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Resumen

Actualmente, los estudios de acondicionamiento de la semilla estan relacionados a
la mejora de las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de las plantas y
escasamente a la relacion del vigor de las mismas sobre la induccién de la
resistencia a enfermedades. El acondicionamiento térmico podria representar una
alternativa de manejo para enfermedades como la del mildiu velloso en la
albahaca, provocado por el hongo Peronospora belbabhrii, principal limitante en su
produccion. La albahaca, es considerada la planta aromatica de mayor
importancia econdmica en Baja California Sur, debido a la demanda constante a
nivel mundial por su utilidad multifacética. En el presente trabajo de investigacion,
se incluyé como primer objetivo, la identificaciéon de la especie de Peronospora
spp. observada en algunos sitios de produccion de albahaca. Para lo cual, se
realizaron estudios sobre identificacion morfolégica y molecular del patégeno, a
través de plantas infectadas. Como segundo objetivo, se evalud el efecto del
acondicionamiento térmico de la semilla sobre la respuesta morfométrica y
fisiolégica de plantas durante las etapas de germinacién, emergencia y etapa
vegetativa inicial. El tercer objetivo fue evaluar la relacion del vigor de la planta,
derivado del acondicionamiento térmico con la incidencia y severidad de la
enfermedad del mildiu velloso. Para ello, semillas de albahaca variedad Nuffar, se
sometieron a cinco tratamientos de temperatura; 25, 40, 50, 60 y 70°C, en tres
tiempos de exposicion; 30, 60 y 90 minutos. Las variables de respuesta fueron el
porcentaje y tasa de germinacion y emergencia, caracteristicas morfométricas y
fisiolégicas de la planta, asi como la incidencia y severidad de la enfermedad. Los
resultados obtenidos mostraron que el hongo correspondio a P. belbahrii. En todas
las variables evaluadas, el tratamiento de 70°C afecté negativamente la respuesta
de la planta. Las mejores respuestas de vigor, presentaron una tendencia
determinada hacia el tratamiento de 60°C por un tiempo de exposicion de 60 min.
Los resultados de resistencia, incidencia, porcentaje de hojas infectadas y la curva
del progreso de la enfermedad del mildiu velloso, mostraron que el tratamiento a
60°C presentd estadisticamente un mayor porcentaje de reduccién en estas
variables. Desde el punto de vista practico lo anterior sugiere que el
acondicionamiento térmico a ésta temperatura puede inducir una resistencia al
mildiu velloso en la albahaca y ser utilizado como un control efectivo de esta
enfermedad.

Palabras claves: Acondicionamiento térmico, vigor, resistencia, Mildiu Velloso

Dra. Alejandra Nieto Garibay Dr. Bernardo Murillo Amador
Co-director de tesis Co-director de tesis



Summary

At present, seed conditioning studies are related to the improvement of the
morphological and physiological characteristics of the plants and very little to the
relation of the vigor of the plants on the induction of resistance to diseases.
Thermopriming could represent an alternative management for diseases such as
mildew downy mildew in basil, caused by the fungus Peronospora belbahrii, main
limiting in its production. Basil is considered the aromatic plant of major economic
importance in Baja California Sur, due to the constant demand worldwide for its
multifaceted utility. In the present investigation, the identification of the species of
Peronospora spp. was included as the first objective present in some sites of
production of basil. For this, studies were carried out on morphological and
molecular identification of the pathogen, through infected plants. As a second
objective, the effect of seed thermopriming on the morphometric and physiological
response of plants during germination, emergence and initial vegetative stages
was evaluated. The third objective was to evaluate the relationship of vigor of the
plant, derived from thermopriming with the incidence and severity of downy mildew
disease. For this, Nuffar variety basil seeds, were subjected to five temperature
treatments; 25, 40, 50, 60 and 70°C, in three exposure times; 30, 60 and 90
minutes. The response variables were percentage and germination rate and
emergence, morphometric and physiological characteristics of the plant, as well as
the incidence and severity of the disease. The results showed that the fungus
corresponded to P. belbahrii. In all variables evaluated, the treatment of 70°C
negatively affected the plant response. The best vigor responses showed a
tendency toward treatment at 60°C for an exposure time of 60 min. The results of
resistance, incidence, percentage of infected leaves and the progression curve of
hairy mildew disease, showed that the treatment at 60°C presented a statistically
higher reduction percentage in these variables. From the practical point of view,
the above suggests that the thermopriming at this temperature can induce
resistance to downy mildew in the basil and be used as an effective control of this
disease.

Key words: thermopriming, vigour, resistance, downy mildew

Dra. Alejandra Nieto Garibay Dr. Bernardo Murillo Amador
Co-director de tesis Co-director de tesis
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1 INTRODUCCION

La albahaca (Ocimum basilicum L.; Lamiaceae) es la planta aromatica de mayor
importancia econdmica a nivel mundial (Garibaldi et al., 1997). En México, Baja
California Sur es el principal productor y exportador de este cultivo (SAGARPA,
2014). Recientemente, el rendimiento de la albahaca se ha visto afectado por el
hongo Peronospora spp., agente causal del mildiu velloso. Su principal dafio es el
amarillamiento y necrosis de las hojas, lo que disminuye la calidad comercial del
follaje. Hasta el momento se desconoce la especie presente, sin embargo, estos
sintomas estan relacionados con P. belbahrii, uno de los patégenos mas
destructivos en este cultivo a nivel mundial (Koroch, et al., 2013), lo que lleva a
considerar que ambos podrian ser el mismo agente. Actualmente no existen
variedades resistentes a esta enfermedad y la mayoria de los fungicidas no tienen
registro para su aplicacion (Cohen et al., 2013). Una alternativa en el manejo de
enfermedades, es la induccion de resistencia en plantas, mediante la activacion de
sus propios mecanismos de defensa (Sharma et al., 2002). Diversos estudios han
determinado que la resistencia vegetal esta estrechamente relacionada con el
vigor de la planta (Van, 1997). Se ha encontrado que esta caracteristica,
proporciona la capacidad de responder rapidamente a factores causantes de
estrés (Hammerschmidt, 2009), mediante el aumento de moléculas de
sefnalizacion, ligadas a la defensa natural (Upchurch y Ramirez 2010; Hussian et
al.,, 2014). Uno de métodos que estimulan el vigor de la planta, es el
acondicionamiento térmico de la semilla (Garcia et al.,, 2006), el cual activa
procesos fisicos y bioquimicos que aumentan el desarrollo vegetal (Castillo y
Santibariez, 1987; Hampton et al., 2000). En el caso particular de la albahaca, esta
técnica de acondicionamiento térmico, podria ser de gran interés en el manejo de
Peronospora spp. e impactar consecuentemente en la calidad del cultivo. La
técnica actuaria mediante la activacion temprana de la respuesta de defensa de la
planta gracias a un estado de salud reflejado en el vigor de la misma. Por lo

anterior, los objetivos del presente estudio, incluyeron en primera instancia la



identificacion de la especie de Peronospora en algunos sitios de produccion de
Baja California Sur, la evaluacion del vigor de plantas provenientes de semillas
sometidas a diferentes temperaturas y tiempos de exposicion de las temperaturas,
asi como la evaluacion de la resistencia de plantas cuyas semillas fueron
sometidas a los tratamientos de temperaturas y tiempos de exposicion ante la

incidencia de Peronospora spp.



2 ANTECEDENTES

2.1 Origen de Ocimum basilicum.
La albahaca (Ocimum basilicum L.; familia Lamiaceae), conocida también como

albacar, ahbenga, y albahaca dulce (Adiglzel et al.,, 2005), es considerada una
planta de gran significancia histérica en muchas culturas del mundo, desde hace
siglos. En la religion hindu, hasta la actualidad se considera una especie sagrada y
se usa para la proteccién contra espiritus (Muenscher, 1978). Etimolégicamente
presenta diferentes definiciones tales como la correspondiente al género Ocimum,
la cual deriva del griego “0zo” que significa oler, en referencia a los fuertes olores
de las especies dentro del género (Mclntosh, 1853). "El rey de las hierbas"
derivado del griego “basileus” o rey, en relacion a la albahaca con la corona,
debido a su uso en la medicina real (Grieve, 1971). La derivada del latin “basilisk”
o dragdén, conexién simbdlica entre la albahaca y los escorpiones, bajo la
supersticion de que las hojas de albahaca se convertian en escorpiones al caer
estas de las plantas (Stobart, 1982). Esta planta es nativa de Asia y Africa, donde
crece de manera silvestre como una planta perenne (Muenscher, 1978). Fue
traida desde la India hasta Europa a través del Medio Oriente en el siglo XVI vy
posteriormente a América en el siglo XVII (Stobart, 1982). Actualmente es

cultivada en todo el mundo.

En la edad media se encontraba entre las plantas medicinales consideradas como
magicas, ya que por su contenido en compuestos aromaticos hacian efectivo el
tratamiento contra diferentes enfermedades (Sam et al., 2002), tales como dolores
de cabeza, tos, y diarrea (Javanmardi et al., 2002). A partir de entonces, se hizo
indispensable en las sociedades, teniendo un especial interés como fuente de
materia prima en el ambito social, econdmico y ambiental. Desde entonces, han
surgido numerosas aplicaciones tanto en la medicina tradicional, como la industria

alimentaria, farmacéutica, cosmética y de perfumeria (Benavides et al., 2010),



provocando una continua y creciente demanda en los mercados locales y
extranjeros (Reyes-Pérez et al., 2013).

Las caracteristicas distintivas de esta planta aromatica corresponden al tipo
herbaceo, anual con tallo ramificado (Lépez-Delgado, 1998). Llega a medir entre
20 y 60 cm de largo, con flores que van desde color blanco a purpura. Sus hojas
son opuestas, ovales y apuntadas, color verde, las cuales llegan a medir hasta 2
pulgadas de longitud (Blank et al., 2004), lo que genera una mayor biomasa y en
consecuencia una mayor produccion de aceites esenciales. Su principal fuente de

propagacion es por semilla, la cual es de naturaleza mucilaginosa (Lu et al., 2010).

2.1.1 Principales compuestos aromaticos
Las hojas, tallo, sépalos y superficie floral de la albahaca poseen glandulas

especializadas conocidas como tricomas glandulares (Walters et al., 1991). Estas
estructuras producen una diversidad de metabolitos secundarios con funciones
tales como, agentes de defensa contra patdgenos, insectos o animales y/o
atrayente de polinizadores, entre otros (Lijima et al., 2004). Este tipo de glandulas
se clasifican en dos grupos; las glandulas peltato, las cuales consisten de 4
células secretoras y un saco de aceite (Bohlmann et al., 1998). En estas
glandulas se sintetizan y almacenan compuestos de tipo monoterpenos (a-Pineno,
B-Pineno, B-Myrceno, Limoneno, 1,8-Cineolo, Ocimeno, Linalool, Sabineno,
Fencol, Camfor, a-Terpineol, Geranial, Neral, Geraniol, Nero), sesquiterpenos ([3-
Caryophylleno, a-Bergamoteno, B-Farneseno, a-Caryophylleno, a-Zingibereno
Germacreno, y-Cadineno, B-Selineno, a-Selineno, a-Bisaboleno y a-Cadinol) y
fenilpropanoides (Metil cavicol, Metil eugenol y Eugenol) (McCaskill y Croteau,
1995) (Fig. 1). El otro grupo de tricomas glandulares corresponde al tipo capitata,
el cual contiene una o dos células secretoras y presentan menor tamano, pero son
mas numerosas en la superficie de la hoja que las glandulas peltato. Este tipo de
glandulas no sintetizan compuestos aromaticos, ya que no poseen la actividad
enzimatica necesaria para la biosintesis de este tipo de sustancias, pero se ha
comprobado que son metabolicamente activas (Gang et al., 2001).
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Figura 1. Estructura algunos metabolitos especializados encontrados en tricomas
gladulares de hojas de albahaca. A) superficie abaxial de una hoja joven con alta
densidad de glandulas peltata y capitatas. B) glandula peltata y capitata en la
misma hoja (Tomado de Xie, 2007).



2.1.2 Importancia econdmica del cultivo
Actualmente, la albahaca, es uno de los principales cultivos de plantas aromaticas

de mayor importancia econémica a nivel mundial (Garibaldi et al., 1997). Sus
hojas, semillas y flores se consideran una rica fuente de aceites esenciales y
compuestos aromaticos derivados principalmente de terpenos y fenilpropanoides
(Viuda-Martos et al., 2011). Estas sustancias reflejan una diversidad de aromas y
sabores que las hace atractivas a nivel comercial, donde la materia fresca es
utilizada principalmente en el ambito culinario, mientras que los aceites esenciales
tienen especial uso en perfumeria, aromaterapia y cosmética (Wyenandt et al.,
2010). En la actualidad existen alrededor de 150 especies distribuidas a nivel
mundial, principalmente en regiones de clima tropical y subtropical (Makri y
Kintzios, 2007). Muchas de las variedades que dominan el mercado americano
pertenecen al grupo de la albahaca dulce (Sweet basil) con variedades como
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“Genovese”, “hoja grande italiana”, “Mammoth”, “Napoletano” y “Sweet o Nuffar”.
Su aroma suave semejante al anis, es un factor especialmente atractivo en la
elaboracién de alimentos (Phippen y Simon, 1998) y deriva principalmente de
sustancias como el citral, eugenol, linalool, metilcavicol y metilcinamato. Todos
estos clasificados dentro de los principales quimiotipos de aceites esenciales

(Simén et al., 1999).

La produccién de esta planta aromatica tanto en campo como en invernadero se
ha incrementado significativamente en los ultimos afios debido a la demanda y su
alto valor econémico (Homa et al., 2014). Tan solo en el 2010, en Estados Unidos
fueron sembradas 4,400 ha aproximadamente. En algunos casos, se ha estimado
que la produccién de albahaca genera un mercado al por menor de mas de 300
millones de ddélares (Wyenandt et al., 2015). Otros paises como Francia, produce
30 ha cada afio para mercado fresco y procesado (Garibaldi et al., 2005), mientras
que en Alemania se producen anualmente cerca de 50 millones de macetas con
albahaca, en mas de 25 ha de invernadero, esto solo por mencionar algunos

casos. Con ello, se ha considerado a la albahaca como uno de los cultivos mas



rentables de todas las hierbas frescas en el mercado (Farahani-Kofoet et al.,
2012). Los grandes productores y distribuidores sefialan a esta planta aromatica
como producto lider que conduce la comercializacion en el mercado internacional
de otras hierbas culinarias tales como, orégano, salvia, tomillo y otro nicho de
productos que se extienden principalmente por el impacto econémico dentro de los
mismos grupos de interés (Wyenandt et al., 2015). Actualmente se ha considerado
que los principales paises productores de albahaca son Espafa, Italia, Francia,
Egipto y México (Mukherjee y Datta, 2005).

2.2 La produccion de albahaca en México
En México, el cultivo de albahaca tiene un registro de produccién nacional

3,723.45 T., donde el 100% es destinado a exportacion (Sanchez-Verdugo y
Lucero-Flores, 2012). Los principales estados productores son Morelos (252 T),
Puebla (270 T), Baja California Norte (364.7 T), Nayarit (675.3 T) y Baja California
Sur (2,486 T). Siendo éste ultimo, el que aporta mas del 50% de la produccién de
ésta planta aromatica, lo que lo ubica como lider nacional en este cultivo
(SAGARPA, 2014). En Baja California Sur (B.C.S.), la albahaca se origina a partir
de sistemas de produccion tanto organicos como convencionales, sin embargo, la
produccion organica, es la actividad econdmica mas rentable en la rama agricola
(SIAP, 2012). La albahaca organica de este Estado se comercializa en los Estados
Unidos de Norteamérica en los estados de California, Texas y Chicago
principalmente (Alarcén-Miranda et al., 2014). Este cultivo es capaz de producir un
rendimiento de biomasa verde del orden de las 20 T ha-' al afio en dos cortes (12
y 8 T ha™ respectivamente) y de 40 kg/ha de aceite esencial (Vega et al., 2012).
Este cultivo presenta una produccion de 1,900 T con un valor de $29,540.64/100
MXN al final del ciclo 2013, siendo la variedad Nuffar la principal que se siembra
en B.C.S. (SAGARPA, 2014). La siembra se realiza en dos temporadas: otofio-

invierno y primavera-verano, ésta ultima, con una mayor superficie de siembra.



2.3 Factores que merman la produccion
Generalmente, la calidad de las plantas aromaticas como la albahaca esta

determinada por el contenido de aceites esenciales u otros metabolitos
secundarios (Gil et al., 1998). Uno de los principales factores que se presentan
durante el desarrollo del cultivo, es la presencia de enfermedades provocada
principalmente por microorganismos fitopatégenos, las cuales llegan a reducir
considerablemente la produccion y los aspectos cualitativos del producto
(Capanoglu, 2010). La interaccion de las plantas con los patégenos siempre ha
sido una limitacion crucial en la agricultura (Strange y Scott, 2005). La mayoria de
los cultivos son atacados por patdogenos devastadores que cuestan millones de
ddlares cada afo a la industria agricola y son potencialmente desastrosos para
muchas sociedades (Singh et al., 2011). La globalizacién de la agricultura ha
provocado que las plantas cultivadas, a menudo con una estrecha base genética,
crezcan fuera de sus centros de origen y por lo tanto lejos de los patégenos que
han co-evolucionado con ellas. Como resultado estas no desarrollan resistencia a
las nuevas cepas del patdogeno (Bonas y Lahaye, 2002). Hasta hace algunos afos
se pensaba que las plantas aromaticas no presentaban problemas serios de
plagas o enfermedades, debido a que el area de produccion donde se establecian
dichos cultivos era limitada. Sin embargo, a medida que ha aumentado la
demanda de este tipo de plantas, se ha originado que éstas se establezcan en
extensas superficies, lo que provoca un riesgo mayor de dafno por estos

organismos (Simon et al., 1984).

2.3.1 Enfermedades originadas por hongos fitopatégenos
Dentro de los patégenos que dafian a las plantas, las enfermedades causadas por

hongos, es uno de los problemas mas comunes, al causar tizones en las hojas,
defoliacién, muerte de meristemos, lesiones de tallo y algunas veces la pérdida
completa de la planta (Cabrera et al.,, 2010). Este tipo de patégenos, son los
responsables de las epidemias mas recurrentes dentro de los cultivos, debido a

que sus esporas son liberadas en el aire y pueden dispersarse por el viento a



grandes distancias (Agrios, 1997). Las enfermedades mas comunes reportadas en
el cultivo de albahaca son; las manchas foliares (Alternaria alternata,
Colletotrichum spp. y Cercospora spp.), moho gris (Botrytis cinerea), muerte
vascular (Fusarium oxysporum), pudricion basal (Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum y microdochium tabacinum) y damping off (Pythium ultimum),
(Garibaldi et al., 1997; Garibaldi et al., 2011). Sin embargo, recientemente en
diferentes paises, ha surgido la presencia del oomicete P. belbahrii comunmente
conocido como mildiu velloso, y en la actualidad es considerado uno de los
patdgenos mas destructivos en este cultivo a nivel mundial (Koroch, et al., 2013).
Un ejemplo de ello, es la problematica que esta enfrentando Estados Unidos y
otros paises, donde este patdgeno ha causado pérdidas en la produccion
estimadas en mas de 60 millones de dodlares, por lo que se ha visto en la
necesidad de solicitar la importacion del producto a otros paises dentro de los que
destacan Colombia, Israel, México y Peru (Wyenandt et al., 2015). Sin embargo,
en México, principalmente en el estado de Baja California Sur, desde hace mas de
6 anos, la produccién y la calidad de la albahaca, se ha visto seriamente afectada,
por una especie de Peronospora. Los sintomas que provoca estan relacionados
con los ocasionados por P. belbahrii, lo que lleva a considerar que ambos

pudieran ser el mismo patogeno.

