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Resumen

El pimiento (C. annuum) ocupa un importante lugar enla economia agricola del
mundo y en particular para Espafa. La agricultura intensiva empleada en las tltimas
décadas estd demostrando no ser sostenible a largo plazo, esto, y la aceleracién del
cambio climatico, hace necesario la busqueda de plantas mas adaptadas a las nuevas
presiones de estresores tanto bidticos como abidticos. Adicional al uso de variedades
mejoradas para este tipo de estresores, es importante tomar en cuenta las interacciones
que ocurren en el suelo e introducirlas en los programas de mejora genética vegetal.
Por ello, esta tesis se ha centrado, por unlado, enla biisquedade fuentes de resistencia
frente a oidio (L. taurica), enfermedad que cada vez esta resultando mas problematica
en pimiento, especialmente en agricultura ecoldgica. Por otro lado, y teniendo en
cuenta la importancia de la sanidad y fertilidad del suelo para la resiliencia de los
cultivos, se estudia la interaccion del sistema radicular del pimiento con la zona de la
rizosfera y la microbiota de la raiz. Como principales resultados obtenidos en la
presente tesis se pueden destacar la identificacion de fuentes de resistencia a oidio en
las accesiones de C. annuum var. glabriusculum, lo que puede facilitar la introduccion
de genes de resistencia en variedades comerciales de pimientos. Ademas, se ha
demostrado como las propiedades de la rizosfera (actividad enzimatica, movilizacion
de nitrogeno, respiracién) y su microbioma es altamente dependiente de las
condiciones de cultivo y del genotipo cultivado. Asi se observd que la parcela de
cultivo ecoldgico mostré mayores recuentos microbianos, actividades enzimaticas y
movilizacion de nitrogeno que la convencional ademas de poseer mas diversidad
microbiana y mayor recuento de microorganismos. Por tultimo, se observé también
una gran especificidad de la interaccion suelo-planta, observandose como ciertos
microorganismos beneficiosos colonizaban preferentemente ciertos genotipos. Esta
especificidad deberia de ser considerada para futuros programas de mejoramiento

para una agricultura mas sostenible y adaptada.
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Resum

El pebrot (C. annuum) ocupaun llocimportant en I'economia agricola del mén
i en particular per a Espanya. L'agricultura intensiva emprada en les tlltimes decades
esta demostrant no ser sostenible a llarg termini, aco, i I'acceleracié del canvi climatic,
fa necessari la recerca de plantes més adaptades a les noves pressions d'estressors tant
biotics com a abiotics. Addicional a 11is de varietats millorades per a este tipus
d'estressors, és important tindre en compte les interaccions que ocorren en el sol i
introduir-les en els programes de millora genética vegetal. Per aco, aquesta tesi s’ha
centrat, d'una banda, en la recerca de fonts de resistencia front a oidi (L. taurica),
malaltia que cada vegada esta resultant més problematica en pebrot, especialment en
agricultura ecologica. D'altra banda, i tenint en compte la importancia de la salut i
fertilitat del sol per a la resiliencia dels cultius, s'estudia la interaccid del sistema
radicular del pebrot amb la zona de la rizosfera i la microbiota de l'arrel. Com a
principals resultats obtinguts en la present tesi es poden destacar la identificacio de
fonts de resistencia a oidi en les accessions de C. annuum var. glabriusculum, la qual
cosa pot facilitar la introduccié de gens de resistencia en varietats comercials de
pebrots. A més, s'ha demostrat com les propietats de la rizosfera (activitat enzimatica,
mobilitzacié de nitrogen, respiracid) i el seu microbioma és altament dependent de les
condicions de cultiu i del genotip cultivat. Aixi es va observar que la parcel-lade cultiu
ecologic va mostrar majors recomptes microbians, activitats enzimatiques i
mobilitzacié de nitrogen que la convencional, a més de posseir més diversitat
microbiana i major recompte de microorganismes. Finalment, es va observar també
una gran especificitat de la interaccié sol-planta, observant-se com certs
microorganismes beneficiosos colonitzaven preferentment certs genotips. Aquesta
especificitat hauria de ser considerada per a futurs programes de millorament per a

una agricultura més sostenible i adaptada.
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Summary

