + 6.66b° 74.00 + 3.70 + 0.44%¢ 80.00 + 240+ amarillamiento de la 3
8.96%° 6.75% 0.20% base y tallo
Ts 0.00 + 0.00¢ 100.00 + 5.00 + 0.00? 100.00 + 3.00 £ 0.00* Brotes necréticos 6
0.00% 0.00% muertos
Ts 80.00 + 3.31% 42.00 + 2.10 £ 0.50¢° 40.66 + 1.22 +0.30° base del tallo con 1
0.08°¢ 10.00° amarillamiento
Ts 30.00 + 5.22¢¢ 84.00 £ 4.20 + 0.41%® 82.66 + 248 amarillamiento de la 4
8.323 8.91% 0.26% base, tallo y hojas
Te 70.00 +5.27% 54.00 £ 2.70 + 0.51%° 60.66 + 1.82 amarillamiento de la 2
0.34% 8.66"° 0.25% base y tallo
T, 20.00 + 3.33« 90.00 + 4.50 £ 0.342 92.00 = 2.76 £0.16* base y tallo necréticos 5
6.832 5.422 con amarillamiento en
hojas

Se representa la media + error estandar. Diferentes letras en cada columna expresan diferencias significativas (Tukey, p <
0.05). *El 100 % de las plantas T1 mostraron un nivel 0 de severidad; el 50 % de las plantas T2 mostraron un nivel 3 de
severidad; el 100 % de las plantas T3 mostraron un nivel 6 de severidad; el 80 % de las plantas T4 mostraron un nivel 1 de
severidad; el 30 % de las plantas T5 mostraron un nivel 4 de severidad; el 70 % de las plantas T6 mostraron un nivel 2 de
severidad; y el 20 % de las plantas T7 mostraron un nivel 5 de severidad.
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Los efectos fitotoxicos observados en las plantulas fueron un 74 % de dafio foliar, 3.70 de hojas
marchitas, un 80 % de dafio en tallo, 2.40 cm en la longitud de dafio en tallo y como tipo de dafio
brotes necroticos (Figura 2b). La concentracion al 50 % de esta cepa, produjo ademas efectos
fitotdxicos in vitro letales, ya que ocasion6 la mortalidad del 100 % de las plantas (Tabla 2; Figura
2c). Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, asi como diferentes
afectaciones segun el tipo de filtrados de la cepa utilizada (Tabla 2; Figura 2).

Los menores efectos fitotoxicos in vitro se observaron al emplear los CF de las cepas A2-H y
A3-0 al 25 % de concentracién. Estos CF generaron una supervivencia del 80 y 70 %, un dafio foliar
de 42 y 54 %, 2.10 y 2.70 de hojas marchitas, 40.66 y 60.66 cm de dafio en tallo, asi como una
longitud de dafio en tallo de 1.22 y 1.82 cm y dafio en la base con amarillamiento, y base de tallo y
tallo con amarillamiento, respectivamente (Tabla 2; Figura 2d, f). Como era de esperar no se
observaron afectaciones en las plantas desarrolladas en el tratamiento testigo carente de los CF
(Tabla 2; Figura 2a).

Los métodos de seleccion in vitro que se llevan a cabo considerando la LCso, garantizan que los
niveles de estrés generados por los agentes de seleccidn no ocasionen efectos deletéreos a nivel
celular, que supriman materiales que quiza, tuvieran la capacidad de regenerar plantas tolerantes al
patdégeno (Anil et al., 2018; Sahu et al., 2023).

|

>~
Y
|

W
|

Figura 2. Tipo de dafio de los CF de P. capsici en plantas de S. edule regeneradas de embriones
cigoticos; a) TO sin CF; b), ¢) CF de A1-C 25y 50 %; d), €) CF de A2-H 25y 50 %; f), g) CF de A3-
O 25y 50 %, respectivamente. Barra = 1cm

La diferencia fitotoxica de los CF de las tres cepas de P. capsici utilizadas (A1-C, A2-H y A3-0),
podrian representar una diferencia en su virulencia, lo cual es comun en diferentes aislados de P.
capsici; este fenédmeno se ha atribuido a diversos factores entre los que se encuentran diferencias a
nivel genético, por ejemplo, la expansion de familias de genes involucrados en la patogenicidad (Lee
et al., 2021). Las especies del género Phytophthora secretan efectores apoplasticos en el espacio
extracelular, que pueden inducir la muerte celular en la planta hospedera; en P. capsici se han
identificado proteinas que inducen la necrosis durante la infeccion (Midgley et al., 2022).