2.3.2 Los Oomicetes y su importancia econémica
Los oomicetes forman un grupo filogenéticamente distintivo de microorganismos

eucariotes y son los causantes de algunas de las enfermedades mas
devastadoras de los cultivos a nivel mundial, conduciendo a la pérdida del
rendimiento y dafio a los ecosistemas naturales y agricolas (Jiang y Tyler, 2012).
Entre estos miembros, se encuentra los del orden Peronosporales, donde algunos
de éstos provocan los llamados mildiu vellosos (Thines, 2014), los cuales son
dificiles de identificar entre ellos, ya que éstos poseen el mismo nombre comun y
tienen caracteristicas morfolégicas similares. Sin embargo, lo que los diferencia,

es que éstos son muy especificos de cultivos (Hausbeck y Harlan, 2012). Este tipo



de patogenos, constituyen un gran grupo taxonomico dentro de este orden, con
mas de 700 especies conocidas (Voglmayr, 2003). Estos patdogenos pueden ser
especificos de hospederos o pueden abarcar un amplio rango de los mismos. Son
biotroéficos obligados, lo que los hace dependiente de su hospedero para
completar su ciclo de vida y por lo tanto tienen constantemente que atenuar las
respuestas de defensa de las plantas para obtener nutrientes, mientras mantienen
a su hospedero vivo. Este modo de infeccion requiere una manipulacién

sofisticada por el patégeno (Holub, 2008).

Los oomicetos, colonizan las células de las plantas mediante la modulacién de sus
defensa especificamente liberando un conjunto de efectores dentro y fuera de la
célula a través de una estructura especializada llamada haustorio (Rafigi et al.,
2012). Los efectores son definidos como moléculas que manipulan la estructura
celular del hospedero y su funcion por lo tanto es facilitar la infeccion y/o
desencadenar las respuestas de defensa de la planta (Denance et al., 2013).
Actualmente se distinguen dos clases de efectores que se dirigen a sitios distintos
en la planta hospedera; efectores apoplasticos, son principalmente inhibidores de
enzimas llamados EPI1, los cuales son secretados dentro del espacio extracelular
donde interactuan con recetores de superficie y; efectores citoplasmicos
pertenecientes a la familia de proteinasas RXLR, denominados AVR3a. Estos, son
traslocados dentro de la célula de la planta a través de estructuras especializadas
similares a vesiculas de infeccion y haustorios que se invaginan dentro de las

células del hospedero (Kamoun, 2006).

2.4 Peronospora belbahrii como principal factor de dafio en albahaca
Peronospora belbahrii es uno de los oomicetes que pertenece a la familia

Peronosporaceae y es el agente causal de la enfermedad del mildiu velloso en
albahaca (Belbahri et al., 2005). Este patégeno se reporta como una de las
enfermedades mas destructivas a nivel mundial en este cultivo (Koroch et al.,

2013) y su severidad ocasiona hasta el 100% de las pérdidas en la produccién
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(Roberts et al., 2009). Primero fue observada en Uganda en 1930 (Hansford,
1933), después en el 2000, se reportd como responsable del incremento de serias
pérdidas en varios paises, iniciando desde Suiza (Lefort et al., 2003), Italia
(Garibaldi et al., 2004), Bélgica (Coosemans, 2004), Francia (Garibaldi et al.,
2005), EUA (Roberts et al., 2009), Cuba (Martinez de la Parte et al., 2010),
Hungria (Nagy y Horvath, 2011) y Argentina (Uchida, 2011). Dentro de los
cultivares mas susceptibles a esta enfermedad se encuentran todos los tipos
pertenecientes a albahaca dulce, una de las de mayor demanda en el mercado
internacional (Phippen y Simon, 1998). Aunque se han determinado fuentes de
resistencia en otros cultivares de albahaca, estas no son comercialmente
aceptables, debido a sus diferentes caracteristicas morfolégicas y aromaticas
(Wyenandt et al., 2010). Sin embargo, se pueden realizar hibridaciones con los
genotipos mas tolerantes. Para ello, es necesario realizar un criterio de seleccion
tales como presencia de metabolitos secundarios, caracteristicas morfolégicas de
las plantas y otros factores que provocan un microambiente menos favorable para

el establecimiento del patégeno (Garibaldi, 2004).

2.4.1 Proceso de infecciéon

P. belbahrii requiere de alta humedad relativa (85 % o mas), temperatura
moderada (21 a 25°C) y lluvias prolongadas para esporular (Beckerman 2009), las
cuales coinciden con las condiciones de desarrollo del cultivo de albahaca
(Farahani-Kofoet et al., 2012). Ademas, posee un ciclo de vida que dura de 11 a
15 dias y la diseminacion de esporas por el viento hace que su capacidad de
extenderse en el cultivo sea rapida (Cohen et al., 2013). Este hongo se establece
a partir de esporas, generalmente en la parte inferior de la hoja y provoca lesiones
que pueden llegar a ser muy severas y eventualmente matar a la planta. Algunas
de las esporas que son dispersadas por el viento, se depositan sobre la hoja e
infectan la lamina foliar produciendo un tubo germinativo que penetra dentro de la
pared celular de la epidermis y produce en el meséfilo un micelio intercelular con

haustorio (Ben-Naim et al., 2015).
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Los esporangios, los cuales corresponden al cuerpo fructifero del hongo se
producen en gran numero en el envés de las hojas y maduran durante la noche
cuando la humedad relativa (85 % o mas) se mantiene por 6 h o mas (Garibaldi et
al., 2007). Las esporas se liberan durante la mafana cuando disminuye la
humedad relativa, lo que le ayuda a diseminarse a distancias largas a través del
viento (Uchida, 2011) (Fig. 2). Frecuentemente la infeccion puede darse desde la
etapa de emergencia de la planta, lo que sugiere que el hongo puede también
diseminarse a través de semillas contaminadas (Farahani-Kofoet et al., 2012). Por
lo tanto, se considera que ésta, es una de las principales vias de diseminacion de
este patogeno, el cual se cree, logra penetrar e infectar las semillas de albahaca
(Belbahri et al., 2005; Garibaldi et al., 2004). Después de 6 a 10 dias de la
inoculacion inicial aparecen lesiones clordticas en las hojas, dependiendo de la
temperatura, la cual generalmente es optima a 25 °C., mientras que la
esporulacion se lleva a cabo dentro de 7 h a 100 % de humedad relativa. Al menos
7.5 h de oscuridad son necesarias para que el patdogeno inicie la esporulacion,
mientras que la exposicion a la luz suprime la formacién de esporas. Sin embargo,
permite a los esporangiéforos emerger a través de los estomas y volver a iniciar el

ciclo de infeccion (Cohen et al., 2013).
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Figura 2. Ciclo infectivo de P. belbahrii en planta de albahaca

2.4.2 Sintomas caracteristicos de P. belbahrii

El sintoma mas visible de P. belbahrii, es la aparicion de areas clordticas color
verde-amarillento confinadas a las regiones intervenales de la hoja (Garibaldi et
al., 2004). Dicho sintoma pueden ser facilmente confundible con deficiencias
nutricionales, principalmente nitrégeno (Wyenandt et al., 2010). Ademas, el envés
de la hoja se cubre de esporas de color gris y las lesiones pueden llegar a

convertirse en tejido necrético con la posterior muerte de la hoja (Fig. 3) (McGrath,
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2013). Todo este ciclo resulta en una reduccion considerable del rendimiento y
puede ser dafino en la albahaca, ya que la produccién de esta planta recae

completamente en la produccion de hojas (Francescangeli, 2013).

Figura 3.- Sintomas de Peronospora spp. en albahaca en la zona agricola de El
Pescadero. A) Cultivo enfermo, B), Planta infectada, C) amarillamiento y
esporulacion de Peronospora en el haz y envés de la hoja, D) cultivo sano y E)
esporangioforos en tejido.

2.5 Métodos de control
El manejo de P. belbahrii es complicado, por varias razones. La principal es que la

albahaca pertenece a los cultivos menores, por lo tanto el numero de fungicidas
registrados para su uso es relativamente bajo (Gilardi et al., 2015). Asi mismo se
ha comprobado que el hongo desarrolla resistencia a los agroquimicos utilizados
(Belbahri et al., 2005) y existe el riesgo de la presencia de residuos en la cosecha
(Leadbeater y Gisi, 2010). Algunos de los fungicidas que se han registrado
gradualmente en algunos paises para el control del mildiu en albahaca, son
dimetomorfos con mancozeb, clorotalonil, boscalid con pyraclostrobin,

azoxystrobin, fosfito de potasio y mefenoxam con mancozeb. Este ultimo fue
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potencialmente el mas efectivo, pero desafortunadamente se encontré que el
patdgeno generd resistencia a mefenoxam (Cohen et al., 2013.) y para el 2014 ya
no mostraba efectividad en el control. Segun lo que indica la Ministry of Agriculture
Extension Service, los fungicidas deben ser utilizados dentro de intervalos de
tiempo definidos durante la etapa de crecimiento de la planta, lo que provoca un
numero limitado de aplicaciones (Gilardi et al., 2013). En el caso de los productos
biologicos en Estados Unidos, solo unos pocos tienen registro para uso general
contra mildiu velloso en plantas aromaticas, pero no especificamente en albahaca
(McGrath, 2011). Aunado a esto, las variedades de albahaca mayormente
demandadas en el mercado internacional no presentan resistencia al mildiu
velloso. Otra de las problematicas es que la obtencidén de semilla certificada no
garantiza que ésta se encuentre libre de propagulos pertenecientes al hongo, lo
que disminuye las posibilidades de control contra este patégeno (Wyenandt et al.,
2010).

2.5.1 Alternativas de manejo de la enfermedad

Debido a este tipo de problematicas dentro de la agricultura, se ha hecho
necesario y urgente explorar nuevas estrategias que sean efectivas, con accion
duradera y amigable con el ambiente para su uso dentro del manejo de
enfermedades. Una de éstas alternativas y que actualmente es un area de gran
interés, es la manipulacion artificial del sistema de defensa natural de la planta
(Sharma et al., 2002), para inducir resistencia ante diferentes tipos de estrés
(Beckers y Conrath, 2007). Este tipo de métodos ha mostrado gran potencial en la
reduccion de la incidencia y severidad de enfermedades causadas por patégenos
(Baysal et al., 2003).

2.6 LaInduccion de resistencia en plantas para el control de patégenos.
La resistencia, segun Agrios (1988), es la capacidad de un organismo para excluir

0 sobreponerse completamente o en algun grado, al efecto de un patdégeno o

algun factor de dafo. Esta resistencia se manifiesta por los sintomas limitados,
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reflejando la incapacidad de crecimiento del patéogeno, multiplicacion o
diseminacion (Van, 1997). Se ha determinado que en ciertas condiciones, algunas
plantas o variedades muy susceptibles pueden permanecer libres de la infeccion o
sintomas y de esta manera ser resistentes (Conrath et al., 2002). La resistencia
aparente que muestran algunas plantas a las enfermedades y de las que se saben
son susceptibles en general, es el resultado de procesos de escape o tolerancia a
la enfermedad (Agrios, 1998). Las respuestas de la planta a la infeccion de
patdogenos son complejas y no existe un modelo universal o secuencia de eventos
que actualmente describa la dinamica de la resistencia en las interacciones
estudiadas, ya que cada interaccion es de acuerdo a la activacion, localizacion,
tiempo y magnitud de cada componente dentro de la respuesta de defensa (Ponce
de Ledn y Montesano, 2013). La resistencia es raramente absoluta y si una planta
termina siendo resistente o0 susceptible depende de la suma de muchas

respuestas individuales (Hammond-Kosack y Parker, 2003).

2.6.1 La accion de los mecanismos de defensa en la planta

Las plantas constantemente se encuentran expuestas al ataque de
microorganismos fitopatdgenos (Zhang et al., 2013), los cuales requieren de sus
nutrientes y la maquinaria celular para su desarrollo y reproduccion (Horbach et
al., 2011). Durante esta interaccion, el patdogeno se dirige al interior de la planta a
través de heridas o estomas presentes en las hojas. Durante el proceso de
invasion, el patdogeno degrada la pared celular, mediante la sintesis y liberacion de
enzimas degradadoras. Posteriormente libera sus efectores especializados de
infeccion e interfiere con las actividades normales del hospedero (Tilsner y
Oparka, 2010). Debido a este tipo de interaccidon negativa, las plantas han creado
diferentes mecanismos de defensa altamente coordinados a través de la
activacion de barreras a nivel molecular, celular y de tejido (Fig. 4) (Karthikeyan et
al., 2005). Los diferentes mecanismos de defensa con los que cuentan las plantas

son activados después del reconocimiento de los factores de virulencia del
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patogeno (Hammon-Kosack y Parker, 2003). Para ello, el hospedero produce
diversas clases de proteinas receptoras (proteinas R) altamente polimérficas, pero
con estructuras bastante conservadas, capaces de reconocer bien directa o
indirectamente a determinantes proteicos especificos de los patdgenos para
posteriormente producir una respuesta amplificada de resistencia que se suele
denominar de “inmunidad activada por efectores” (ETI, “effector-triggered
immunity” (Boller y Félix, 2009). En el caso de la respuesta de defensa de la planta
a los patogenos se incluye la activacion de las rutas metabdlicas involucradas en
la biosintesis de fitoalexinas, incremento en la actividad de enzimas tales como
fenilalanina amonia-liasa, (Mazid et al., 2011), deposicion de callosa y/o lignina y
la acumulacién de compuestos fendlicos, peroxidasa, oxidasa polifenol,
superoxido dismutasa, quitinasas e inhibidores de proteinasa (Siemmens, 2002).
Estos tipos de respuesta, provoca que la planta se vuelva insensible a las toxinas
del patégeno, originando que se retarde su desarrollo y reproduccion, mediante la
inhibicion de la germinacidon y penetracién del propagulo, lo que origina en la
mayoria de los casos la muerte del patdogeno (Dangl et al., 1996).
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Figura 4. Mecanismo de defensa en la planta. Equilibrio de la respuesta inmune y
los costos del acondicionamiento fisico (Tomado de
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El mecanismo de defensa de la planta puede darse tanto de forma pasiva como
activa (Sticher et al., 1997). EI mecanismo de defensa pasivo, generalmente esta
presente desde antes de que la planta esté en contacto con algun patégeno. Su
sistema se relaciona con la produccion de barreras fisicas tales como, la cuticula,
pared celular, apertura de estomas o lenticelas o barreras quimicas incluyendo
compuestos inhibidores (fitoanticipinas o defensinas) o ausencia de compuestos
estimulantes necesarios para el desarrollo del patégeno (Nutrientes o modificaciéon
del pH) (Karthikeyan et al., 2005). En el mecanismo de defensa activo, éste solo
se activa después del reconocimiento del patégeno. La capacidad de las plantas
para responder a patdogenos potenciales implica que ésta debe reconocer a estos
patdogenos como no propios de su sistema (Lebeda et al., 1999). Este mecanismo
puede darse de manera rapida o retardada. La defensa activa rapida esta
involucrado el cambio en la funcién de la membrana celular, la explosion oxidativa,
el reforzamiento de la pared celular, la muerte celular por la reaccién de
hipersensibilidad, asi como la produccion de fitoalexinas (Mishra et al., 2000).
Dentro de la defensa activa retardada esta involucrado el mecanismo de
produccion de proteinas relacionadas a la patogenicidad y la resistencia sistémica
adquirida (Roth et al., 2000).

2.6.2 Estudios relacionados a la induccion de resistencia en plantas

A través de los afios han surgido diferentes estudios relacionados con la induccién
de resistencia en la planta, los cuales han mostrado una efectividad en la
reduccion de la incidencia de enfermedades (Kuc, 1987; Goellner y Conrath,
2008). Algunos involucran la utilizacion de bacterias promotoras de crecimiento
(Van et al., 1998), aplicaciones de acido salicilico (Kessmann et al., 1994),
sustancias sintéticas y naturales tales como productos derivados de urea,
manganeso Yy zinc (Fuster et al., 1995), vitamina B (Ahn et al., 2007), sisteminas
(Stennis et al., 1998) y B-acido aminobutirico (BABA) (Zimmerli et al., 2000). En el
caso de los Oomicetes, como Peronospora spp. se han evaluado productos

basados en fosfitos, los cuales han mostrado su capacidad para activar la defensa
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de la planta, mediante la sintesis y translocacion de fitoalexinas (Guest y Grant,
1991; Bock et al., 2012). Asi mismo, la aplicacion de acibenzol-S-metil,
rizobacterias o el compuesto prohexadione-Ca (Bazzi et al., 2003; Oostendorp et
al., 2001; Van et al., 1998). Sin embargo, en el caso de la albahaca, no todos son
aprobados para su aplicacién y la accién de la mayoria de estos métodos ha
presentado un costo en el desarrollo de la planta y la produccion de semilla
(Goellner y Conrath, 2008).

2.7 Elvigor de la planta en la resistencia a patégenos
Actualmente se ha considerado al vigor de la planta como un factor importante en

la resistencia a diversos factores estresantes. Esta caracteristica esta relacionada
con la efectividad de la activacion de los mecanismos de defensa de la planta
(Ghanbari et al., 2013). Desde afios anteriores se ha hecho evidente que en la
mayoria de las relaciones hospedero-patdégeno, existen plantas resistentes o
tolerantes a microorganismos fitopatdogenos, debido a un vigor excepcional de la
planta, relacionado principalmente con una reducida vitalidad de la misma, asi
como procesos fisiolégicos normales que empiezan a desequilibrarse en mayor o
menor grado (Kolmer, 1917). Por lo tanto, la evidencia parece suponer que el vigor
vegetativo permite a la planta protegerse en cierto grado del ataque de algun
patdgeno. Esta conclusiéon conduce a que la resistencia a enfermedades y el vigor

vegetativo estan estrechamente relacionados (Agrios, 1998).

2.7.1 Caracteristicas que determinan el indice de vigor
El vigor de la planta es un concepto complejo que incluye muchas caracteristicas

que contribuyen al desarrollo y crecimiento sucesivo en estados tempranos de las
plantas (Hacisalihoglu y Ross, 2010). Este concepto es definido como la suma de
las propiedades que determinan el nivel potencial de actividad de la semilla
durante la germinacion y emergencia de la planta. Entonces, una rapida y
sincronizada tasa de germinacion, el incremento rapido de biomasa, asi como el

crecimiento y desarrollo de la planta en ausencia de patdégenos, seran las
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caracteristicas de una planta vigorosa (Cervantes, 2000). Dentro de la agricultura,
el vigor de las plantas es un factor indispensable en el incremento del rendimiento
de los cultivos y calidad de los productos. La creciente demanda del mercado
internacional, se basa en las diferentes exigencias relacionadas al producto,
dentro de los cuales se incluyen la reduccién de residuos de plaguicidas,
incremento en la calidad de sus caracteristicas organolépticas, mayor produccion
de biomasa y la sanidad del producto (Hussian et al., 2014). Estudios anteriores
han determinado que uno de los procesos esenciales para incrementar el
rendimiento con respecto a la cantidad y calidad, es la velocidad y uniformidad de
la germinacién, asi como la emergencia y el desarrollo vegetativo de la planta en
campo (Hacisalihoglu y Ross, 2010). Estos parametros estan relacionados con el
vigor, el cual a su vez, se relaciona con una resistencia mayor a los distintos

factores estresantes (Bittencourt et al., 2005).