The pepper (C. annuum) holds an important place in the global agricultural
economy and particularly for Spain. Intensive agriculture used in recent decades is
proving not to be sustainable in the long term, and, coupled with the acceleration of
climate change, it necessitates the search for plants more adapted to new pressures
from both biotic and abioticstressors. In additionto using improved varieties for these
types of stressors, it is important to consider the interactions that occur in the soil and
incorporate them into plant geneticimprovement programs. Therefore, this thesis has
focused on one hand, on the search for sources of resistance against powdery mildew
(L. taurica), a disease that is increasingly problematic in pepper, especially in organic
agriculture. On the other hand, considering the importance of soil health and fertility
for crop resilience, the interaction of the pepperroot system with the rhizosphere zone
and root microbiota is studied. The main results obtained in this thesis include the
identification of sources of resistance to powdery mildew in the accessions of C.
annuum var. glabriusculum, which can facilitate the introduction of resistance genesin
commercial pepper varieties. Furthermore, it has been shown how the properties of
the rhizosphere (enzymatic activity, nitrogen mobilization, respiration) and its
microbiome are highly dependent on the cultivation conditions and the cultivated
genotype. It was observed that the organic farming plot showed higher microbial
counts, enzymatic activities, and nitrogen mobilization than the conventional one, in
addition to possessing greater microbial diversity and higher counts of
microorganisms. Lastly, a high specificity of the soil-plant interaction was also
observed, with certain beneficial microorganisms preferentially colonizing specific
genotypes. This specificity should be considered for future breeding programs for

more sustainable and adapted agriculture.
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1. Introduccion
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1.1. Importancia econémica de Capsicum L.

Dentro del género de origen americano, Capsicum, encontramos lo que
comunmente conocemos como ajies, chiles o pimientos. Estos suelen consumirse como
verdura, en forma seca e incluso como polvos para condimentar y dar color a los
alimentos y existen estimaciones que establecen su uso desde tiempo precoloniales,
tan remotos como hace 6.000 afios antes de la era comun (a.e.c.) (Perry, et al., 2007). Su
enorme distribucion a nivel mundial no solo ha generado una gran cantidad de
variedades tradicionales adaptadas al gusto y forma de uso de cada pais, sino incluso
variedades de tipo ornamental (Figura lay 1b). A nivel mundial su cultivo le coloca
entre las hortalizas mas importantes, ocupando el séptimolugar a nivel de produccion
y tercero por drea sembrada (mds de 3.6 millones de hectareas) considerando también

la produccion dedicada ala comercializacion en forma seca (FAOSTAT, 2021, Tabla 1).

Chile “Perla negra” Chile ‘Medusa’

Figura 1. llustraciones representativas de cultivares ornamentales de Capsicum annuum: a) Chile
"Perla negra” por PeterWesco, CC BY-SA 3.0, 2011; b) Chile "Medusa” por Atilin, CC BY 3.0, 2008
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Tabla 1. Principales 12 hortalizas producidas a nivel mundial, con detalle en la produccién (toneladas)
y el drea cultivada (hectdreas). FAOSTAT, 2021.

Hortaliza Produccién () Area cultivada (ha)
Tomates 189.133.955 5.167.388
Cebollas 111.154.619 5.994.703
Sandias 101.634.720 3.031.544
Pepinos 93.528.796 2.172.193
Repollos 71.707.239 2.450.601
Berenjenas 58.646.098 1.961.799
Chiles, pimientos y ajies (fresco) 36.286.644 2.055.310
Coliflores y brécoles 25.843.741 1.378.085
Judias (fresco) 24.721.174 1.722.414
Calabazas 23.783.936 1.501.696
Guisantes (fresco) 20.529.759 2.590.367
Chiles, pimientos y ajies (seco) 4.839.309 1.619.924

Entre los diez paises con mayor produccion a nivel mundial para su comercializacion
como hortaliza fresca, China ocupa el primer lugar produciendo mas de 16 millones
de toneladas y, entre los paises hispanohablantes, México el cuarto con 2,5 millones y

Espana el quinto con 1,5 millones de toneladas en el afio 2021 (FAOSTAT, Tabla 2).

Tabla 2. Principales 10 paises productores de ajies, chiles o pimientos a nivel mundial, con detalle en la
produccion (toneladas) y el drea cultivada (hectireas). FAOSTAT, 2021.