El uso de filtrados de cultivo de patégenos es una técnica de seleccién in vitro ampliamente
utilizada debido a que permite la adicién de las fitotoxinas secretadas por los patégenos sin tener
que agregar el patégeno completo al medio de cultivo (Patifio et al., 2007; Ochoa et al., 2016). Pati
etal. (2017) utilizaron CF para seleccionar plantas de limén rugoso (Citrus jambhiri Lush.) resistentes
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a Phytophthora parasitica. Ramirez-Mosqueda et al. (2019) utilizaron CF para seleccionar plantas
de vainilla (Vanilla planifolia) resistentes a Fusarium oxysporum f. sp. vanillae. Mientras que Verma
et al. (2021) utilizaron CF para seleccionar plantas del portainjerto de manzano Malling-Merton 106
(Malus spp.) resistentes a Phytophthora cactorum y Reboucas et al. (2021) utilizaron CF para
seleccionar plantas de banano (Musa spp.) resistentes a F. oxysporum f. sp. cubense.

Evaluacion de la fitotoxicidad in vitro del CF A1-C de P. capsici en plantas de S. edule
regeneradas por organogénesis indirecta

Transcurridos 21 d de cultivo, se observaron diferentes afectaciones dependientes de la
concentracién de los CF de la cepa Al-C (Tabla 3; Figura 3), se observd un aumento en las
afectaciones de las plantas de S. edule, al aumentar la concentracién del CF de la cepa A1-C. EI CF
de la cepa Al1l-C al 40 % de concentracion, produjo efectos fitotoxicos in vitro y también afecto el
50.33 % de la supervivencia de las plantas de S. edule regeneradas por organogénesis indirecta,
por lo que, esta concentracion se consideré como la LCso (Tabla 3).

Table 3. In-vitro phytotoxicity of P. capsici A1-C CF in S. edule plants produced by indirect
organogenesis.

Tratamientos  Supervivencia  Dafio NUmero de Dafio Longitud Tipo de dafio Escala de
CF (%, v/v) (%) foliar hojas en del dafo en severidad
(%) marchitas tallo tallo (cm) (0-6)*
(%)
0 100.00 £ 0.00* 0.00+ 0.00+0.00¢ 0.00+ 0.00 +0.00¢ Ninguno 0
0.00¢ 0.00¢
20 91.67 +£5.202 27.77 1.67 +0.31° 27.21  0.81+0.07° Base del tallo 1
+ 5.50°¢ +2.64° con

amarillamiento

40 50.33 £5.27° 61.10 3.67+0.33* 5888 1.76+0.08°  Amarillamiento 2
+ +2.81° de la base y tallo
5.55°
60 33.33+£5.22° 83.33 5.00 £ 0.25% 87.77 2.63 £0.042 Amarillamiento 3
+ +1.642 de la base y tallo
4.302

Se representa la media + error estandar. Diferentes letras en cada columna expresan diferencias significativas (Tukey,
p < 0.05). *El 100 % de las plantas sin CF mostraron un nivel 0 de gravedad; el 91.67 % de las plantas con CF del 20 %
mostraron un nivel 1 de gravedad; el 50.33 % de las plantas con CF del 40 % mostraron un nivel 2 de gravedad; el 33.33 %
de las plantas con CF del 60 % mostraron un nivel 3 de gravedad.

: 0 i &,

Figura 3. Tipo de dafio del CF Al1-C de P. capsici en plantas de S. edule regeneradas de callos; a)
TO sin CF; b) 20 % CF; c) 40 % CF y d) 60 % CF. Barra = 1cm
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Se observé un 61.1 % de dafio foliar causado por los efectos fitotoxicos de los filtrados. Estos
ocasionaron 3.67 de hojas marchitas, un 58.88 % de dafio en tallo, 1.76 cm de longitud dafio en tallo,
asi como amarillamiento y necrosis en hojas y tallo (Tabla 3; Figura 3c).

Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (Tabla 3). La
concentracién del 60 %, fue la que produjo los mayores efectos fitotoxicos in vitro, ya que provoco
un 33.33 % de supervivencia, un 83.33 % de dafio foliar, un mayor nimero hojas marchitas (5.00),
87.77 % de dafio en tallo, 2.63 cm de longitud de dafio en tallo, asi como efectos de necrosis (Tabla
3; Figura 3d).

La concentracion del 20 % produjo los menores efectos fitotdxicos in vitro, una supervivencia de
91.67 %, dafio foliar de 27.77 %, numero de hojas marchitas 1.67, dafio en tallo de 27.21 %, longitud
dafo en tallo de 0.81 cm y amarillamiento en hojas y tallo (Tabla 3; Figura 3b). Cabe sefialar que no
se observaron afectaciones en las plantas desarrolladas en ausencia del CF (Tabla 3; Figura 3a).

En contraste a las plantas germinadas in vitro, que mostraron una resistencia menor a los CF
(LCso de 25 % de los CF), las plantas regeneradas mostraron una LCso del 40 % de los CF de P.
capsici. Después de 30 d de este estudio se obtuvo un 70 % de supervivencia de las plantas
resistentes a P. capsici en su etapa in vitro. Una posible causa por la que se observa una resistencia
a P. capsici en las plantas de S. edule regeneradas a partir de callo, es que se trabajé con un elevado
namero de individuos y esto aumenté la posibilidad de encontrar plantas resistentes al patégeno; sin
embargo, los resultados sugieren que las plantas regeneradas podrian ser variantes somaclonales
que sobrevivieron a la presion in vitro selectiva de los CF de P. capsici, especialmente si observamos
las diferencias entre las Figura 2 y 3. Existen diversos estudios que apoyan esta teoria, ya que el
uso del 2,4-D para inducir la formacién de callo y posteriormente inducir la regeneracién de brotes,
ha permitido en algunas especies vegetales la obtencién de variantes somaclonales (Armijos et al.,
2021; Vitamvas et al., 2019), y el uso de CF de patégenos permite seleccionar variantes genéticas o
epigenéticas que presentan algun grado de resistencia a la enfermedad in vivo. Ademas, varios
estudios realizados en laboratorio o campo con diferentes especies han documentado que los
somaclones generados han producido progenie que conserva la caracteristica de resistencia
adquirida en la fase de cultivo de tejidos (Ahmed et al., 1996; Svabova & Lebeda, 2005).

En cuanto a la seleccion in vitro de plantas resistentes a patdégenos flngicos, destacan los
estudios realizados por Nyange et al. (1995), quienes obtuvieron variantes somaclonales de café
ardbigo (Coffea arabica) resistentes a Colletotrichum kahawae que causa antracnosis. Mientras que
Mohanraj et al. (2003) y Sengar et al. (2009) obtuvieron variantes somaclonales de cafia de azlcar
(Saccharum spp.) resistentes a Colletotrichum falcatum que causa la pudricién roja. Ramirez-
Mosqueda et al. (2015) obtuvieron variantes somaclonales de vainilla (Vanilla planifolia) resistentes
a F. oxysporum f. sp. vanillae que causa la pudricion del tallo y la raiz de las plantas, y Reboucas et
al. (2021) obtuvieron variantes somaclonales de banano (Musa spp.) resistentes a F. oxysporum f.
sp. cubense que causa la marchitez en las plantas.

En esta investigacion se corrobor6 la utilidad de realizar ensayos de fitotoxicidad in vitro en
plantas provenientes de organogénesis indirecta, utilizando como agente selectivo filtrados de cultivo
de P. capsici en chayote, y con base en ello, hacer una seleccién in vitro de las variantes
somaclonales resistentes al patdgeno, que sirvan de base para el desarrollo de los programas de
mejora genética en este cultivo.

Conclusiones

Se corroboré que las plantas de S. edule provenientes de organogénesis indirecta
presentaron una resistencia mayor a los filtrados de cultivo de la cepa A1-C de P. capsici, en
comparacion con las plantas de S. edule provenientes de germinacion de embriones cigéticos. Se
sugiere que se obtuvieron variantes somaclonales de S. edule var. virens levis con cierto grado de
resistencia a los CF de P. capsici, sin embargo, es necesario corroborarlo mediante el uso de
marcadores moleculares. Estos resultados sientan las bases para el desarrollo de programas de
mejoramiento genético con el fin de obtener genotipos promisorios de S. edule resistentes a P.
capsici.
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