2.7.2 Elvigor de las plantas y su relacion con las propiedades de la semilla
Las caracteristicas que determinan el indice de vigor en la planta se relacionan

con las propiedades de la semilla (Zhu, 2002), la cual tiene influencia en la
velocidad de germinacion y/o emergencia, uniformidad, incremento de biomasa,
longitud de raiz, longitud del vastago (Selvarani y Umarani, 2011), produccion de
carbohidratos, lipidos y proteinas (Randhir et al., 2002). Estas caracteristicas
proporcionan a la planta un nivel de actividad potencializada con la capacidad de
responder rapidamente de manera eficaz a los diferentes factores causantes de
estrés (Hammerschmidt, 2009). Debido a un aumento en la cantidad de
componentes celulares con funciones importantes de sefalizacién en la respuesta
de defensa, la cual solo se induce después del contacto con un factor abiético o un
patégeno virulento (Hussian et al., 2014).
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2.7.3 Técnicas de acondicionamiento de la semilla para estimular el vigor
de la planta
Entender los procesos involucrados en la germinacion de la semilla es de especial

interés dentro de la agricultura, ya que se pueden implementar métodos para
modificar estos procesos y obtener un mejor desarrollo de las plantas cultivadas
(Bewley et al., 2013). Actualmente existen varias técnicas que estimulan el vigor
de las plantas mediante el acondicionamiento previo de la semilla para reaccionar
con mayor rapidez a la exposicion posterior de algun tipo de estrés (Haigh et al.,
1986; Bittencourt et al., 2005). Ademas de que sustentan el balance entre la
utilizaciéon de energia para la defensa de la planta y el crecimiento normal o
incrementado de la misma (Pal et al., 2015). Este mecanismo de sensibilizacién o
también llamado “priming” ha surgido como una parte importante en el desarrollo
optimo de la planta (Capanoglu, 2010). Su principio se basa en someter a la
semilla a diferentes tratamientos que permitan la activacion de eventos
metabdlicos pre-germinativos, pero insuficientes para permitir la protrusién de la
radicula (Selvarani y Umarani, 2011). Durante la activacion de estos eventos
metabdlicos se producen cambios fisicos, bioquimicos y fisioldgicos que
determinan incremento en el rendimiento de la produccion, en la tolerancia al
estrés abidtico o en la sintesis de metabolitos secundarios en las semillas y las
plantas (Randhir et al., 2002). Algunas de las técnicas que estimulan el vigor de la
planta son el uso del agua (hidropriming), temperatura (termipriming), soluciones
de azucares (osmopriming), sales minerales (halopriming), hormonas (hormonal
primming), entre otros (Farahani et al., 2011). Aunque este fendmeno se conoce
desde hace afios (Kuc, 1987), la mayoria de los avances se dirigen a la aplicacion
de compuestos naturales o sintéticos tales como el acido salicilico, el B-amino
butirico o la aplicacién de microorganismos benéficos (Beckers y Conrath, 2007).
Sin embargo, la eficacia de estas medidas es variable y a menudo de corta
duracién (Garcia et al., 2006).
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2.8 El acondicionamiento térmico en semillas
Uno de los tratamientos a la semilla que se considera relevante como método de

acondicionamiento en el incremento del vigor de las plantas, es la exposicion a la
temperatura (Lee et al.,, 1995). Esta variable es uno de los factores mas
importantes en la activacion y estimulacion de los procesos metabdlicos de la
semilla y tiene efectos cuantitativos en el grado de germinacién (Hampton et al.,
2000), aumento del desarrollo vegetal (Castillo y Santibafiez, 1987), desinfeccién
de semillas (Babadoost, 1992), regulacion de la germinacion (Adhikary y Tarai,
2013), sintesis de proteinas (Lee et al., 1995), variacion del nivel de lipidos
(Braccia et al., 2003) y acumulacién de carbohidratos (Horbowicz et al., 1998).
Este factor es considerado una parte importante durante la germinacion, debido a
que regula la tasa de absorcion de agua y los sustratos adicionales necesarios
para el crecimiento y desarrollo de la planta. Por lo tanto se considera que la
temperatura actua como regulador de la germinacién y se cree que es percibida
dentro de las membranas de la semilla (Buriro, 2011). Algunos estudios
relacionados con esta técnica son los realizados por Yari et al., (2010), quienes
observaron que al someter la semilla de trigo (Triticum aestivum L.) a 20°C
durante 12 h, se aumentaba la velocidad y porcentaje de germinacion, asi como el
vigor de la planta. Por otro lado, Kumar y Sharma (2012), determinaron que la luz
y la temperatura incrementaron considerablemente el porcentaje de germinacion
en semillas de tres plantas aromaticas, tales como Stevia rebaudiana, Salvia
sclarea y Tagetes minuta. Otros estudios como el de Denton et al. (2013),
determinaron que una exposicion de 5 min a 120°C en semillas de Corchorus
olitorious incrementd la germinacion, emergencia y vigor de la plantula. Asimismo,
Pinna et al. (2014), observaron que la aplicacion de pre-tratamientos y la
exposicion a temperaturas de 15°C en semillas de Juniperus macrocarpa Sm.
provoco un incremento en la viabilidad y germinacién. Estos estudios revelan el
impacto que tiene el factor temperatura en la estimulacion del desarrollo de la
planta, lo que sugiere que su efecto también se relaciona con la induccion de

resistencia contra patdégenos. En el caso particular de la albahaca, no se han
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encontrado a la fecha reportes sobre estudios basados en tratamientos de
temperaturas en semillas sobre la estimulacion del vigor de la planta y su relaciéon
en la induccién de resistencia. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto de diferentes condiciones de temperatura en semillas de
albahaca a distintos intervalos de tiempo para su mejoramiento y sanidad, durante
el desarrollo de las etapas de germinacion, emergencia y fase vegetativa. Asi
como, conocer la resistencia de las plantas sobre la incidencia de la enfermedad

del mildiu velloso provocada por Peronospora spp.
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3 JUSTIFICACION
El mildiu velloso (Peronospora spp.) es un serio problema en el cultivo de

albahaca (O. basilicum) a nivel mundial. Su rapida diseminacion se atribuye a
semillas contaminadas, lo que hace que el problema se extienda y agrave. Aunado
a esto, los fungicidas no han mostrado el éxito esperado, por lo que es de especial
interés establecer nuevas estrategias encaminadas a la inducciéon de la
resistencia, mediante la implementacién de técnicas de acondicionamiento térmico
que inciten el incremento del vigor de la planta para una respuesta efectiva de

defensa.

4 HIPOTESIS
Si la exposicién de las semillas a diferentes gradientes de temperatura, activa y

estimula los procesos metabdlicos de la semilla, entonces se espera que el
acondicionamiento térmico en semillas de albahaca incrementara el vigor de las
plantulas y propicie una resistencia mayor a la enfermedad del mildiu velloso a

través de la activacion temprana en la respuesta de defensa de la planta.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de tratamiento térmico en semillas de albahaca (Ocimum
basilicum L.) en el vigor de la plantula y su relacion con la resistencia a

Peronospora spp.

5.2 Objetivos especificos

1) Identificar las especies de Peronospora asociadas al mildiu velloso en plantas

de albahaca cultivada en diferentes areas de produccion en Baja California Sur.

2) Determinar el efecto de la exposicion de semillas de albahaca a diferentes
gradientes de temperatura y tiempo de exposicion en el vigor de plantulas en las
etapas de germinacién, emergencia y vegetativa y la respuesta morfo-fisioldgica

de la semilla.

3) Evaluar la respuesta del vigor de las plantas de albahaca procedentes de
semillas tratadas con diferentes gradientes de temperatura y tiempos de

exposicion ante el mildiu velloso (Peronospora spp.).
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio
El estudio se realiz6 en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C.

(CIBNOR), ubicado a 17 km al Noroeste de La Paz, Baja California Sur, México
(24°08°LN 110°24°LO). El area se caracteriza por tener un clima Bw (h’) hw (e)
considerado como semiarido y de vegetacion xerdfita (Garcia, 2004), con
temperaturas medias anuales de 24.7°C con maximas en verano de 35°C y
minimas de 17°C, con precipitacion promedio anual de 334.7 mm (CONAGUA,
2014).

6.2 Identificacion de la especie Peronospora presente en areas de
produccion de albahaca en Baja California Sur

6.2.1 Muestreo de material vegetal en campo

Para la identificaciéon de la especie de Peronospora, se colectaron plantas con
sintomas tipicos de la enfermedad, tales como amarillamiento, necrosis en el haz
de la hoja y la presencia del micelio velloso en la parte del envés de la misma.
Para ello, se realizaron muestreos en dos localidades del municipio de La Paz
(Los Planes: 23°96069" N, 109°93061" O; El Pescadero: 23°21051" N, 110°10006"
O). (Pescadero y Los Planes, Baja California Sur), donde se lleva a cabo la
produccion de albahaca (Fig. 5). En cada localidad se seleccionaron 10 plantas al
azar, de las cuales se obtuvo material vegetal, tomandose 10 hojas de cada
planta. Las muestras se depositaron en tubos estériles de un volumen de 15 mL y
colocaron en hielo para evitar dafio en el ADN del hongo; posteriormente se
trasladaron al laboratorio de Fitopatologia del Centro de Investigaciones Biologicas

del Noroeste, S.C. (CIBNOR) para su posterior analisis.
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Figura 5. Muestro de plantas enfermas A) Los Planes y B) El Pescadero). C y D)
sintomas y signos tipicos de Peronospora spp. en follaje (amarillamiento y
esporulacion).

6.2.2 Identificacion morfolégica

La identificacién de las caracteristicas morfologicas del hongo se realizé mediante
montaje de esporas y esporangiéforos obtenidos de las hojas infectadas que se
colectaron en campo. Con una aguja de diseccion se montaron estructuras
completas del hongo (esporas y esporangioforos), sobre un portaobjetos que
contenia una gota de agua destilada. Los montajes realizados se visualizaron en
un microscopio binocular 6ptico, marca LABOMED, modelo LX-400 con una
camara DINO-LITE MODELO AM-7023 y se determinaron las caracteristicas de
color, longitud y radio de la espora y esporangi6foros, asi como la forma y el
nuamero de ramificaciones presentes en el hongo. Esto en base a las claves
taxonémicas de Thines et al. (2009). De igual forma se llevaron a cabo montajes
para realizar observaciones en un microscopio electronico de Barrido (Hitachi, S-
3000N) de acuerdo a la metodologia de Melo y Faull (2004) para la obtencién de
cuerpos fructiferos del hongo (micelio y esporas) y se obtuvieron

electromicrografias con el fin de confirmar los datos de las dimensiones.
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6.2.3 Identificacion molecular

En el caso de la identificacidon molecular, inicialmente se realizdé un aislamiento de
las esporas observadas en la superficie de las 10 hojas obtenidas en cada planta
muestreada e inmediatamente se preservaron en solucién salina (NaCl, 0.85%)
hasta la extraccion del ADN. De dicha solucion, se obtuvo un volumen de 200 yL y
transferido a un tubo de 1.7 mL, donde fue centrifugado a 8000 rpm para la
extraccion del DNA. Para ello, realizé una maceracion mecanica de la suspension
de esporas utilizando perlas de cristal (0.2 ym). Posteriormente se realizé una
precipitacion con fenol-cloroformo y etanol como lo describe Sambrook y Rusell.
(2001). Una vez obtenida la muestra, se realiz6 una digestion enzimatica con
quitinasa (25 U/pL) y proteinasa K (20 mg/mL). EI ADN de las muestra se
separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%, tefiida con GelRed
(Biotium, Cat. No. 41003) y visualizados con luz UV. La muestra final se cuantifico
por espectrofotometria en un NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) y las muestras se diluyeron a 20 ng/uL. las regiones ITS y 5.8S se
amplificaron por PCR utilizando los primers universales ITS-5 (%'
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3') y ITS-4 (5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3)
(White et al., 1990). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: las reacciones
de un volumen de 25 pL contenian 1X PCR Buffer, 1.5 mM de MgCl,, 1uM de
cada primer, 0.2 mM de dNTP’s, 1uL de ADN y 0.04 U/uL de Platinum Taq
Polymerase (Invitrogen, Carlsberg Ca. USA). Las condiciones del termociclador
consistieron en un ciclo de 94°C por 5 min, 35 ciclos de 3 temperaturas; 94°C por
1 min., 55 °C por 50 segundos, 72 °C por 1 min y un ciclo final de 72 °C por 10
min. Todos los productos positivos de PCR se purificaron con el kit PCR QIAquick
(QIAGE, Germany) y posteriormente se enviaron a secuenciar al Genewiz (South
Plainfield, NJ, USA). Posteriormente la secuencia fue comparada con la secuencia
presente en el GenBank blast, para comparar la homologia con otras especies de

Peronospora, dentro de éstas la relacionada a P.belbabhrii.
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6.3 Tratamientos de acondicionamiento térmico en el vigor de las plantas
durante la etapa de germinaciéon, emergencia y etapa vegetativa inicial.
Los tratamientos consistieron en someter de un mismo lote, semillas de albahaca

variedad Nufar de la compafiia la compafia Vis Seed® Company Inc. (Arcadia,
CA, USA), facilitada por la empresa agricola “Organicos de los Cabos”. Su
seleccion se debié a que es la variedad mas comercializada por los productores.
Las temperaturas a las que se sometieron las semillas fueron de 40, 50, 60 y 70
°C a diferentes tiempos de exposicion de 30, 60 y 90 min, lo cual se realizd en un
horno de secado (Shel-Lab® modelo FX-5, serie 1000203). De tal forma que las
plantulas evaluadas durante la etapa de germinacion, emergencia y la etapa
vegetativa inicial, se originaron de semillas tratadas a las temperaturas y tiempos
de exposicion mencionados. Los tratamientos se compararon con plantulas cuyas
semillas no fueron tratadas (grupo control), es decir que se mantuvieron a una
temperatura ambiente (25 °C promedio). En los experimentos donde se evalud el
efecto del acondicionamiento térmico ante la infeccion del mildiu velloso, las
plantas también se originaron de las semillas bajo los mismos tratamientos y se

compararon con las semillas no tratadas.

6.3.1 Etapa de germinacion
Para esta etapa, las semillas tratadas y las no tratadas (control) se colocaron en

cajas Petri de 150 x 15 mm, con un papel filtro Whatman No. 2 en su base,
humedecido previamente. Las cajas se depositaron en una camara de
germinacion (Lumistell, modelo IES-OS, serie 1408-88-01) en condiciones
controladas de temperatura (25 + 1 °C), a humedad constante (80 %) y un
fotoperiodo de 12 horas de luz/oscuridad (ISTA, 1996). Para cada tratamiento se
consideraron cuatro repeticiones, donde una repeticion correspondié a una caja
Petri, cada una con 50 semillas. El porcentaje y la tasa de germinacion total se
cuantificaron mediante conteos diarios de las semillas germinadas, considerando
como germinacion cuando la semilla presento un crecimiento de radicula de 3 mm
de longitud en su radicula (Fig. 6). Quince dias después del tiempo de

germinacion total, 10 plantulas de cada tratamiento se utilizaron para obtener las
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variables de longitud de radicula y tallo, biomasa fresca y seca de radicula y parte
aeérea, con los que se calculd el indice de vigor | y Il que se explica mas adelante.
Este primer experimento se llevo a cabo con un disefio completamente al azar el
cual consisti6 de dos factores; temperaturas y tiempos de exposicidon y sus
combinaciones, cada factor a evaluar con diferentes niveles (Tabla I). El factor 1
fueron las temperaturas, con cuatro niveles (40, 50, 60 y 70 °C) y el factor 2 fueron
los tiempos de exposicion de las semillas a las diferentes temperaturas, con tres

niveles (30, 60 y 90 min) y un control de semillas sin tratar.

Figura 6. Experimento de germinacion. A) horno para el tratamiento de semillas,
B) siembra de semillas tratadas, C) camara bioclimatica de crecimiento y D)
medicion de semillas germinadas.
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Tabla I. Disefio de los tratamientos de temperatura y tiempos de exposicion para
la etapa de germinacion.

TIEMPO DE EXPOSICION (min)

TEMPERATURA 30 60 90
(°C)

Rl R2 R3 R4 RI R2 R3 R4 R1I R2 R3 R4

Control T25 7125 T25 7125 725 125 725 T25 T25 T25 T25 125

40 T40 T40 T40 T40 T40 T40 T40 T40 T40 T40 T40 T40

t3 t3 t3 t3 t6 t6 t6 t6 t9 t9 t9 t9

50 T50 T50 T50 T50 T50 T50 T50 T50 T50 T50 T50 T50

t3 t3 t3 t3 t6 t6 t6 t6 t9 t9 t9 t9

60 T60 T60 T60 T60 T60 T60 T60 T60 T60 T60 TE0 T6O

t3 t3 t3 t3 t6 t6 t6 t6 t9 t9 t9 t9

70 T70 T70 T70 T70 T70 T70 T70 T70 T70 T70 T70 T70

t3 t3 t3 t3 t6 t6 t6 t6 t9 t9 t9 t9

R = repeticion, T = temperatura, t = tiempo de exposicion

6.3.1.1 Variables evaluadas en la etapa de germinacion

Porcentaje y tasa de germinacion

La germinacion se registro diariamente y el porcentaje final se determiné a los 15
dias, siguiendo la férmula:

G (%) = (NSG/TSS) 100 1)
Donde:
G (%) = porcentaje de germinacién
NSG = numero de semillas germinadas

TSS = total de semillas sembradas

La tasa de germinacion se calcul6 utilizando la ecuacién de Maguire (1962):
M= n1/t1 + n2/t2 +...n30/t7 (2)

Donde: n1, n2,... n30 son el numero de semillas germinadas en los tiempos t1,
t2,...... t7 (en dias).
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Longitud de tallo y de radicula
Estas variables se obtuvieron mediante escaneo de las plantulas utilizando un

equipo analizador de imagenes (WinRHIZO®, Regent Instruments Inc).

Biomasa fresca y seca de la parte aérea (tallos + hojas) y radicula de la plantula

Se determiné al obtener el peso de tallos y raiz de cada plantula, utilizando una
balanza analitica (Mettler Toledo, modelo AG204). Para el peso total se sumaron
ambas, partes y los resultados se expresan en gramos. El peso seco se obtuvo en
gramos utilizando un horno de secado (Shel-Lab, modelo FX-5, serie-1000203) a

70 °C durante 24 h hasta obtener su deshidratacion completa.

indice de vigor 1 y II
Con los valores de % de germinacién, peso seco y longitud de plantula, se
calcularon los indices de vigor | y Il, acorde con Abdul y Anderson (1970), con las

siguientes ecuaciones:

indice de vigor | = germinacion (%) x longitud de la planta (cm) (3)

indice de vigor Il = germinacion (%) x peso seco de la planta (g) 4)

indice de peso fresco y seco

Con los valores obtenidos de peso fresco y seco de parte aérea de la plantula y de
la raiz, se calcularon los indices de peso fresco y seco para determinar la
proporcion de desarrollo de la planta, acorde con Nieto-Garibay (2009), mediante

las siguientes ecuaciones:

indice de peso fresco = peso fresco de parte aérea / peso fresco de raiz () (5)

indice de peso seco = peso seco de parte aérea/ peso seco de raiz () (6)

6.3.2 Etapa de emergencia
El experimento de emergencia se llevd a cabo en una estructura de malla sombra,

modelo 1610 PME CR, 16x10 hilos cm? con orificios de 0.4 x 0.8 mm, color cristal,
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con 40% de sombreo, de monofilamento de polietileno estabilizado. Ubicada en el
Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C., en la ciudad de La Paz,
Baja California Sur, utilizando los mismos tratamientos de temperaturas y tiempos
de exposicidon. Las semillas tratadas y no tratadas (control), se sembraron en
contenedores con 200 cavidades, los cuales fueron llenados con sustrato
comercial (Sunshine™?). Una vez sembradas las semillas en las charolas, éstas se
cubrieron con un plastico negro para acelerar el proceso de emergencia en todos
los tratamientos (Fig. 7). El riego aplicado a las charolas se llevd a cabo
diariamente con el fin de lograr una emergencia homogénea de las plantulas. De
igual forma se tomaron mediciones diarias sobre las condiciones ambientales de

temperatura y humedad relativa.