Pais Produccion (t) Area cultivada (ha)
China 16.721.691 754.718
Turquia 3.091.295 80.239
Indonesia 2.747.018 321.923
México 2.584.144 147.808
Espaia 1.511.560 22.240

Egipto 862.127 47.892
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Pais Produccion (t) Area cultivada (ha)
Nigeria 759.134 101.335
Estados Unidos de América 531.202 16.916
Paises bajos 440.000 1.630
Tinez 430.000 18.996

Como producto de exportacion, también es de gran importancia para la economia de
los distintos paises que lo producen, siendo Vietnam el mayor exportador con 270 mil
toneladas, para el caso de Espafia y México rondan las 3 mil toneladas (Tabla 3,

FAOSTAT, 2020).

Tabla 3. Principales 30 paises exportadores de ajies, chiles o pimientos a nivel mundial, con detalle en
el volumen de las exportaciones (miles de toneladas, mt). FAOSTAT, 2020.

Pais Vol. (mt) Pais Vol. (mt) Pais Vol. (mt)
Vietnam 259 Francia 6 Polonia 2
Brasil 90 Madagascar 5 Turquia 2
Indonesia 58 Sudéfrica 5 Bélgica 1
Emiratos Arabes Unidos 17 Myanmar 4 Bulgaria 1
India 17 Camboya 3 Canada 1
Alemania 14 China 3 Chequia 1
Sri Lanka 10 Ecuador 3 Egipto 1
Malasia 9 Espafa 3 Etiopia 1
Estados Unidos de América 8 México 3 Rusia 1
Paises Bajos 8 Austria 2 Guatemala 1

Es interesante observar que quien es el mayor exportador, no aparece entre los 10
principales paises productores. Esto debido a que los mayores productores lo son
principalmente para un consumo interno y de forma marginal, llevan a cabo la

exportacion. No asi Vietnam.
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Este panorama inicial, nos ayuda a tener una mejor comprension de la importancia
del cultivo y su importancia dentro de los paises productores y su peso en el consumo
interno, y también, pero en un rol bastante secundario como un producto de

exportacion.

1.2. Origen etimologico y taxonomico del género Capsicum

El termino Capsicum para designar al género que engloba a los ajies, chiles y
pimientos fue usado por primera vez en 1700 por Tournefort (Figura 2b) en
Institutiones rei herbarige (Figura 2a). Aunque no hay registros del motivo para llamar
asi al género, se considera que es la forma latina de “capsula”, por la caracteristica

forma del fruto, al ser habitualmente frutos vacios.

Portada Ilustracion de ejemplar de Capsicum annuum

Figura 2. a) Portada de Institutiones rei herbariae de Tournefort, Tomus II (1700); b) Ilustracion del
ejemplar de tipo usado para establecer el nombre Capsicum al género.

Posteriormente Carlos Linneo (Carl von Linné, nombre ennoblecido) en Species

plantarum, en 1753 nombra a Capsicum annuum (el epiteto especifico hace referencia a
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la caracteristica “anual” de la herbacea) y le describe, de ahi que formalmente se

reconozca con el protdlogo “L., Sp.Pl. 1:188 (1753)” (Figura 3a y 3b).

Pagina 188 Pagina 189
a) b)

19 PENTANDRIA MONOGYNIA,

PENTANDRI/

MONOGYNIA %y
0iff. 59 Here. wpf 47. F1

STRYCHNOS,

ovails, catle inermi, FL. 2/ Nas sessics

CHIRONIA.
NIA P:‘n!« i

Frotleol , Foliis (btri-

L CHIRONIA Werbaces, foliis Mneaibus. Horr, chiff. tde
RIS Koy Inga. 433 %
pantio afiny , line tacie, eapitls b. fpci. Broyw, cext

wiediz ad, Plui. 5
CAPSICUM.

5 4

A & Wat in Capitis b, Spei bevbides

s 1, CAPSICUM caule berbsceon, Rej. lagdh, 436 i 2
o

v 3 CHI-

Figura 3. a) Pagina 188 donde se hace la primera mencion al género Capsicum en Species plantarum,
Tomus II; b) pdgina 189 donde se hace la primeramencion a la especie C. annuum en Species plantarum,
Tomus II.