Figura 7. Experimento de emergencia. A) horno, B) plastico negro sobre semillas
tratadas, C) proceso de emergencia y D) plantulas emergidas.



33

6.3.2.1 Variables morfométricas
El porcentaje y la tasa de emergencia se cuantificaron diariamente en las semillas

germinadas, considerandose como emergencia, cuando la superficie del suelo se
rompe debido a la presion de la plantula en crecimiento. A los 21 dias, se
seleccionaron al azar 10 plantulas por repeticion de cada tratamiento y se les
determind peso fresco y seco (g) de parte aérea y de raiz, asi como los indices de
vigor propuestos por Abdul y Anderson (1970) y los indices de peso fresco y seco,
como se detallé en la evaluacion de plantulas de germinacion (Nieto-Garibay et al.,
2009). El disefio experimental fue completamente al azar con arreglo factorial con
cuatro repeticiones. El factor 1 fueron las temperaturas, con cuatro niveles (40, 50,
60 y 70 °C) y el factor 2 fueron los tiempos de exposicion de las semillas a las

diferentes temperaturas, con tres niveles (30, 60 y 90 min) y el control sin tratar.

6.3.3 Etapa vegetativa
Esta etapa también se establecioé bajo la malla sombra donde se llevd a cabo el

experimento de emergencia con semillas del mismo lote. Las semillas se
sometieron a los tratamientos de temperatura y tiempos de exposicidon
anteriormente explicados. Se sembraron en contenedores de poliestireno de 200
cavidades, con sustrato comercial (Sunshine"R). El trasplante se realizé cuando
las plantas presentaban una altura promedio de 15 cm en macetas de plastico de
500g, colocando una planta por maceta (Fig. 8). Se aplicaron dos riegos por
semana y una fertilizacion por mes Triple 17° (17-17-17 de nitrogeno, fosforo y
potasio, respectivamente), utilizando 1 g de Triple 17® L™ de agua y aplicando 1

mL planta™ y se monitorearon las condiciones climatolégicas con miniestaciones.

6.3.3.1 Variables morfométricas y fisiolégicas de plantas
En esta etapa, el vigor de la planta se determind en base al desarrollo de la misma

mediante la evaluacion de los caracteres morfométricos y fisioldgicos. Para ello,
sesenta dias después de la siembra (DDS), se midio longitud de tallo y raiz (cm),

area foliar (cm?) con un medidor LiCor®, (modelo Li-3100C), peso fresco y seco (g)
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de raices, tallo y hojas y se determinaron los indices de peso fresco y seco de la

planta de acuerdo a como se detalla en los experimentos anteriores.

Figura 8. A) Experimento de etapa vegetativa. B) determinacion de fotosintesis; C
y D) determinaciéon morfométrica en plantas.

Las variables fisiologicas se registraron a los 50 y 60 dias DDS con un analizador
portatil de gas infrarrojo (IRGA) y un sistema de fotosintesis portatil LCpro-SD con
una camara de amplificacion de la hoja (ADC®, Hoddesdon, Herts, UK). Se
registrd tasa fotosintética (A, umol m?s™”), transpiracion (E, mmol m?s™),
temperatura de la hoja (Th°C), conductividad estomatica (g, mol m?s”) y
contenido sub-estomatico de carbono (Ci, umolmol™). Estas mediciones se
realizaron a las 11:00 horas del dia, en la tercera hoja inferior del meristemo apical
de cada planta, en hoja completamente turgente y sana, la cual posteriormente se
cosechd para cuantificar la clorofila a, b y total mediante la metodologia de
Bruinsma (1963), utilizando un espectrofotémetro (Beckman® Coulter, modelo
800). El diseno experimental fue completamente al azar con arreglo factorial con
cinco repeticiones. El factor 1 fueron las temperaturas, con cuatro niveles (40, 50,
60 y 70° C) y el factor 2 fueron los tiempos de exposicién de las semillas a las

diferentes temperaturas, con tres niveles (30, 60 y 90 min) y el control.
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6.4 Determinacion del contenido total de carbohidratos, lipidos y proteinas
en las semillas de albahaca sometidas a acondicionamiento térmico.
A las semillas tratadas con temperaturas y tiempos establecidos en los

experimentos anteriores, se les cuantificé el contenido total de carbohidratos,
lipidos y proteinas a las 24 y 48 h posteriores a los tratamientos de calor. Previo al
tratamiento térmico, se obtuvo el peso fresco de las semillas depositando un grupo
de 15 semillas en un tubo Eppendorf de 2 mL, donde se registro el peso del tubo y
los datos de la muestra. Posteriormente las semillas se sometieron a los diferentes
tratamientos de calor e intervalos de tiempo. Una vez acondicionadas, se
depositaron en una liofilizadora (VirtTis, BenchTop 3.5, NY-USA) por 8 h para su
deshidratacion, a una temperatura maxima de -30 °C y una presion maxima de
100 mTorr, para un 6ptimo proceso de sublimaciéon del agua presente en los
tejidos. Una vez que las muestras estuvieron completamente deshidratadas, estas
se pasaron a tubos Eppendorf previamente tarados y se pesaron en una balanza
analitica para obtener su peso seco. Las muestras liofilizadas se pulverizaron con
ayuda de perlas de acero inoxidable colocando una en cada tubo con semillas y
mediante agitacion mecanica utilizando un homogeneizador (MPI, Fast Prep-24,
CA-USA), para desintegrar el tejido. Posteriormente las muestras se re-hidrataron
agregando 1 mL de agua destilada. De este homogenizado se tomaron los
volumenes necesarios para realizar las pruebas bioquimicas correspondientes
(Fig. 9).
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Figura 9. Procesamiento de semillas para la realizacion de pruebas bioquimicas.
A) peso de semillas de albahaca, B) horno, C) muestra pulverizada, D)
centrifugacion y E) lectura en placa de los compuestos presentes en las semillas.

6.4.1 Carbohidratos totales
Para la medicidon de carbohidratos, se tomaron 0.1 mL de homogeneizado de cada

muestra y se mezclaron con 0.1 mL de acido TriCloroAcetico (TCA) al 20% en
tubos Eppendorf de 0.65 mL, esto con la finalidad de precipitar proteinas que
interfieren en la medicién de carbohidratos. Los tubos se centrifugaron a 1376g
por 10 min a 4 °C en una centrifuga refrigerada (Eppendorf 5810 R, NY-USA). Se
recuperd el sobrenadante en tubos limpios. La concentracion de estos azucares se
determind utilizando el método basado en Roe et al. (1961), donde se colocaron
0.025 mL (25 pL) de sobrenadante en un mini tubo, se le agreg6é 0.25 mL de
solucion de antrona 0.1 % diluida en H2SO4 al 96 %. Se calentaron a bafio maria a
85° C durante 10 min y se enfriaron en bafo de hielo. Posteriormente esta

solucion se sembrd en una microplaca depositando 200 pL en cada cavidad. Se
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leyé su absorbancia en un espectrofotometro de placas (Termo, Multiskan
spectrum, Vantaa-Finlandia) a 620 nm. Para la comparacién en la curva tipo se
utilizé una solucion estandar que contiene 5 mg/mL de carbohidratos. Se
prepararon diluciones en proporcion 1:2, en 500 pyL de TCA, quedando
concentraciones de 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625, 0.078125 y 0.0390625
mg/mL de carbohidratos. La cantidad de carbohidratos se calculd con la siguiente
relacion:

Concentracion de carbohidratos (mg/g) = (Abs x FD) / (m x peso) (7)
Dénde:
Abs =620 nm
m es la pendiente en la curva tipo

FD es el factor de dilucion

6.4.2 Lipidos totales
Se utilizé el método de la sulfa fosfovainillina segun Knigth et al. (1972). Una

alicuota de 0.025 mL (25 uL) de cada muestra, se depositdé en mini tubos a los
cuales se les agregd 0.25 mL de acido sulfurico concentrado y se homogenizoé la
muestra. Posteriormente se incuban a bafio maria a 90°C por 10 min. Los tubos se
enfriaron en bafo de hielo, luego se tomaron 20 puL de cada tubo y se colocaron
en el fondo del pozo de una microplaca (placa Elisa) de 96 pozos; se les agregd
solucién reactiva para lipidos (fosfovainillina al 0.2 % en acido sulfurico al 80 %),
se dejo incubar la placa por 40 min a temperatura ambiente y se tomo la lectura de
la placa en un espectrofotometro de placas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-
Finlandia) a 540 nm. Al mismo tiempo que las muestras, se hizo reaccionar una

curva de calibracién la cual se preparo de la siguiente manera:

Curva tipo: la solucion estandar de lipidos (Lin-Trol Sigma L2648) contiene 20
mg/mL, de ésta se preparan diluciones en proporcidon 1:2, en 1 mL de solucién
salina, quedando concentraciones de 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 y 0.3125 mg/mL
de lipidos. Se utilizé solucién salina como blanco.

La cantidad de lipidos se calculé con la siguiente relacion:
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Concentracion de lipidos (mg/g)=(Abs x FD) / (m x Peso) (8)
Dénde:
Abs =540 nm
m es la pendiente en la curva tipo

FD es el factor de dilucion.

6.4.3. Proteinas totales

Se realizé6 mediante la metodologia por BCA o acido bicinconinico, utilizando una
alicuota de 25 pL del homogeneizado, el cual se digirié en 500 yL de NaOH 0.1N
durante 2 h. Posteriormente se tomaron 25 pL del digerido y se depositaron en el
fondo de una microplaca, donde se le agregaron 200 pL del reactivo preparado de
BCA. Se incubo a 60 °C durante 15 min y se procedio a leer su absorbancia en un
espectrofotometro de placas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) a 562
nm. Para la comparacidén de la reaccién de las muestras se utilizé una solucién
estandar con una concentracién de 2 mg/mL de albumina bovina, la cual se diluyé
en proporcion 1:2 en solucién salina hasta tener concentraciones, de 2, 1, 0.5,
0.25, 0.125, 0.0625 y 0.03125 mg/mL de proteina y solucién salina como blanco.

La concentracion de proteinas se calculd de la siguiente manera:

Concentracion de proteinas (mg/g) = (Abs x FD) / (m X peso) (9)
Dénde:

Abs =562 nm

FD es el factor de dilucién

m es la pendiente en la curva tipo.

6.5 Evaluacion de la respuesta del vigor de plantas de albahaca
procedentes de semillas sometidas a acondicionamiento térmico ante la
enfermedad del mildiu velloso.

El experimento se realizdé en el laboratorio de fisiotecnia vegetal, en el campo

experimental de CIBNOR vy el vivero de la empresa agricola “Organico de los
Cabos”. Este ultimo ubicado en San José del Cabo, B.C.S. Para este experimento,

30 semillas de albahaca se sometieron a los tratamientos ya descritos de
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temperatura y tiempo, de igual forma que en lo experimentos anteriores se
compararon con semillas no tratadas (ISTA, 1996). Las semillas se sembraron en
charolas de poliestireno de 200 cavidades con sustrato comercial (Sunshine®),
aplicando riego diariamente. En la primera etapa, el experimento se llevé a cabo
en una malla sombra, (modelo 1610 PME CR), con 40% de sombreo ubicada en el

campo experimental de CIBNOR.

Una vez que las plantulas presentaron las primeras hojas verdaderas, se
trasplantaron en bolsas negras de plastico con capacidad de 500 g con el mismo
sustrato comercial. Durante el desarrollo de las mismas, se aplicaron dos riegos
por semana y una fertilizacion por mes con fertilizante comercial Triple 17% (17-17-
17 de nitrégeno, fosforo y potasio, respectivamente), utilizando 1 g de Triple 17° L
'de agua y aplicando 1 mL planta™. 15 dias después del trasplante, las plantas se
trasladaron a un invernadero facilitado por la empresa cooperante con
antecedentes de infestacién de Peronopora spp., para que se llevara a cabo la
infeccion de forma natural en las plantas derivadas de las semillas sometidas a los
tratamientos de temperaturas y tiempos de exposicion. La temperatura y la
humedad relativa fueron monitoreadas con el equipo analizador HOBO UX100-003

(Onset Computer Corp).

6.5.1 Evaluacion de la enfermedad
La evaluacidon de la enfermedad se determind mediante la incidencia del mildiu

velloso y el porcentaje de hojas con esporulacién.

6.5.1.1 Incidencia
En el caso de la incidencia, se determin6 cada 5 dias mediante monitoreo visual y

el conteo de plantas enfermas en cada tratamiento en relacion al total de plantas
evaluadas (Fig. 10). Las plantas se consideraron como enfermas cuando éstas
tenian la presencia de esporangioforos tipicos de Peronospora spp. y/o con
presencia de amarillamiento en las hojas. La incidencia de la enfermedad se

calculo de la siguiente manera:
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No. de plantas enfermas

Incidencia = X100 (10)
No. de plantas evaluadas

6.5.1.2 Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE)
Para determinar el patron de comportamiento de la enfermedad, se determiné el

numero de plantas enfermas, a través del tiempo. Para ello, se obtuvieron el
numero de plantas enfermas por cada dia de evaluacion y se calculé el Area Bajo
la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE) de acuerdo al método de

Shaner y Finney (1977), utilizando la siguiente férmula:

n

AUDPC= Sl [(Yi+n1 +Y)/2] X + 1 - X] (11)

i=1

Donde Y; = severidad del mildiu (por unidad)
Xi= tiempo (dias)
N = numero total de observaciones

6.5.1.3 Sobrevivencia del patégeno (% de hojas infectadas)
A los 60 dias después de la siembra se determind la sobrevivencia del patégeno

mediante el conteo del numero de hojas con esporulacion en relacion al total del
numero de hojas por planta en cada tratamiento. Los resultados fueron
expresados como % de hojas infectadas. La sobrevivencia del patégeno se calculd

de la siguiente manera:

No. de hojas infectadas
% de hojas infectadas= X100 (12)
No. total de hojas evaluadas
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Figura 10. Evaluacion de la enfermedad. A) experimento en invernadero, B)
evaluacién de incidencia del mildiu velloso, C) determinacion de % de hojas
esporuladas y D) determinacion de fotosintesis.

6.5.2. Variables morfométricas y fisiolégicas de plantas infectadas

Sesenta dias después de la siembra (DDS) se midié en cinco plantas por
tratamiento, la longitud de la parte aérea y raiz (cm), peso fresco y seco (g) de
raices y hojas. Asi mismo se determinaron los indices de peso fresco y seco de la
planta para determinar la proporcién de desarrollo acorde con Nieto-Garibay et al.

(2009), mediante las siguientes ecuaciones:

IPF = PFa/PFr (13)

Donde:

IPF = indice de peso fresco

PFa = peso fresco de parte aérea (g)
PFr = peso fresco de raiz (g)
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IPS = PSa/PSr (14)
Donde:
IPS = indice de peso seco
PSa = peso seco de parte aérea (g)

PSr = peso seco de raiz (g)

Las variables fisiolégicas se registraron a los 50 y 60 dias después de la siembra
con un analizador portatil de gas infrarrojo (IRGA) y un sistema de fotosintesis
portatil LCpro-SD con una camara de amplificacion de la hoja (ADC®, Hoddesdon,
Herts, UK). Se registré tasa fotosintética (A, pmol m?s™), transpiracion (E, mmol
m2s™), temperatura de la hoja (°C), conductividad estomatica (g, mol m? s™) y
contenido sub-estomatico de carbono (Ci, umol mol”). Estas mediciones se
realizaron a las 11:00 horas en la tercera hoja inferior del meristemo apical de
cada planta, en hoja completamente turgente. Las mismas hojas se cosecharon
para determinar la clorofila a, b y total mediante la metodologia de Bruinsma
(1963), utilizando un espectrofotdmetro (Beckman® Coulter, modelo 800). El
disefio experimental fue completamente al azar con arreglo factorial con 3
repeticiones, donde cada repeticion estuvo representada por 5 plantas. El factor 1
fueron las temperaturas, con cuatro niveles (40, 50, 60 y 70 °C) y el factor 2 fueron
los tiempos de exposicion de las semillas a las diferentes temperaturas, con tres
niveles (30, 60 y 90 min) y un grupo control (25 °C). Se realizaron analisis de
varianza y comparaciones multiples de medias (Tukey HSD, p=0.05). En todas las
variables, los valores promedio se consideraron diferentes estadisticamente
cuando p<0.05. Los valores de incidencia y severidad se transformaron mediante
arcoseno (Little y Hills, 1989; Steel y Torrie, 1995). Los analisis estadisticos se

realizaron con el programa Statistica v. 10.0 para Windows (StatSoft®, Inc., 2011).
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7 RESULTADOS

7.1 Identificacion de la especie Peronospora presente en diferentes areas
de produccion de albahaca en Baja California Sur.
Las observaciones en todas las muestras de albahaca colectadas en los dos sitios de

muestreo con sintomas de amarillamiento, necrosis y presencia de micelio en el
envés de las hojas, fueron consistentes con las caracteristicas morfoldgicas de
Peronospora spp. Los esporangiéforos mostraron un tamafio entre 240-530 micras x
7 a 11, de 5-8 ramas dicotomicamente. El esporangio fue de color café, subgloboso o
elipsoidal con un tamafo de 27-31 x 21-25 micras, con una longitud/radio de 1.12 a
1.29. Basado en las caracteristicas propuestas por Thines et al. (2009), el patégeno
se identific6 como P. belbahrii en los dos sitios de muestreo. En las
microelectrografias se observan las caracteristicas estructurales de este hongo (Fig.
11).

Figura 11. Microscopia de P. belbahrii. (A y C) esporas tipo elipsoidal; (B y D)
esporangioforo ramificado con esporas en el apice de las ramas (40 x).
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Las pruebas de PCR mostraron amplificacion para todas las muestras. Las
secuencias del ITS y 5.8S ADNr fueron de = 850 bp. Todas las muestras presentaron
el mismo tipo de secuencia. El dato de la secuencia unica presente en el GenBank
blast mostro 99 % de identidad a P. belbahrii con AC HQ730979. Basado en los
sintomas de la planta hospedera, las caracteristicas morfolégicas y el dato del
analisis molecular del patégeno, este hongo se identificé como P. belbahrii en los dos
sitios de muestreo. Este patdégeno es un hongo de importancia global, debido a que
causa pérdidas en la produccion cercanas al 100% en esta hierba aromatica
(Wyenandt et al., 2010; Nagy y Horvath, 2011). En Baja California Sur, México, este
es el primer reporte de la presencia de P. belbahrii, agente causal del mildiu velloso
en albahaca. La amplificacion del ADN extraido de esporangiéforos y esporas
obtenidas de hojas de albahaca infectadas con el mildiu velloso, mediante la
utilizaciéon de los primers universales ITS-5 e ITS-4, produjeron fragmentos de
aproximadamente 850 pb para todas las muestras colectadas en campo. La
homologia de la secuencia de estas regiones del ADNr amplificado de las muestras
del patégeno del mildiu velloso confirmaron que P. belbahrii es el agente causal de la

enfermedad que afecta el cultivo de albahaca en Baja California Sur (Fig. 12).

P1 P2 P3

1234567 8910|1 234567891011 234567 8 M

BDBOINIVRDACPENITEYEECcITNRVRTIIE

‘. e B 08 8 ----“.----.--;--i-pd-- 850 bp

Figura 12. Especificidad de P. belbahrii. Pescadero Punto A (P1), Pescadero
Punto B (P2) y Los Planes (P3).
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7.2 Efecto del acondicionamiento en el vigor de las plantas durante la
etapa de germinacién, emergencia y vegetativa inicial.

7.2.1 Germinacioén

7.2.1.1 Variables morfométricas

Porcentaje y tasa de germinacion. Los resultados presentaron diferencias
significativas para porcentaje de germinacion solo en el factor temperatura (p <
0.0001), pero no en el factor tiempo de exposicion (p = 0.232) y la interaccion
temperatura x tiempo (p = 0.779). Entre temperaturas, la diferencia estadistica
correspondio a semillas tratadas a 70 °C con el menor porcentaje (Tabla Il). La
interaccion de los factores no mostré una tendencia clara en cuanto a la respuesta
de la semilla a los tratamientos de acondicionamiento térmico, sin embargo, se
observo que los porcentajes de germinacion disminuyeron significativamente en

semillas tratadas con 70 °C, expuestas a 30, 60 y 90 min (Fig. 13).

La tasa de germinacién también mostré diferencias significativas solo en la
temperatura (p < 0.00001), no significativas en tiempo de exposicion (p = 0.956), ni
en la interaccién temperatura x tiempo (p =2 0.830). En la Tabla Il, se observa que
la diferencia correspondié a semillas tratadas con 70 °C, con una disminucion
relacionada al 72 % con respecto al resto de los tratamientos. Estos resultados
indican que solo el tratamiento a 70 °C afectd el porcentaje y la tasa de
germinacién en los tres tiempos de exposicion. El analisis de la interaccion
temperaturas x tiempos, a pesar de no existir diferencias significativas, el efecto
de prolongar el tiempo de exposicion de las semillas a 90 min y aumentar a cierto
grado la temperatura, se apreciaron cambios relevantes en la tasa de germinacion
en semillas tratadas con 40, 50 y 60 °C, mientras que en las tratadas con 70 °C,
tanto en 30 como en 60 y 90 min, disminuyeron considerablemente la tasa de

germinacion (Tabla 1V).
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TEMPERATURAS

CONTROL

30 min

60 min

TIEMPOS DE EXPOSICION AL CALOR

90 min

Figura 13. Germinacion a los 14 dias de la siembra de semillas no tratadas
(control) y tratadas a 40, 50, 60 y 70 °C en diferentes tiempos de exposicién 30, 60
y 90 minutos.

Peso fresco y seco de parte aérea. El peso fresco de la parte aérea presento
diferencias significativas entre las temperaturas (p<0.00085), pero no para el factor
tiempo (p=0.6044) y la interaccidén temperatura x tiempo de exposicion (p=0.6200).
En el factor temperatura, el peso fresco de parte aérea fue mayor en las plantulas
cuya semilla se sometié a 40°C, seguido en orden decreciente por 60°C, 25°C
(control) y 50°C, observandose que éste disminuy6 considerablemente en 70°C
(Tabla Il). Durante los tres tiempos de exposicion se presentaron valores similares;

sin embargo, el tiempo de exposicion de 90 min incremento ligeramente el valor de
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esta variable (Tabla lll). Para la interaccién temperaturas x tiempos de exposicion,
el peso fresco de parte aérea fue mayor en las plantulas de semillas relacionadas
al grupo control seguido de las tratadas a 40 °C y 90 min de exposicion (Tabla IV).
En el peso seco de parte aérea, solo se mostraron diferencias significativas entre
temperaturas (p < 0.00645) y tiempos de exposicion (p < 0.04530), pero en la
interaccion temperaturas x tiempos no se mostraron diferencias significativas (p =
0.2232). El analisis del factor temperatura mostré que las plantulas de semillas del
grupo control mostraron peso seco de parte aérea mayor (Tabla Il). Para tiempos
de exposicion se observd que el peso seco fue mayor en plantulas cuya semilla se

sometio a 60 y 90 min, mientras que el valor inferior fue en 30 min (Tabla IlI).

Peso fresco y seco de raiz. El peso fresco de radicula present6 diferencias
significativas en la temperatura (p < 0.0001) y en la interaccion temperatura x
tiempo (p < 0.01358), pero no en el factor tiempo (p = 0.29724). Para el factor
temperatura, las plantulas cuya semilla se someti6 a 70 °C provocaron una
disminucién significativa en esta variable (Tabla Il). Para el factor tiempos de
exposicidon, a pesar de que no hubo diferencias significativas, el peso fresco de
raiz de las plantulas de semillas tratadas por 90 min, presentaron un ligero
incremento, comparadas con las que se sometieron a 30 y 60 min (Tabla Ill). La
interaccion temperaturas x tiempos de exposicion mostré que el peso fresco de
raiz fue superior en las plantulas cuya semilla se sometié a 40 °C a 30 y 90 min,
mientras que el tratamiento de 70 °C mostré una menor reduccion en esta variable
durante los tres tiempos de exposicion (Tabla V). En el caso del peso seco de
radicula, también se presentaron diferencias significativas para temperaturas (p <
0.0001) para el factor tiempo de exposicion (p < 0.04692), mientras que en el caso
de la interaccion temperaturas x tiempos (p = 0.0601) no se mostraron diferencias
significativas. Para temperaturas, las plantulas de semilla (control) presentaron los
valores mas altos, mientras que en 70 °C se observo el valor mas bajo de todos

los tratamientos mas bajo de todos los tratamientos (Tabla Il). Para tiempos de
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exposicion, los valores fueron superiores y los mostraron las plantulas de semilla
sometida a 60 y 90 min (Tabla IlI).

Longitud de plantula y raiz. La longitud de plantula mostré diferencias
significativas entre temperaturas (p < 0.00001) y la interaccién temperatura x
tiempo (p < 0.01601), pero no en el factor tiempo (p = 0.5803). Respecto a la
temperatura, el tratamiento significativamente menor fue el de 70 °C y aunque no
se presentd con diferencia estadistica el tratamiento con 60 °C mostro
numéricamente una mayor longitud al resto de los tratamientos (Tabla Il). El
analisis de la interaccion temperaturas x tiempos de exposicion, mostré que la
semilla sometida a 60 °C y 30 min, provocé un incremento en la longitud de las
plantulas (Tabla IV). Para longitud de radicula, se presentaron diferencias
significativas en el factor temperatura (p < 0.00001). Sin embargo, no se
presentaron diferencias significativas en el tiempo de exposicion (p = 0.1616); asi
como tampoco en la interaccion temperaturas x tiempo (p = 0.1523). Para el factor
temperaturas, la longitud de raiz fue significativamente menor para plantulas de
semillas tratadas a 70 °C, igual que en la longitud de la planta, las plantulas de
semillas tratadas a 60 °C presentaron la mayor longitud de raiz, aunque no con
diferencia estadistica (Tabla Il). Para tiempos de exposicion, aunque no se
presentaron diferencias significativas, se observd una longitud mayor en las
plantulas de semilla expuesta durante 60 min (Tabla Ill). Sin bien, no se
presentaron diferencias estadisticas, para la interaccion temperaturas x tiempos
de exposicion, la longitud de raiz fue mayor en las plantulas de semilla tratada con
60 °C a 30 y 60 min de exposicion, mientras que los valores menores se
presentaron en las plantulas de semilla sometida a 70 °C en los tres tiempos de
exposicion (Tabla 1V) (Fig. 14).

indice de peso fresco y seco. El indice de peso fresco presenté diferencias
significativas entre temperaturas (p < 0.0006) y para la interaccion temperaturas x

tiempos de exposicion (p < 0.013), mientras que para el factor tiempos de
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exposicidon, no se presentaron diferencias significativas (p = 0.087). Considerando
las temperaturas, el indice de peso fresco fue mayor en plantulas cuya semilla se
sometié a 70 °C, mientras que en el resto de temperaturas, esta variable presentd
valores similares (Tabla Il). En el factor tiempos de exposiciéon, aunque no se
presentaron diferencias significativas, se observé que las plantulas de semilla
expuesta por 30 min, mostraron indice de peso fresco mayor (Tabla Ill). En la
interaccion temperaturas por tiempos de exposicion, las plantulas de semilla
tratada con 70 °C y 30 min, mostraron un indice de peso fresco mayor (Tabla V).
El indice de peso seco de igual manera presentd diferencias significativas entre
temperaturas (p < 0.0006) y en la interaccion temperaturas x tiempos de
exposicion (p < 0.024), pero no mostro diferencias en el factor tiempos de
exposicion (p = 0.058). El analisis entre temperaturas muestra que esta variable
fue superior en aquellas plantulas cuya semilla fue tratada con 70 °C, con valores
estadisticamente iguales en el resto de las temperaturas (Tabla Il). Para tiempos
de exposicidn, aunque no se presentaron diferencias significativas, se observéd un
incremento de esta variable en las plantulas procedentes de semilla tratada
durante 60 min (Tabla IlIl y IV). En la interaccion de los factores en estudio, esta
variable mostré valores superiores en plantulas de semilla tratada con 70 °C y 60
min (Tabla 1V).

Vigor | y Il. El indice de vigor | presentd diferencias significativas entre
temperaturas (p < 0.0000) y la interaccion temperaturas x tiempos (p < 0.0238),
pero no asi en el tiempo de exposicion (p = 0.8065). El indice de vigor | fue menor
en las plantulas de semilla tratada con 70 °C, mientras que en las plantulas de
semilla expuesta a 60 °C, este indice se incrementd aunque sin diferencias
estadisticas para éste ultimo caso (Tabla Il). En la interaccidon, se observé que el
indice de vigor | lo mostraron las plantulas de semilla tratada a 60 °C y 30 min,
mientras que los valores inferiores se presentaron en plantulas cuya semilla fue
tratada con 70 °C y 30 min y 60 °C y 90 min (Tabla IV).
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El indice de vigor Il mostré de igual manera diferencias significativas entre
temperaturas (p<0.00001), asi como en el factor tiempo (p<0.00175), pero no en la
interaccion temperaturas x tiempos (p=0.17001). El indice de vigor Il fue mayor en
plantulas de semilla control, seguido en orden descendente por plantulas
procedentes de semilla tratada con 50, 40, 60 y 70 °C (Tabla Il). Para tiempos de
exposicion, este indice fue superior en plantulas cuya semilla fue tratada durante
60 y 90 min (Tabla IlI).

25°C/30min 40°C/30min

25°C/60min
40°C/60min
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Figura 14. Morfologia de semillas germinadas. Longitud de parte aérea y radicula
sin tratar (control 25 °C), y tratadas a las diferentes temperaturas y tiempos de
exposicion.
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7.2.2 Emergencia

7.2.2.1 Variables morfométricas

Porcentaje y tasa de emergencia. Para porcentaje de emergencia solo se
presentaron diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.00001). No asi en
el factor tiempo de exposicion (p = 0.64), ni en la interaccion temperaturas x
tiempos (p = 0.29). Las semillas tratadas con 70 °C presentaron los valores
significativamente menores con respecto al resto de los tratamientos y las no
tratadas (control) y tratadas con 60 °C mostraron porcentaje de germinacion
mayor, aunque sin diferencias estadisticas (Tabla V). En relacion a la tasa de
emergencia, se observaron diferencias significativas en el factor temperatura (p <
0.00001), pero no en la interaccion temperaturas x tiempos (p = 0.49), ni en el
caso del tiempo de exposicion (p = 0.14). La tasa fue significativamente mayor en
semillas tratadas con 60°C y significativamente menor en semillas tratadas con 70
°C (Tabla V). Aunque sin significancia, numéricamente se pudo observar una
tendencia de incremento en la tasa de emergencia en los tiempos de exposicion
para semillas tratadas con 60 °C y 90 min y de valores menores las semillas

tratadas con 70 °C en los tres tiempos de exposicion (Tabla VII) (Fig. 15).
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Peso fresco y seco de parte aérea. El peso fresco de la parte aérea presento
diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.0002), mientras que para la
interaccién temperaturas x tiempos (p = 0.06351) y el tiempo de exposicion (p =
05989) no se presentaron diferencias significativas. El analisis del factor
temperaturas, mostré que el peso fresco de parte aérea fue significativamente
mayor en plantulas de semilla tratada con 60 °C (Tabla V). En la interaccién de los
factores, aunque sin diferencia estadistica la tendencia se presentdé con un
incremento en plantulas de semillas expuestas a 60 °C a 30 y 60 min de
exposicion (Tabla VII). El peso seco de la parte aérea también mostro diferencias
significativas en el factor temperatura (p < 0.0008) y en el tiempo de exposicion (p
< 0.0378), pero no para la interaccién de los factores (p = 0.0683). El peso seco de
parte aérea fue significativamente mayor en plantulas de semillas tratadas con 60
°C (Tabla V). Aunque sin diferencia estadistica significativa se observo en la
interaccidn que las plantulas de semillas tratadas con 60 °C y 60 min, mostraron
mayor peso seco de parte aérea y uno menor las que se trataron a 70 °C y 90 min

de exposicion (Tabla VII).

Peso fresco y seco de raiz. El peso fresco de raiz mostré diferencias
significativas entre temperaturas (p < 0.001) y entre la interaccién temperaturas x
tiempos (p < 0.001), pero no entre tiempos de exposicion (p = 0.26). El peso fresco
de raiz fue mayor en las plantulas procedentes de semilla tratada con 60 °C (Tabla
V). En la interaccion, el peso fresco de raiz fue mayor en plantulas de semillas
tratadas con 60 °C y 60 min de exposicién, mostrando valor inferior las plantulas
de semilla tratada con 50 °C y 30 min (Tabla VII). El peso seco de raiz mostré
diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.001) y en la interaccion
temperaturas x tiempos (p < 0.0005) pero no entre tiempos de exposicion (p =
0.38). El peso seco de raiz fue mayor en plantulas de semilla tratada con 50 y 60
°C; las plantulas cuya semilla recibié tratamiento de 40 °C y las que no fueron
tratadas (control), disminuyeron en esta variable (Tabla V). En la interaccion de los

factores, el peso seco de raiz fue superior en plantulas de semilla tratada con 60
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°C y 60 min de exposicion, con valores inferiores las plantulas cuya semilla fue

tratada con 40°C y 60 min y 70 °C con 90 min de exposicién (Tabla VII).

Longitud de plantula y raiz. La longitud de la plantula mostré diferencias
significativas entre temperaturas (p < 0.000001), tiempos de exposicion (p <
0.00006) y entre la interaccion temperaturas x tiempos (p < 0.00002). Entre
temperaturas, esta variable se incrementé significativamente en plantulas cuya
semilla fueron tratadas con 60 °C; las plantulas de semilla tratada con 70 °C
fueron significativamente menores (Tabla V). La longitud de plantula fue mayor en
las plantulas de semilla expuesta a 60 min y menor en plantulas de semilla
expuesta a 90 min (Tabla VI). En la interaccién de los factores, esta variable fue
superior en plantulas de semilla tratada con 60 °C y 60 min de exposicion, siendo
menor en las plantulas cuya semilla se sometié a 70 °C y 90 min de exposicién
(Tabla VII). La longitud de raiz presentd diferencias significativas entre
temperaturas (p < 0.00001), tiempos de exposicién (p < 0.024) y en la interaccion
temperaturas x tiempos (p < 0.0002). La longitud de raiz fue significativamente
mayor en plantulas de semilla tratada con 60 °C; las plantulas cuya semilla recibid
70 °C presentaron la menor longitud de raiz (Tabla V). Esta variable mostr6 el
valor mayor en plantulas de semilla expuesta a 60 min y disminuyé en las
plantulas de semilla expuesta a 90 min (Tabla VI). La interaccién de los factores
mostré que las plantulas de semilla tratada con 60 °C y 60 min de exposiciéon
incrementaron la longitud de raiz con respecto al grupo control, pero las plantulas
de semilla sometida a 70 °C y 90 min de exposicion, disminuyeron

significativamente (Tabla VI) (Fig. 16).

indice de peso fresco y seco. El indice de peso fresco no presenté diferencias
significativas entre temperaturas (p = 0.26), tiempos de exposicion (p = 0.24), nien
la interaccion temperaturas x tiempos de exposicion (p = 0.073). Sin embargo,
esta variable mostré un valor ligeramente superior en plantulas de semillas

tratadas con 50 °C (Tabla V). En relacion a tiempos de exposicién, el indice de
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peso fresco fue mayor en plantulas de semilla expuesta a 30 min (Tabla VI). En la
interaccién de los factores, el indice de peso fresco fue mayor en plantulas
sometidas a los tratamientos de 50 °C y 30 min de exposicion (Tabla VII). El indice
de peso seco no mostro diferencias significativas entre temperaturas (p 2 0.16), ni
en tiempos de exposicién (p = 0.73) pero si en la interaccién temperaturas x
tiempos (p < 0.027). El indice de peso seco mostré valor superior en plantulas de

semillas sometidas a 70 °C y 90 min de exposicion (Tabla VII).

indice de vigor I y Il. El indice de vigor |, presenté diferencias significativas entre
temperaturas (p < 0.00001), tiempos de exposicion (p < 0.036) y entre la
interaccidon temperaturas x tiempos (p < 0.012). En el factor temperatura el indice
de vigor |, fue significativamente mayor en aquellas plantulas de semilla tratada
con 60 °C, con los menores registros para plantulas cuya semilla fue tratada con
70 °C (Tabla V). Entre tiempos de exposicion, esta variable fue superior en las
plantulas de semilla expuesta durante 60 min y menor en las plantulas de semilla
expuesta a 90 min (Tabla VI). La interaccion de los factores mostroé que el indice
de vigor | fue superior en las plantulas de semilla tratada con 60 °C y 60 min y
menor significativamente en plantulas de semilla tratada con 70 °C y 90 min (Tabla
VII). El indice de vigor I, mostré diferencias significativas entre temperaturas (p <
0.00001), pero no en tiempos de exposicion (p = 0.27), ni en la interaccion
temperaturas x tiempos (p = 0.22). El indice de vigor Il fue mayor en plantulas de
semillas que recibieron el tratamiento térmico de 60 °C, reduciendo
significativamente en plantulas de semilla tratada con 70 °C (Tabla V). Para el
factor tiempos de exposicion, esta variable mostré valor ligeramente superior en
plantulas de semilla expuesta durante 60 min sin ser estadisticamente significativo
(Tabla VI). El indice de vigor Il mostré un valor superior numérico en plantulas de
semilla tratada con 60 °C y 60 min pero disminuyé significativamente en aquellas
plantulas procedentes de semillas que recibieron tratamientos de 70 °C, tanto a 60
como a 90 min de exposicion sin llegar a ser estadisticamente significativos (Tabla
VII).
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Figura 16. Morfologia de semillas emergidas. Longitud de parte aérea y radicula
sin tratar (control 25°C) y tratadas a las diferentes temperaturas y tiempos de

exposicion.
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7.2.3 Crecimiento vegetativo inicial

7.2.3.1 Variables fisiolégicas

Temperatura de la hoja. La temperatura de la hoja mostréo diferencias
significativas entre temperaturas (p < 0.00001), tiempos de exposicion (p <
0.00001) y en la interaccion temperaturas x tiempos (p < 0.00001). Las plantas de
semillas no tratadas (control) mostraron el mayor valor en esta variable (Tabla
VIIl). La temperatura de la hoja fue mayor en plantas obtenidas de semilla
sometida a 60 y 90 min de exposicion (Tabla 1X). La temperatura de la hoja fue
superior en las plantas cuya semilla no fue tratada (control) y 30 min de
exposicion, siendo menor en aquellas plantas de semilla sometida a 70 °C y 30
min (Tabla X).

Concentracion de CO, La concentracién de CO; en la cavidad sub-estomatica
mostro diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.00001), tiempos de
exposicion (p < 0.00008) y en la interaccion temperaturas x tiempos (p < 0.00001).
Esta variable fue superior en las plantas cuya semilla fue tratada con 50y 70 °C y
disminuy6 en las tratadas con 60 °C (Tabla VIII). Las plantas cuya semilla se
expuso durante 30 min, mostraron mayor concentracion de CO, (Tabla IX). La
concentracion de CO; increment6 en las plantas cuya semilla fue tratada con 70
°C y 30 min de exposicion, reduciendo esta concentracion en las plantas cuya

semilla fue tratada con 40 °C y 90 min de exposicién (Tabla X).

Transpiraciéon. La transpiracion presentd diferencias significativas entre
temperaturas (p < 0.00001), tiempos de exposicion (p < 0.037) y en la interaccion
temperaturas x tiempos (p < 0.00001). La transpiracién fue mayor en las plantas
cuya semilla fue tratada con 70 y 50 °C y se redujo en las plantas tratadas con 40
y 60 °C (Tabla VIII). Las plantas cuya semilla se expuso durante 30 min, mostraron
mayor traspiracion con respecto a las plantas cuya semilla se expuso a 90 min

(Tabla 1X). Las plantas de semilla tratada con 70 °C y 60 min de exposicidon
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mostraron mayor transpiracion, reduciéndose en las plantas de semilla tratada con
40 °C y 90 min de exposicion (Tabla X).
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Conductividad estomatica. La conductividad estomatica mostrd diferencias
significativas entre temperaturas (p < 0.00001), tiempos de (p < 0.0001) y en la
interaccion temperaturas x tiempos (p < 0.0002). La conductividad estomatica fue
mayor en las plantas de semilla tratada con 70 °C, pero se redujo en plantas
tratadas con 40 °C y 60 °C (Tabla VIII). Esta variable fue superior en plantas cuya
semilla se expuso por 30 min y se redujo conforme se incrementé el tiempo de
exposicion (Tabla IX). La interaccién de 70 °C con 30 y 60 min de exposicion,
provoco mayor conductividad estomatica en las plantas cuya semilla se someti6 a

estos tratamientos (Tabla X).

Tasa fotosintética. La tasa fotosintética mostré diferencias significativas en la
interaccidon temperaturas x tiempos (p < 0.003), pero no entre temperaturas (p =
0.09), ni en tiempos de exposicion (p = 0.33). Las plantas cuyas semillas fueron
tratadas con 70 °C mostraron mayor tasa fotosintética y esta se redujo en las
plantas de semillas tratadas con 40 °C (Tabla VIII). La tasa fotosintética fue mayor
en las plantas de semillas expuestas al tratamiento térmico durante 60 min y se
redujo a los 90 min (Tabla 1X). La tasa fotosintética mayor la mostraron aquellas
plantas cuyas semillas se trataron con 70 °C y 90 min, mientras que las plantas de

semillas sometidas a 50 °C y 30 min, redujeron su tasa fotosintética (Tabla X).

Clorofila “a”. Esta variable no mostrd diferencias significativas en los factores
temperatura (p = 0.78), tiempos de exposicién (p = 0.66) ni en la interaccion de
temperaturas x tiempos (p = 0.055). Solo se observan en la Tabla VIII valores
mayores para el grupo control u otras plantas de semillas tratadas a 60 °C, pero
sin diferencia significativa. El analisis del tiempo mostré que la clorofila “a” fue
mayor en las plantas de semillas expuestas a 90 min (Tabla 1X). La interaccién de
los factores mostré que las plantas cuyas semillas recibieron pretratamientos
térmicos de 40 °C y 90 min y 60 °C y 60 min, mostraron valores superiores de
clorofila “a” (Tabla X).
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Clorofila “b”. Mostré diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.00001),
pero no en tiempos de exposicion (p = 0.93) ni en la interaccion temperaturas x
tiempos (p = 0.50). Las plantas de cuya semilla no fue tratada (control) mostraron
mayor contenido de clorofila “b” y el valor menor se presenté en las plantas de
semillas sometidas a 40 °C (Tabla VIII). Aunque sin diferencias estadisticas se
observd que en la interaccion de los factores, el contenido de clorofila “b” fue
mayor en las plantas de semillas sin tratar (control), mientras que el contenido

menor fue en las plantas de semilla tratada con 40 °C y 60 min (Tabla X).

Clorofila total. No presento diferencias significativas en los factores temperaturas
(p = 0.18), tiempos de exposicion (p = 0.81) ni en la interaccion temperaturas x
tiempos de exposicion (p = 0.14) (Tabla VI, IX, X).
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7.2.3.2 Variables morfométricas
Peso fresco y seco de parte aérea. El peso fresco de parte aérea presento

diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.001), tiempos de exposiciéon (p
< 0.007) y la interaccion temperaturas x tiempos (p < 0.0003). El peso fresco de
parte aérea fue mayor en las plantas de semilla tratada con 70 °C y disminuy6 en
las plantas de semilla tratada con 40 °C y grupo control (Tabla Xl). Las plantas
cuya semilla se expuso a 30 min, mostraron valores superiores en el peso fresco
de parte aérea (Tabla Xll). La interaccion mostré que los valores mas bajos del
peso fresco de la parte aérea correspondieron a las plantas del tratamiento de 40
°C a 60 y 90 min de exposicion, estadisticamente con valores similares a las
plantas del grupo control. El peso fresco de parte aérea fue mayor en plantas de
semilla tratada con 40 °C y 30 min de exposicion, seguido de 60 °C y 90 min
(Tabla XIII). El peso seco de parte aérea mostro diferencias significativas entre
temperaturas (p < 0.0002), tiempos de exposicién (p < 0.0002) y la interaccion
temperaturas x tiempos (p < 0.00001). El valor superior de peso seco de parte
aérea se presentoé en las plantas de semilla tratada con 50 °C y 70 °C (Tabla Xl).
Las plantas de semilla expuesta a 30 min incrementaron el peso seco de parte
aérea (Tabla Xll). En la interaccion de los factores, las plantas de semilla tratada
con 50 °C y 30 min de exposicion, incrementaron el peso seco de parte aérea,
mientras que las plantas de semilla tratada con 40 °C y 90 min de exposicion,

disminuyeron los valores en esta variable (Tabla XIII).

El area foliar mostré diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.000001),
tiempos de exposicion (p < 0.002) y la interaccion temperaturas x tiempos (p <
0.000001). Las plantas cuya semilla se expuso a 70 °C mostraron mayor area
foliar, mientras que plantas procedentes de semilla tratada con 40 °C, redujeron el
area foliar (Tabla Xl). Para tiempos de exposicion, las plantas de semilla expuesta
a 30 min incrementaron el area foliar (Tabla Xll). La interaccidon de los factores

mostro que el area foliar se incrementé en las plantas de semilla tratada con 40 °C
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y 30 min, 60 °C y 90 min y 70 °C y 30 min, mientras que las plantas procedentes
de semilla sometida a 40 °C y 90 min de exposicion, mostraron area foliar menor
(Tabla XIII).

Peso fresco y seco de area foliar. Peso fresco de area foliar mostro diferencias
significativas entre temperaturas (p < 0.00003), tiempos de exposicion (p < 0.001)
y la interaccion temperaturas x tiempos (p < 0.000001). Las plantas cuya semilla
se sometié a 50 °C incrementaron el peso fresco de area foliar, seguido de las
plantas de semilla tratada con 70 °C (Tabla Xl). Las plantas de semilla expuesta
durante 30 min a los tratamientos térmicos, mostraron peso fresco de area foliar
superior con respecto al resto de los tiempos de exposicién (Tabla Xll). En la
interaccion de los factores, las plantas procedentes de semillas tratadas con 60
°C, 40 °C, 70 °C y 50 °C, todas con 30 min, presentaron peso fresco de area foliar
mayor (Tabla XIllIl). El peso seco de area foliar present6 diferencias significativas
entre temperaturas (p < 0.001), tiempos de exposicion (p < 0.003) y la interaccion
temperaturas x tiempos (p < 0.000001). Para temperaturas, las plantas de semilla
tratada con 50 °C incrementaron el peso seco de area foliar, mientras que lo
contrario mostraron las plantas cuya semilla fue tratada con 40 °C (Tabla Xl). El
tiempo de exposicion fue determinante para incrementar el peso seco de area
foliar en las plantas de semilla tratada por 30 min (Tabla Xll). La interaccion de los
factores mostré que el peso seco de area foliar incrementé en plantas de semilla
tratada con 40 °C y 30 min, 60 °C y 90 min, mientras que lo contrario lo sucedié en

las plantas cuya semilla se sometié a 40 °C y 90 min (Tabla XIII).

Peso fresco y seco de raiz. Peso fresco de raiz presentd diferencias
significativas entre temperaturas (p < 0.000001), pero no en tiempos de exposiciéon
(p =2 0.27) ni en la interaccion temperaturas x tiempos (p = 0.62). La temperatura a
la cual se sometio la semilla y que propicié un incremento en el peso fresco de raiz
de las plantas fue 60 °C, seguido de 40 °C (Tabla Xl). El peso seco de raiz reveld
diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.000001) pero no tiempos de
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exposicion (p = 0.10) ni en la interaccién temperaturas x tiempos (p = 0.18). Las
plantas de semilla tratada con 60 °C estimularon un incremento en el peso seco de
raiz mientras que las procedentes del grupo control mostraron lo contrario (Tabla
XI).

Longitud de parte aérea y de raiz. Longitud de parte aérea presento diferencias
significativas entre temperaturas (p < 0.007), tiempos de exposicion (p < 0.043) y
la interaccion temperaturas x tiempos (p < 0.004). Esta variable mostré valores
mayores en las plantas cuya semilla recibié tratamiento térmico de 70 °C y
menores en aquellas que recibieron tratamiento de 40 °C (Tabla Xl). La longitud
de parte aérea expreso valor mayor en plantas de semilla expuesta a 30 min
(Tabla XII). En la interaccion de los factores, la longitud de parte aérea fue mayor
en plantas de semilla tratada con 40 °C y 30 min, seguido de 70 °C y 90 min
(Tabla XIll). La longitud de raiz exhibié diferencias significativas entre
temperaturas (p < 0.000001) y la interaccién temperaturas x tiempos (p<0.002)
pero no en tiempos de exposicion (p = 0.25). Para temperaturas, las plantas cuyo
origen de la semilla fue tratada con 60 °C presentaron longitud de raiz mayor,
mientras que las tratadas con 40 °C, mostraron lo contrario (Tabla Xl). En la
interaccidon temperaturas x tiempos, las plantas de semilla tratada con 60 °C y 90
min, mostraron longitud de raiz mayor, mientras que las plantas de semilla tratada

con 40 °C y 90 min mostraron lo contrario (Tabla XIlII).

indice de peso fresco y seco. indice de peso fresco presenté diferencias
significativas entre temperaturas (p < 0.001) pero no entre tiempos de exposicion
(p =2 0.75) ni en la interaccién temperaturas x tiempos (p < 0.04). El indice de peso
fresco se incremento en las plantas de semillas tratadas con 50 °C, mientras que
disminuyo en plantas cuya semilla se sometio a 40 °C (Tabla Xl). El indice de peso
seco exhibié diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.03) pero no entre

tiempos de exposicion (p = 0.56) ni en la interaccion temperaturas x tiempos (p 2
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0.36). El indice de peso seco fue mayor en las plantas de semillas tratadas con 70
°C y 25 °C (control) (Tabla XI).
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7.3 Efecto de las temperaturas en el contenido total de carbohidratos,
lipidos y proteinas de semillas de albahaca

7.3.1 Carbohidratos
El contenido total de carbohidratos no presentoé diferencias significativas entre dias

de evaluacion (p 2 0.116), tiempos de exposicion (p = 0.379), la interaccion dias x
tiempo (p 2 0.0.791), asi como tampoco en la interaccion temperatura x tiempos (p
= 0.193), ni en la interaccion dia x temperatura x tiempos de exposicion (p 2
0.211). Sin embargo, si se presentaron diferencias significativas en el factor
temperatura (p < 0.007) y la interaccion dia x temperatura (p < 0.010). En la
temperatura, el contenido de carbohidratos mostré un incremento mayor en el
tratamiento a 50 °C, seguido de la temperatura a 60 °C y 40 °C. Sin embargo, no
fue asi para el tratamiento control, el cual el presentdé el menor contenido de este
compuesto (Tabla XVI). En el caso de la interacciéon dia x temperaturas, el
contenido de carbohidratos mostré un incremento desde el primer dia en todos los
tratamientos de calor, excepto el control. En el tratamiento a 70 °C, se incrementé
considerablemente la produccién de carbohidratos, presentando éste, el mayor
valor seguido del tratamiento a 40 °C, 50 °C y 60 °C. Para el segundo dia de
evaluacion, se observd que la produccion de carbohidratos siguio
incrementandose mayormente en el tratamiento a 50 °C, seguido de la
temperatura a 60 °C y en el tratamiento control, aunque en este ultimo la
produccion fue minima comparado con los anteriores. En el caso del tratamiento a
40 °C, éste ya no increment6 la concentracion por lo tanto se mantuvo similar al
primer dia, mientras que en el caso del tratamiento a 70 °C, su concentracién
disminuy6 considerablemente. De manera general se pudo apreciar que durante el
segundo dia de evaluacion, los tratamientos presentaron concentraciones

similares entre si, excepto la temperatura de 50 °C (Tabla XVII).

7.3.2 Lipidos
Para esta variable no se presentaron diferencias significativas en el factor dia (p =

0.07), tiempos de exposicion (p = 0.294) y la interaccion dia x tiempo (p = 0.073),
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pero si en el factor temperatura (p < 0.0001), la interaccién dia x temperatura (p <
0.001), en la interaccién temperatura x tiempo (p < 0.004) y en la interaccion dia x
temperatura x tiempo (p < 0.002). En el caso del factor temperatura, el tratamiento
de 70 °C y 50 °C mostraron el mayor contenido en esta variable, seguido del
tratamiento de 40 °C. Mientras que en el caso de la temperatura a 60 °C vy el
control el contenido de lipidos fue menor (Tabla XVI). Durante la interaccion de dia
X temperatura, se observdo desde el primer dia de evaluacion que en los
tratamientos de 70 °C y 50 °C el contenido fue mayor, sin embargo, éste disminuyo
considerablemente al segundo dia de evaluacién. En el caso del tratamiento de 60
°C, se presentd el contenido mas bajo de lipidos en el primer dia, respecto a estos
tratamientos y el grupo control, pero este aumento al segundo dia de evaluacion,
mientras que los otros disminuyeron (Tabla XVII). En la interaccion triple, dia x
temperatura x tiempo, el contenido de lipidos mas alto lo presenté el tratamiento
de 40 °C a 60 minutos de exposicion durante el segundo dia de evaluacion,
seguido de los trata amientos de 50 °C y 70 °C a 90 minutos de exposicién en el
primer dia de evaluacion. Mientras que los tratamientos que presentaron el menor
contenido fueron la temperatura a 50 °C a 90 minutos de exposicion y la
temperatura de 60 °C durante el segundo dia y primer dia de evaluacion
respectivamente (Tabla XIV). De manera general las respuestas de este tipo de
interaccién varé entre los tratamientos en los diferentes dias en que se determiné
en contenido de lipidos en las semillas, donde se puede observar que en algunos
casos el valor de esta variable se incrementa de forma considerable respecto a los
otros tratamientos, pero el segundo dia de evaluacidon este valor disminuye

abruptamente.
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Tabla XIV. Respuesta de la interaccion de los factores temperaturas x tiempos en
el contenido total de lipidos (mg/g) en dos diferentes tiempos de medicion (dias).

Temperaturas  Tiempo Dia* Dia*

(°C) (minutos) 1 >
Control - 160.53cdefg  156.58defg

40 30 147.75fg 192.53abcde
40 60 159.92cdefg  204.34a
40 90 150.96fg 146.30fg
50 30 177.95abcdef 161.08cdefg
50 60 194.70abcd 133.73g
50 90 202.03ab 153.54efg
60 30 152.50efg 156.92defg
60 60 145.84fg 166.11abcdefg
60 90 138.11fg 173.25abcdefg
70 30 177.63abcdef 161.71bcdefg
70 60 192.44abcde 171.28abcdefg
70 90 198.86abc 156.24defg

*Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey, p=0.05).
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7.3.3 Proteinas
Para el contenido de proteinas solo se presentaron diferencias significativas entre

dias de evaluacion (p < 0.000), la interaccion dias x temperatura (p < 0.019) y dia
x temperatura x tiempo (p < 0.044). No se mostraron diferencias para el factor
temperatura (p = 0.102), tiempos de exposicion (p = 0.950), la interaccién dia x
tiempo (p = 0.881) y la interaccidén temperatura x tiempo (p = 0.252). Para el factor
dias de evaluacion se observé que el contenido de proteinas fue mayor en el dia
1, pero disminuyo al dia 2. En la interaccion dias x temperatura, el tratamiento a
50 °C mostré el mayor valor desde el primer dia, mientras que el tratamiento
control fue el que presentd el menor contenido de este compuesto tanto en el dia 1
como el dia 2 de la evaluacion. El resto de los tratamientos fueron iguales
estadisticamente. En la interaccion dias x temperatura x tiempo de exposicién el
tratamiento que mostro el contenido mayor de proteinas fue la temperatura de 50
°C a 30 y 60 minutos de exposicidén en el primer dia de evaluacién. Mientras que
los tratamientos que presentaron el menor valor en esta variable fueron el
tratamiento de 50 °C a 60 minutos en el dia 2, seguido de la temperatura de 70 °C

a 90 minutos, 40°C a 30 min y el grupo control (Tabla XV).



77

Tabla XV. Respuesta de la interaccion de los factores temperaturas x tiempos en
el contenido de proteinas (mg/g) en dos diferentes tiempos de medicién (dias).

Temperaturas  Tiempo Dia Dia

(°C) (minutos) 1 2

Control - 418.00abc 348.41bc
40 30 348.11bc 338.92bc
40 60 390.63abc  367.33 abc
40 90 432.14abc  373.68 abc
50 30 449.72ab 380.33 abc
50 60 477.75a 325.24c
50 90 408.27abc  407.89 abc
60 30 413.92abc  380.27 abc
60 60 376.94abc  387.27 abc
60 90 386.64abc  382.72 abc
70 30 396.02abc  397.73 abc
70 60 378.00abc  390.63 abc
70 90 390.56abc 342.59bc

*Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey, p=0.05).

Tabla XVI. Relacion de la temperatura en semillas de O. basilicum L. sobre el
contenido de Carbohidratos, Lipidos y Proteinas.

Temperaturas Carbohidratos Lipidos Proteinas
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
Control 117.27¢c 158.55b 383.20a
40°C 121.73b 166.97ab 375.14a
50°C 125.27a 170.50a 408.20a
60°C 123.07b 155.46b 387.96a
70°C 125.05a 176.36a 382.59a

*Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey HSD, p=0.05).
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Tabla XVII. Interaccion del acondicionamiento térmico x dias de evaluacion en
semillas de O. basilicum L. y su efecto en el contenido de Carbohidratos, Lipidos y
Proteinas.

Temperatura Dia 1 Dia 2

Carbohidratos  Lipidos Proteinas  Carbohidratos Lipidos Proteinas

(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)

Control 114.63b 160.53cd  418.00ab 119.91ab 156.58cd 348.41c
40°C 121.74ab 152.87cd  390.30abc 121.71ab 181.06ab 359.98c
50°C 120.76ab 191.54a 445.25a 129.78a 149.45cd  371.15bc
60°C 12.55ab 145.48d  392.50abc 125.60a 165.43bc  383.42bc
70°C 128.75a 189.64a  388.20abc 121.35ab 163.08bcd  376.98bc

*Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey, p=0.05).

7.4 Efecto del acondicionamiento térmico en el vigor de la planta y la
resistencia al mildiu velloso.
El efecto del tratamiento de calor a 70 °C en todos los experimentos evaluados,

afectd negativamente el desarrollo de las plantas, por lo que éste se descarté para

ser evaluado en la resistencia al mildiu velloso.

7.4.1 Anadlisis fisiolégicos en plantas infectadas con Peronospora
Temperatura de la hoja. La temperatura de la hoja mostré diferencias

significativas entre el factor temperatura (p < 0.000064), pero no en el factor
tiempos de exposicion (p = 0.399) ni en la interaccion temperaturas x tiempos (p 2
1.177). Las plantas del tratamiento a 60 °C mostraron el mayor valor en esta
variable (Tabla XVIII), mientras que el grupo control y los tratamientos donde la

semilla se sometié a 40 y 50 °C presentaron el menor valor en esta evaluacion.

Concentraciéon de CO,. La concentracion de CO; en la cavidad sub-estomatica
mostrd diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.005), tiempos de
exposicion (p < 0.0003) y en la interaccién temperaturas x tiempos (p < 0.0002).
En el factor temperatura, el tratamiento a 60 °C mostré la mayor concentracién de
COg, seguido del tratamiento a 50 °C, mientras que el tratamiento a 40 °C y el
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control, presentaron el menor valor en esta variable. Para el caso de los tiempos
de exposicion, el tratamiento a 90 y 60 minutos fueron mayores (Tabla XVIII y
XIX). En la interaccion de los factores temperaturas x tiempo, el tratamiento a 60
°C por 60 minutos de exposicion fue el que presenté el mayor valor, respecto a los

demas tratamientos.

Transpiraciéon. La transpiracion presentd diferencias significativas entre
temperaturas (p < 0.0001) y en tiempos de exposicion (p < 0.038), pero no en la
interaccion temperaturas x tiempos (p = 0.554). Esta variable fue mayor en las
plantas control y fue menor en las plantas tratadas con 50 y 60 °C (Tabla XVIII).
Las plantas cuya semilla se expuso durante 30 min, mostraron mayor traspiracion

con respecto a las plantas cuya semilla se expuso a 90 min (Tabla XIX).

Conductividad estomatica. En esta variable se mostraron diferencias
significativas entre temperaturas (p < 0.0007), tiempos de exposicion (p < 0.043),
pero no en la interaccion temperaturas x tiempos (p = 0.79). La conductividad
estomatica fue mayor en las plantas del grupo control, pero se redujo en el
tratamiento a 60 °C (Tabla XVIIl). Esta variable fue superior en plantas cuya
semilla se expuso por 30 min y se redujo conforme se incremento el tiempo de

exposicion (Tabla XIXI).

Tasa fotosintética. La tasa fotosintética mostré diferencias significativas entre
temperaturas (p < 0.00000) y tiempos de exposicion (p < 0.00001), pero no en la
interaccién temperaturas x tiempo (p = 0.066). Las plantas del grupo control
mostraron mayor tasa fotosintética y esta se redujo en las plantas de semillas
tratadas (Tabla XVIII). Las semillas expuestas al tratamiento térmico durante 30
min incrementaron esta variable a diferencia del resto de los tratamientos donde

se redujo a los 90 min (1.94 ymol m? s™) (Tabla XIX).
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Clorofila. La clorofila “a”, no mostré diferencias significativas en los factores
temperatura (p = 0.2787), tiempos de exposicion (p = 0.07921) ni en la interaccion
de temperaturas x tiempos (p = 0.0700). Asi como tampoco en la clorofila “b” se
mostraron diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.31153), tiempos de
exposicion (p = 0.12471) ni en la interaccion temperaturas x tiempos (p =
0.79468), ni en la clorofila total en los factores temperaturas (p = 0.30042),
tiempos de exposicion (p 2 0.8711) ni en la interaccion temperaturas x tiempos de
exposicion (p 20.72313) (Tabla XVIII).
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7.4.2 Analisis morfométricos en plantas infectadas con mildiu velloso
Peso fresco y seco de parte aérea. El peso fresco de la parte aérea no presento

diferencias significativas en el factor temperatura (p = 0.34), pero si en los tiempos
de exposicion (p < 0.0001) y en la interaccidén temperaturas x tiempo (p < 0.03). El
peso seco de parte aérea no mostro diferencias significativas entre temperaturas
(p = 0.058), pero si en tiempos de exposicion (p < 0.001) y la interaccion
temperaturas x tiempos (p < 0.010). Las plantas de semilla expuesta a 30 y 60 min
incrementaron el peso seco de parte aérea significativamente a diferencia del
tratamiento a 90 min (Tabla XX). Durante la interaccién de los factores, las plantas
del grupo control, seguido del tratamiento a 60 °C a 60 min de exposicion
incrementaron el peso seco de parte aérea, mientras que las plantas de semilla
tratada a 60 y 40 °C a 90 min y 50 °C a 60 min de exposicion, disminuyeron los

valores en esta variable (Tabla XXI).

Peso fresco y seco de raiz. El peso fresco de raiz presenté diferencias
significativas en el factor temperatura (p < 0.0004) y en los tiempos de exposicion
(p = 0.0001), pero no en la interaccion temperaturas x tiempo (p = 0.07). El peso
seco de raiz revel6 diferencias significativas entre temperaturas (p < 0.010) y
tiempos de exposicion (p < 0.001), pero no en la interaccion temperaturas x
tiempos (p = 0.249). Las plantas control (1.01g) y aquellas derivadas de semilla
tratada a 60 °C (0. 95g) estimularon un incremento en el peso seco de raiz
mientras que las procedentes de semilla de 40 y 50 °C mostraron lo contrario
(ambas con 0.86g). Las plantas de semillas expuestas a 30 y 60 min

incrementaron el peso seco de raiz (0.48 y 0.50g) (Tabla XX).

Longitud de parte aérea y de raiz. Longitud de parte aérea no se presentaron
diferencias significativas entre temperaturas (p = 0.573), pero si en los tiempos de
exposicion (p < 0.001) y la interaccion temperaturas x tiempos (p < 0.001). En el
tiempo de exposicidon se expresoé significativamente un valor mayor en plantas de

semilla expuesta a 30 y 60 min (Tabla XX). En la interaccion de los factores, la
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longitud de parte aérea fue mayor en plantas del tratamiento control, seguido del
tratamiento a 60 °C a 60 min y en menor grado el tratamiento a 40 °C y 90 min
(Tabla XXI). La longitud de raiz no exhibi6 diferencias significativas entre
temperaturas (p = 0.075), pero si en la interaccion temperaturas x tiempos (p <
0.003) y en tiempos de exposicion (p < 0.00013). Para temperaturas, las plantas
cuyo origen de la semilla fue tratada con 60 °C y el control presentaron longitud de
raiz mayor, mientras que las tratadas con 40 °C, mostraron lo contrario. En los
tiempos de exposicion, la longitud de raiz fue mayor en plantas de semilla
expuesta a 30 y 60 min (Tabla XX). En la interaccion, las plantas de semilla del
grupo control y las tratadas con 60 °C a 60 min mostraron longitud de raiz mayor,
mientras que las plantas de semilla tratada con 40 °C y 90 min mostraron lo
contrario (Tabla XXI).
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7.4.3 Incidencia de Peronospora en plantas de albahaca
En la variable de incidencia se presentaron diferencias significativas entre

temperaturas (p < 0.03), pero no en los tiempos de exposicion (p = 0.20), ni en la
interaccidn de temperatura x tiempo (p = 0.50). En la temperatura, se observé que
el tratamiento a 60 °C mostré el menor porcentaje de incidencia (84 %) con
respecto a los tratamientos de 40 °C (91%), 50°C (93%) y el grupo control (100
%). En los tiempos de exposicion, los tratamientos fueron iguales
estadisticamente, sin embargo, el tiempo de 60 minutos presentd un menor
porcentaje de incidencia de la enfermedad (86 %), mas no asi para el tiempo de
30 min donde se observé el mayor valor (96 %). En la interaccion de los factores,
aunque no se presentaron diferencias significativas, se observd que
numéricamente los tratamientos de 50 y 60 °C a 60 min de exposicion presentaron
el menor porcentaje de incidencia (80 %), mientras que el resto de los tratamientos

mostraron el mayor valor en esta variable (Fig. 17 y 20).
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Figura 17. Porcentaje de incidencia de P. belbahrii en plantas de albahaca
derivadas de semillas sometidas a tratamiento térmico con temperaturas de 40, 50
y 60 °C, asi como semillas sin tratar (control). Literales diferentes refieren
diferencias estadisticas (Tukey p<0.05). Las barras verticales indican el error
estandar de la media.

7.4.4 Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE)
Se observé que después de 15 dias de que las plantas se expusieron a la

infeccion natural de P. belbahrii, el grupo control presenté los primeros sintomas
de amarillamiento y esporulacion, al mostrar un 5 % de incidencia, principalmente
en las hojas superiores cercanas al meristemo apical de la planta. Dicho progreso
de la infeccion continu6 de forma ascendente a través de los dias principalmente
en el tratamiento control y en el de la temperatura a 40 °C. El tratamiento a 60 °C
en los tiempos de 30, 60 y 90 min de exposicidon mostré el menor porcentaje de

incidencia en cada evaluacion realizada. Los tratamientos de 40 °C a 90 min y
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50 °C a 60 min le siguieron en orden de menor porcentaje de incidencia de la
enfermedad (Fig. 18).
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Figura 18.- ABCPE en plantas de albahaca infectadas naturalmente con
Peronospora belbahrii y bajo tratamientos de acondicionamiento térmico con
temperaturas de 40, 50 y 60 °C y tiempos de exposicion a 30, 60 y 90 minutos, asi
como semillas sin tratar (control).

7.4.5 Sobrevivencia del patégeno
Se presentaron diferencias significativas en el factor de temperatura (p <

0.000014), no en la interaccion de temperaturas x tiempo (p = 0.1751) ni en el
factor tiempo (p = 0.7809). Al término del experimento, el tratamiento a 60 °C
mostrd el menor porcentaje de hojas con esporulacion (13 %), mientras que el
tratamiento a 40 °C (28 %) fue mayor esta variable seguido del tratamiento control
(22 %). Para los tiempos de exposicion los datos fueron iguales estadisticamente

presentando en orden descendente al tiempo de exposicién de 30, 60 y 90 min
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(20, 20 y 21 % respectivamente). Para la interaccion temperatura x tiempo el
tratamiento a 60°C con 60 min de exposicidon mostré el menor porcentaje de hojas
con esporulacion (11 %), mientras que el tratamiento a 40 °C a 30 y 60 min de
exposicion se presentd los porcentajes mas altos en esta variable (30 %),
comparado con el grupo control (22 %) (Fig. 19).
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Figura 19. Diferencias en el porcentaje de hojas infectadas por P. belbahrii en
plantas de albahaca. Semillas sometidas al acondicionamiento térmico con
temperaturas de 40, 50 y 60 °C durante 30, 60 y 90 minutos de exposicion, asi
como de semillas sin tratar (control). Literales diferentes refieren diferencias
estadisticas (Tukey p<0.05). Las barras verticales indican el error o desviacién
estandar de la media.
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Figura 20. Tratamientos con presencia de sintomas tipicos de P. belbahrii en las
plantas de albahaca. Relacién del vigor de planta con la resistencia a la
enfermedad del mildiu velloso.
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8 DISCUSION

8.1 Identificacion de la especie de Peronospora presente en areas
agricolas de Baja California Sur.
Las pruebas realizadas mediante PCR de las regiones ITS del ADN ribosomal

(ADNr) demostraron que el agente causal del mildiu en zonas productoras de
albahaca, en sitios muestreados en Baja California Sur, corresponde a P.
belbahrii, un hongo de importancia mundial, debido a que puede llegar a causar el
100% de pérdidas en la produccion. P. belbahrii se ha reportado en diferentes
paises a través del mundo. Sin embargo, este es el primer reporte sobre la
presencia de P. belbahrii en México. Esta informacion es relevante a nivel
nacional, debido a que una vez, conocido de manera precisa el agente causal de
la enfermedad del mildiu velloso, se deberan establecer estrategias de sanidad y
regulacion de la importacion de semilla proveniente de paises, donde este
problema sea recurrente. Actualmente la sintomatologia causada por este
patdégeno indica que lo mas probable es que se encuentre en todo el Estado,
provocando pérdidas cuantiosas para los productores, los cuales han llegado a
disminuir la superficie de siembra del cultivo de albahaca, debido a que, a pesar
del alto valor econémico que presenta el producto, ya no consideran redituable su

produccion y han optado por otro tipo de cultivos.

8.2 Determinacion del efecto de la exposicion de semillas de albahaca a
diferentes gradientes de temperatura y tiempos de exposicion en el
vigor de plantulas en las etapas germinacion, emergencia y la fase
vegetativa inicial, asi como la respuesta morfo-fisiolégica de la semilla

8.2.1 Germinacién y emergencia
Los efectos del acondicionamiento térmico de las semillas fueron evidentes en la

inhibicién de la germinacién en semillas tratadas a 70 °C. Los resultados de éste
trabajo coinciden con lo encontrado por lloh et al. (2014), quienes evaluaron el
efecto de diferentes gradientes de temperatura (40, 42, 45 y 50 °C) en la
germinacién y emergencia de semillas de cereales, observando una disminucién

en el porcentaje de germinacion conforme los rangos de temperatura
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incrementaron. Asimismo, Wahid et al. (2007) mencionan que las temperaturas
altas provocan la desnaturalizacién de proteinas, el incremento de la fluidez de la
membrana y la inactivacion de enzimas claves en el proceso de la germinacion.
Otro efecto asociado a la inhibicion de la germinacion se debe a la induccién
alterada del acido ascoérbico, donde se ha demostrado que una sobreproduccion
de este compuesto induce muerte celular en los tejidos (Essemine et al., 2010). El
50 % de las plantulas germinadas a 70 °C, lograron un desarrollo como plantula
presentando los valores menores de vigor | y Il, siendo consistentes con los
resultados de lloh et al. (2014), Kumar et al. (2004) y Piramila et al. (2012) en

Phaseolus aureus.

Respecto a los resultados obtenidos en el experimento de emergencia, Bruce et
al. (2007) mencionan que en algunos casos, los efectos del acondicionamiento de
la semilla ocurren después de la germinacion, es decir, son mas visibles en
estados de crecimiento avanzados, como la emergencia y/o el desarrollo
vegetativo, lo que se observo en este trabajo. Los resultados obtenidos en este
estudio donde la temperatura a 60 °C por 30, 60 y 90 min de exposicion fue el
mejor tratamiento para las variables de porcentaje de emergencia y caracteres
morfométricos obtenidos, son consistentes con los realizados por Gashaw y
Michelsen (2002) quienes reportan resultados similares a temperaturas de 60 y 90
°C con tiempos de exposicion de 1 a 5 min, en 5 de 15 especies de bosques y
pastizales de sabana. La variacion en los resultados encontrados en este estudio
en el porcentaje de germinacion y emergencia, desarrollo de plantulas y vigor,
cuyas semillas fueron pre-acondicionadas con tratamientos térmicos en diferentes
tiempos, es consistente con los resultados de investigaciones que explican que las
variaciones son debidas en un alto grado a las especies y variedades estudiadas
que responden de forma diferente (Gashaw y Michelsen 2002; Zinn et al., 2010;
Melander y Kristensen, 2011). A diferencia de la albahaca donde se encontré que
a partir de la temperatura de 40 °C se observaron cambios en el crecimiento de la

planta, donde la temperatura de 60 °C independientemente del tiempo de
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exposicion, estimulé mayormente el desarrollo de la misma, se registran especies
como Corchorus olitorious cuya germinacion, emergencia y vigor en tres
variedades se inicidé a una temperatura de 80 °C, mientras que el rango éptimo de
temperatura fue de 120 °C por un tiempo de exposicion de 5 minutos (Denton et
al., 2013). Este tipo de respuestas diferenciales demuestran que existen diferentes
mecanismos de acuerdo a la fisiologia que las plantas poseen para poder
contratrestar el efecto de agentes externos y continuar con un desarrollo pleno. En
el caso del cultivo de la albahaca, se pudo determinar que las temperaturas altas
como el caso de 60 °C, impactd de manera positiva en la estimulacién del
crecimiento y desarrollo vegetal, ambos consideradas caracteristicas esenciales
en el vigor de la planta para llevar a cabo un 6ptimo establecimiento dentro de

ambientes estresantes tanto bidtico como abidtico.

8.2.2 Etapa vegetativa
Las diferencias encontradas en el desarrollo de los o6rganos de las plantas

originadas, de las semillas que se sometieron a una combinacion de tratamientos
de temperatura y tiempos de exposicion, permitieron determinar los mejores
tratamientos para la estimulacion del crecimiento, como lo fue el caso del
tratamiento de 60 °C, el cual fue consistente su efecto, tanto en el factor
temperatura como en la interaccidén entre la temperatura y tiempo de exposicién.
Curiosamente el tratamiento de 70 °C, en esta etapa de evaluacion de la planta,
mostré resultados similares a la temperatura de 60 °C, donde se observo que
estimuld el crecimiento vegetal. Dentro de las posibles razones de esta
estimulacion se ha reportado la activacion de procesos metabdlicos que provocan
la division y el crecimiento celular debido a procesos termodinamicos (Parent et
al., 2010). Sin embargo, el desarrollo vegetativo es influido por la respuesta
fisiologica de la planta debido a las condiciones ambientales en donde se
desarrolla. En este trabajo fue evidente que los tratamientos de pre-
acondicionamiento térmico determinan las estrategias fisioldgicas de las plantas,
relacionadas con los mecanismos de la fotosintesis que siguieron durante esta

etapa de desarrollo como respuesta a su ambiente. Lo anterior se demuestra en la
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diferencia que presentaron los tratamientos en la relacion entre el cierre
estomatico, la disminucion de la transpiracion, la tasa fotosintética y la
concentracion de carbono en la cavidad sub-estomatica de los tratamientos de 60
y 70 °C, donde la primer temperatura presentd una disminucién en la accioén de la
mayoria de éstas caracteristicas, mientras que la segunda temperatura provoco un
incremento de éstas. Esta relacién se ha estudiado y permite una adaptacién de
las plantas al incremento en las temperaturas ambientales y de la hoja, reduciendo
la pérdida de agua de la planta para que lleve a cabo su metabolismo (Tardieu et
al., 2011). El crecimiento mayor, la produccion mayor de peso fresco y seco de las
plantas en tratamientos de pre-acondicionamiento térmico de la semilla,
comparadas con las semillas no tratadas mostraron un efecto positivo. Lo anterior
se logré mediante diferentes estrategias fisioldgicas presentadas por las plantas
como respuesta a los tratamientos de la semilla. Las plantas obtenidas de semillas
tratadas con temperaturas de 40 °C y 60 °C disminuyeron su conductividad
estomatica seguida de una disminucién en la transpiracion, lo cual se ha estudiado
como una respuesta a altas temperaturas y déficit hidrico que se presentan tanto
de forma diurna, como estacional o como un estrés abidtico en zonas aridas
(Kirschbaum, 2004; Ruelland y Zachowski, 2010). La pérdida de agua disminuye
con el cierre estomatico, la planta conserva durante mas tiempo el agua en su
interior permitiendo llevar a cabo los procesos metabdlicos, en algunos de los
casos el costo de esta estrategia fisioldgica es la disminucion en la entrada de
CO; asociada a una tasa fotosintética baja (Yamori et al., 2012; Kirschbaum,
2004). A diferencia de lo anterior, en este estudio la tasa fotosintética se mantuvo
en los tratamientos de 40 °C y 60 °C pese al cierre estomatico. Lo anterior se ha
observado como una estrategia de adaptacion haciendo mas eficiente la respuesta
de la planta en sus procesos metabdlicos especificamente en los procesos de
carboxilacién, la regulacion y niveles de la expresion enzimatica (Sassenrathcole
et al.,, 1994). En plantas de semillas tratadas con 60 °C y 90 min fue mas evidente
esta estrategia ya que las plantas procedentes de esta semilla, presentaron cierre

estomatico mayor conservando la tasa fotosintética. Otra de las estrategias
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fisiolégicas observadas la presentaron plantas cuya semilla se pre-acondiciono
con 50 °C, a diferencia de los tratamientos mencionados arriba, donde la
produccion de biomasa vegetal mayor de sus érganos, principalmente el aumento
de tallo y hojas con respecto al control parece asociarse a la concentracion de
carbono-sub-estomatico (Ci), mas que a la tasa fotosintética. Las plantas en estos
tratamientos no presentaron diferencias en las variables fisioldgicas con respecto
al grupo control, excepto en la concentracion de carbono sub-estomatico. Similar a
la eficiencia que se relaciona con la tasa fotosintética, una mayor concentracion de
Ci conlleva a una mayor concentraciéon de la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa—oxygenasa (RuBisCO) (la primera enzima dentro del ciclo Calvin), la
cual incrementa la fijacion del carbono inorganico en organico dentro de los
cloroplastos en el tejido del mesofilo de la hoja (Raines et al., 1999; West et al.,
2011; Yu et al., 2014). Consecuentemente la produccién de biomasa fue mayor
con respecto al grupo control. Por el contrario, la temperatura de 70 °C a los 30 y
60 min de exposicion, presentd una apertura mayor de estomas, ocasionando un
efecto superior en la transpiracion, tasa fotosintética y contenido de carbono sub-
estomatico. En principio, esto favorecié una produccion mayor de biomasa foliar y
de tallo a menor tiempo de exposicion (30 y 60 min). Sin embargo, con un mayor
tiempo de exposicion (90 min) esta tendencia se revirtié. Los primeros efectos
asociados al dano de las altas temperaturas observados en plantas es una
disminucioén en el flujo de carbono en el estroma del cloroplasto y en la membrana
del tilacoide (Wise et al., 2004), asi como la modificacion del flujo a nivel
molecular, que ocasiona un funcionamiento negativo de los compuestos
involucrados en la fotosintesis, tales como la inhibicién de RuBisCO (Medlyn et al.,
2002) o en la produccion de enzimas clave para regular el sistema de la planta
durante los cambios de temperatura ambiental (Berry y Borman, 1980). Uno de los
factores relevantes como parametro de calidad y vigor en las plantas aromaticas
es el color de las hojas (Gazula et al., 2005). En el caso de la albahaca, es
determinante en su comercializacion a nivel mundial, por lo que es importante que

los tipos de pigmentos a y b que forman parte de la clorofila total de los vegetales
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que proporcionan las diferentes tonalidades de verdes, se encuentren estables
para su optimo funcionamiento. En los resultados del experimento, se observé una
ligera tendencia a disminuir en el contenido de clorofila b en los diferentes
gradientes de temperatura con respecto al control, respuesta contraria a lo que
propone Erge et al. (2008), quienes mencionan que la clorofila b es mas estable al
calor que la clorofila a. EIl presente estudio coincide con lo determinado por
Gazula et al. (2005) que mencionan que la temperatura modula las

concentraciones de estos dos tipos de pigmentos.

8.2.3 Efecto de las temperaturas en el contenido total de carbohidratos,
lipidos y proteinas.
Los carbohidratos, lipidos y proteinas, son las principales fuentes de

almacenamiento de la semilla. Estos se encuentran generalmente distribuidos en
el endospermo, embrion y cotiledones (Bewley y Black, 1994). Durante el
experimento, la respuesta sobre la concentracion de estos tres tipos de
compuestos mostrd un incremento en sus contenidos durante el primer dia, con
excepcion del tratamiento testigo. Sin embargo, este contenido disminuyo al
segundo dia de evaluacion. Estudios recientes han mostrado que la concentracion
de azucares tales como la sacarosa, glucosa y fructosa presenta un papel esencial
en el metabolismo de la planta. Estos sirven como sustrato para la respiracion, ya
que pueden proveer fuentes de carbono para la produccion de una amplia
variedad de metabolitos, incluyendo aminoacidos, lipidos, proteinas, vy
carbohidratos mas complejos como celulosa, almidén, clorofila, carotenoides vy
fitohormonas (Silva et al., 2011). Recientemente se les ha atribuido a los azucares
el papel de moléculas de senalizacion, las cuales pueden interactuar con

diferentes fitohormonas y causar alteraciones a nivel celular (Mishra et al., 2009).

En el caso de los lipidos, se observé un incremento inicial considerable en los
rangos de calor correspondiente a 50 °C y 70 °C, donde se presenté una
produccion elevada de este compuesto durante los diferentes tiempos de

exposicidn, sin embargo, este disminuyd drasticamente en ambos al dia siguiente.
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Los tratamientos de 40 °C y 60 °C expresaron menor contenido de lipidos, pero
éste se mantuvo en el segundo dia de evaluacion. Lo que lleva a considerar que
en estos dos Uultimos tratamientos, se desarroll6 un nivel de respuesta
potencializada para optimizar un equilibrio en el uso de los lipidos, los cuales
juegan un papel importante como fuente de energia en el desarrollo de tejidos
vegetales, asi como en la integridad de la membrana (lloh et al., 2014). La
variabilidad obtenida en el contenido de los lipidos y carbohidratos en el presente
estudio de todos los tratamientos de calor, son similares con los presentados por
Ghanbari et al. (2013), quienes evaluaron el efecto del acondicionamiento de la
semilla de albahaca sobre sus caracteristicas morfologicas vy fisiologicas en estrés
salino y determinaron que la disminucion en los caracteres de largo de tallo, raiz,
peso fresco y seco se relaciona con el contenido de carbohidratos y lipidos. Suda
y Giorgini (2000) demostraron que cuando se somete una semilla a temperaturas
de 30 °C, en luz u oscuridad, suceden cambios bioquimicos en el endospermo,
donde inicia la degradacion de lipidos inmediatamente después de la imbibicion,
por lo tanto se lleva a cabo una rapida disminucion de reservas de aceite dentro
de un tiempo de 72 a 96 h.

Los resultados obtenidos en la produccion de proteinas, mostraron que el
contenido de éstas, se incrementd al primer dia pero posteriormente disminuy6 al
dia dos. El tratamiento de 50 °C, destacd entre los rangos de temperatura que
estimularon la produccion de este tipo de sustancias, similar a los lipidos. Sin
embargo, en el caso del tratamiento de 60 °C se mantuvo dicha concentracion en
ambos dias. Generalmente, las semillas contienen diferentes tipos de proteinas
que presentan distintas funciones y la sobreproducciéon de éstas es activada a
nivel celular para protegerse mediante la accién de un factor estresante.
Investigaciones han revelado que las proteinas a nivel celular en las semillas son
clasificadas de acuerdo a su solubilidad dentro de albuminas (solubles en agua),
globulinas (solubles en solucion salina), prolaminas (solubles en alcohol) vy

glutelinas (solubles en acidos) (Osborne, 1924). Su funcién y degradacioén en los
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tejidos de almacenamiento de la semilla durante la germinacion ocurre en sitios
especificos tales como la region micropilar antes de que ocurra la emergencia
(Dias et al., 1993). Otra respuesta en la disminucion del contenido de proteinas en
las semillas, es que éstas se degradan a aminoacidos, los cuales se transforman
en otra fuente de azucar en el endospermo. Este proceso es conocido como
gluconeogénesis y fue comprobado en la germinacion de semillas de frijol (Stewart
y Beevers, 1967). Este mecanismo explica en parte la respuesta de la variabilidad
en el contenido de proteinas y el aumento en el contenido de carbohidratos en
semillas de albahaca sometidas a tratamientos de temperatura como método de
acondicionamiento durante dos dias de evaluacion en relacion al grupo control.
Ademas, dicho mecanismo podria estar asociado a lo observado en los
tratamientos de acondicionamiento térmico que presentaron mayor porcentaje de
emergencia como fue el caso de la temperatura de 60 °C, el cual probablemente
estimuld de manera significativa la produccion de proteinas y su posterior
degradacion a aminoacidos ayudd a la activacion incrementada de hormonas

relacionadas a la divisidon y alargamiento celular, tales como auxinas y citocininas.

8.3 Vigor de las plantas de albahaca procedentes de semillas
tratadas con diferentes gradientes de temperatura y tiempos de
exposicion ante el mildiu velloso (Peronospora spp.)

8.3.1 Incidencia de P. belbahrii en plantas de albahaca infectadas
naturalmente.
La induccion de resistencia en plantas hospederas susceptibles a amplio espectro

de patogenos, esta emergiendo rapidamente como una alternativa potencial al uso
de plaguicidas quimicos (Sharma et al., 2002). El acondicionamiento de semillas
mediante diferentes fuentes, parece ser una técnica util, ya que ademas de
estimular el vigor de la planta también induce la resistencia en ella (Chen et al.,
2000; Niranjan et al.,, 2004; Chandrashekhara et al.,, 2010). En general, el
acondicionamiento de la semilla presenta muchas ventajas con respecto a otros
métodos y se ha reportado que mitiga el estrés fisioldégico y patolégico. Esta

técnica promueve la movilizacion, activacion y la mejora e incremento de varias
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respuestas celulares de defensa, resultando en la induccién de resistencia
(Niranjan et al., 2004). En este estudio, el acondicionamiento térmico de semillas
de albahaca mediante la exposicion a diferentes gradientes de calor seco, y
tiempos de exposicion, produjo resultados deseables tanto en la estimulacion del
vigor de la planta como la induccion de resistencia al mildiu velloso. Sin embargo,
la respuesta entre los tratamientos de calor varid considerablemente. La
efectividad del acondicionamiento térmico fue evidente en la longitud de raiz, tallo,

asi como en la biomasa seca del tratamiento de 60 °C principalmente.

Dentro de las caracteristicas fisioldgicas, en la evaluacién del factor temperatura,
solo existieron diferencias significativas en las variables de temperatura de la hoja,
Concentracion de CO,, transpiracion, conductividad estomatica y tasa fotosintética,
excepto en el contenido de clorofila. Pero durante la interaccion temperatura x
tiempo solo la variable de Concentracion de CO, fue diferente significativamente al
resto de los tratamientos. En dichos resultados se observo que el tratamiento de
60 °C a 60 minutos de exposicion fue el unico diferente al resto de los
tratamientos, el cual presenté una reduccion significativa en la mayoria de las
variables evaluadas. Se ha establecido que la temperatura es uno de los
principales factores que afectan la tasa fotosintética de la planta y que si ésta
disminuye, se reducen también los procesos relacionados al metabolismo vegetal

lo que se refleja en la alteracion de la morfologia de la planta (Maroufi et al., 2011).

En el caso del tratamiento a 60 °C y 60 minutos de exposicidon, aunque se redujo
la accion de varios mecanismos fisiologicos relacionados a la fotosintesis, se
observo que durante la interaccion temperaturas x tiempo, éste fue el que provocé
el mejor incremento en el peso fresco y seco de raiz y parte aérea, asi como el
aumento en la longitud de estas dos variables. El incremento en el crecimiento de
la planta, se debid probablemente a la promocidén de un mejor desarrollo de raiz, el
cual se ha establecido que eficiencia la absorcion de agua y nutrientes en

comparacion con aquellas plantas con pobre sistema radicular (Conrath et al.,
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2002). En la incidencia, porcentaje de hojas infectadas y la curva del progreso de
la enfermedad del mildiu velloso, se observo que el tratamiento a 60 °C presentd
un mayor porcentaje de reduccién en esta variable (16% ) con respecto a los
tratamientos de 40 °C (9 %), 50 °C (7 %) y el grupo control (0 %). Probablemente
durante el acondicionamiento de la semilla se estimularon procesos bioquimicos
como la sobreproduccion de azucares y proteinas (Pal et al., 2015), dentro de los
cuales, algunos estan relacionados a ser precursores de compuestos con accion
de sefalizacion para contrarrestar factores causantes de estrés como la infeccion
de patdégenos (Sing et al., 2008), y de esta manera regular de forma efectiva su

sistema fisioldgico sin sufrir dafio alguno en su metabolismo (Worral et al., 2012).

8.3.2 Variables morfométricas
El efecto de la promocién de crecimiento vegetal y la induccion de resistencia

mostrados en este estudio, son consistentes con los realizados por Niranjan et al.
(2004), Sharathchandra et al., (2004) y Chandrashekhara et al. (2010), los cuales
acondicionaron la semilla de Pennisetum glaucum mediante tratamientos a base
de extractos acuosos de Viscum album, Chitosan y Pseudomonas fluorescens y
observaron un incremento significativo en el crecimiento de las plantas y también
en la induccién de la resistencia contra el mildiu velloso (Sclerospora graminicola).
Sus resultados mostraron que este tipo de acondicionamiento fue eficaz en la
reduccion de la incidencia de la enfermedad, al proporcionar un porcentaje de
proteccion del 62 %. Ademas se incrementé la calidad de los parametros
morfologicos de las plantas, tales como la germinaciéon y el vigor de la plantula,
mediante el aumento de la longitud de la raiz y la parte aérea. En los resultados
obtenidos del presente experimento, se observd que el acondicionamiento térmico
disminuyo las variables de incidencia y estimulé el desarrollo vegetativo de las
plantas, principalmente en el tratamiento de 60 °C. Por otra parte, Gilardi et al.
(2013), comprobaron la efectividad de diferentes tipos de inductores de resistencia
a base de microorganismos benéficos y extractos de plantas, comparados con
fungicidas sintéticos para el manejo de P. belbahrii en albahaca. Donde también

determinaron la biomasa de la planta como peso fresco a menudo reflejada como
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el grado de incidencia de la enfermedad. En nuestro experimento se observé que
de la misma forma el dafo de P. belbahrii, se relacion6 con el contenido de
biomasa vegetal, al determinar el porcentaje de hojas infectadas y la proporcion de
peso fresco en la incidencia de la enfermedad. En el caso de la resistencia a las
enfermedades en plantas, se ha determinado que éste fendmeno esta asociado
con la activacion de una amplia variedad de respuestas de defensa que sirven
para prevenir la infeccion del patégeno. Estos mecanismos incluyen barreras
fisicas y quimicas preexistentes, las cuales se activan después de la infeccion de
un patdégeno (Shivakumar et al., 2003). La respuesta de resistencia a P. belbahrii,
probablemente se debié a que el acondicionamiento de calor provoco en la planta
una respuesta potencializada de defensa mediante una explosion oxidativa
temprana, la incorporacion de varios compuestos fendlicos y polimeros para la
pared celular, asi como la secrecion de fitoalexinas (Conrath et al., 2002). Dichos
procesos se pueden relacionar con el incremento de biomasa de las plantas
derivadas de semillas tratadas mediante acondicionamiento térmico, la cual a su
vez esta determinada por la producciéon de diferentes tipos de moléculas, tales
como proteinas, hormonas, azucares relacionados a la pared celular (celulosa,
hemicelulosa y pectina). Asi mismo, se ha determinado que las altas
concentraciones de CO, tienen un efecto significativo en la incidencia y severidad
del mildiu velloso ya que este favorece el crecimiento del patégeno al incrementar
el suministro de azucares y reducir el estrés por agua, el cual puede incrementar
la esporulacién fungica (Mahatma et al., 2009; Gilardi et al., 2015). Los resultados
de nuestro experimento mostraron lo contrario, ya que el tratamiento de 60 °C,
provocé una mayor produccion de CO, en la cavidad sub-estomatica, sin
embargo, la incidencia de la enfermedad fue menor en las plantas. Esta respuesta
se debio tal vez que el cierre de estomas en este tipo de tratamientos, fue mayor

lo que evitd la penetracion del patdgeno al interior de la planta.

En el caso del tratamiento a 60 °C, aunque no existieron diferencias significativas

en esta variable con el resto de los tratamientos, se pudo observar que éste
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presentd numeéricamente el mayor valor respecto a la concentracién de CO,, lo
que podria estar relacionado con la respuesta de menor incidencia y % de
esporulacion en las hojas de albahaca. En la longitud y biomasa de la planta, se
observo que éste tratamiento mejord dichas caracteristicas. Pal et al. (2015),
mencionan que el acondicionamiento de la semilla asegura la proteccion de la
planta contra enfermedades sin comprometer su crecimiento y desarrollo normal,
debido a una sobre expresion de proteinas relacionadas al metabolismo de la
glucosa. Asi mismo, esta respuesta coincide con lo sefalado por Van et al. (2006),
quienes mencionan que el acondicionamiento de la planta optimiza el crecimiento
de la misma, sin que éste sea afectado por la activacion directa de la defensa de
la planta, la cual esta asociada con el crecimiento reducido de la misma, debido a

un costo ecoldgico que ésta tiene que sufrir.
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9 CONCLUSIONES
Basado en los sintomas del hospedero, caracteristicas morfologicas y datos

moleculares, el patégeno fue identificado como P. belbahrii para los dos sitios de

muestreo realizados en campos agricolas del estado de Baja California Sur.

Durante la germinacién, emergencia y etapa vegetativa el tratamiento de 70 °C,
presentd una influencia negativa al inhibir el desarrollo de la planta y
consecuentemente un bajo vigor. Numéricamente el tratamiento de 60 °C a 60 min
de exposicion mostré un mayor vigor mostrando una respuesta diferencial en las
variables morfométricas tales como peso fresco y seco de parte aérea y raiz,
longitud de plantula y raiz, asi como en el indice de vigor |y Il. En emergencia el
tratamiento de 60 °C y el grupo control, presentaron el mayor indice porcentaje y
tasa de emergencia, peso fresco y seco de parte aérea y raiz, longitud de plantula

y raiz e indice de vigor | y Il.

En etapa de crecimiento vegetativo inicial, los tratamientos de 50 y 70 °C
mostraron el mayor valor respecto a temperatura de la hoja, concentracion de
CO,, transpiracion, conductividad estomatica y tasa fotosintética. Mientras que el

tratamiento de 60 °C presentd el menor indice en estas variables.

La concentracion de carbohidratos, lipidos y proteinas, no varid significativamente
entre temperaturas y tiempos de exposicién, pero si respecto a los dias de
evaluacion 1y 2, donde se observd que esta variable disminuyo al segundo dia de

la exposicion al calor.

Durante las evaluaciones fisioldgicas de plantas infectadas naturalmente con
mildiu velloso, se pudo destacar al tratamiento de 60 °C, mostrando el menor valor
en la temperatura de la hoja, concentracion de CO;, transpiracion, conductividad

estomatica y tasa fotosintética. Este mismo tratamiento presentd el mayor valor
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respecto a peso fresco y seco de parte aérea y raiz y longitud de planta y raiz del

resto de los tratamientos y grupo control.

En la incidencia de la enfermedad, se determiné que el tratamiento de 60 °C a 60
min de exposicion, presentd el menor porcentaje de incidencia del mildiu velloso

en las plantas evaluadas.

Dentro del porcentaje de hojas con esporulacién de P. belbahrii, donde se
determind la sobrevivencia del patégeno, las plantas del tratamiento de 60 °C
presentaron el menor indice en esta variable. El acondicionamiento térmico en
semillas de albahaca incrementd significativamente el vigor de las plantas
estimulando el desarrollo vegetativo y procesos fisiolégicos que ayudaron a
optimizar la induccion de resistencia al mildiu velloso, haciendo de este el primer
reporte sobre la relacion del vigor de la planta respecto a la disminucién de la

infeccion del hongo P. belbabhrii.

La técnica de acondicionamiento de la semilla a base de calor es efectiva en el
manejo de la enfermedad de la planta y segura para el medio ambiente, lo que la
hace un importante componente dentro del manejo integrado de enfermedades

para la agricultura.
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