1.3. Historia natural del género Capsicum

El origen de todas las especies del género Capsicum estd en el continente
americano. Se considera que fue en Sudamérica a partir deun “area nticleo” en Bolivia
surcentral (Heiser, 1964) (Figura 4), donde se plantea que posteriormente migraron
hacia los Andes y tierras bajas de la Amazonia, seguido por procesos de radiacion y
especiacion (McLeod et al., 1982) (Figura 5). Esta hipodtesis esta basada en el resultado
del andlisis de la enzima glutamato oxalacetato transaminasa (GOT) y datos
geograficos de entradas de C. eximium y C. chacoense de esta drea nuclear propuesta.
Al parecer un antepasado de C. chacoense fue quien dio origen a los grupos de flores

moradas y también al de flores blancas.
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Ademas, se proponen dos hipotesis sobre el proceso migratorio posterior: Para el
grupo de flores blancas se considera que fue a través del rio Mizque, el ancestro de C.
baccatum llegd a tierras bajas de la cuenca amazdnica, en un drea mas al sur de Bolivia
y posteriormente siguié migrando por la cuenca para dar origen al ancestro de C.
annuum. En el caso del grupo de flores moradas (C. eximium), fue en sentido opuesto,
inicialmente dando origen a la especie C. cardenasii como especie silvestre (pero ya
siendo explotada por los habitantes de la zona) y posteriormente a la especie

domesticada C. pubescens.

oLl

Lapsi |

1
c

23°30'S

71°25'0

Figura 4. Area geogrdfica propuesta en Montes et al. (2010).
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1000 km

Figqura 5. Esquema geogrdfico de la migracion y especiacion de Capsicum de Montes et al. (2010).
Abreviacion de los nombres de las especies: ann = C. annuum, bac = C. baccatum, cam = C.
campylopodium, car= C. cardenasii, cha = C. chacoense, chi = C. chinense, cor = C. cornutum, exi=C,
eximium, fle= C. flexuosum, fri= C. friburgense, fru= C. frutescens, gal = C. galapagoense, lan=C.
lanceolatum, mir = C. mirabile, par = C. parvifolium, per = C. pereirae, pra= C. praetermissum, pub =
C. pubescens, rec= C. recurvatum, rho = C. rhomboideum, sch= C. schottianum, tov= C. tovarii, vil =

C. villosum

A manera de resumen, podemos decir que inicialmente el primer evento que dio
origen y generd una enorme diversificacion acompanada de las primeras
domesticaciones de las diferentes especies de Capsicum sucedid en Sudameérica,
atravesando un cuello de botella al migrar hacia el norte por Centroamérica hacia
Norteamérica, este ultimo donde hubo un segundo evento de diversificacion. A partir
del siglo XVI, algunas de las especies ya domesticadas de Capsicum (particularmente
C. annuum) llegan a Europa y de ahi migran hacia Africa y Asia donde la
diversificacion continuaria hasta nuestros dias, sitios que hoy podemos sin lugar a

duda considerar como centros de diversificacion terciarios (Figura 6. Tripodi et al.,

2021).
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1.4. Taxonomia de especies mas explotadas en Espafia y México.
Ahora bien, como menciondbamos al inicio, Capsicum cuenta con diferentes
especies, pero solo algunas son cultivadas. En la actualidad, el género tiene
reconocidas 36 especies diferentes y una variedad (Tabla 4. WFO, 2022), de las cuales
se consideran 9 cultivadas y con fines alimenticios, 4 de las que se tiene conocimiento
que son consumidas por humanos, pero son colectadas en el mediosilvestre, y elresto

de las que no se tienen registros de consumo ni de ser cultivadas por el humano

(Barboza et al., 2022).

Mayores vectores migratorios para Capsicum spp.

Figura 6. De Tripodi et al., (2021) “Interpretacion de los mayores vectores regionales de intercambio de
pimientos basado en la integracion de los datos”. 1. Los solapamientos genotipicos relativos (RGO, por
sus siglas en inglés) sugieren que su distribucion sigue longitudinalmente las rutas de comercio
otomanas; 2. RGOs sugieren una distribucion relacionadacon el comercio trasatlantico durante el siglo
XVI; y 3. RGOs sugieren el rol de Africa no solo como unién entre Sudaméricay sudeste asidtico para
la migracion del germoplasma, sino también como centros de diversificacion muy relacionado con el
comercio de esclavos por parte de Portugal.
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Tabla 4. Listado de especies y variedad taxondmicas (con género y epiteto especifico, negritas para
indicar principales especies cultivadas a nivel mundial) reconocidas para Capsicum por World Flora
Online Plant List (WFO), autory protélogoreconocido, de acuerdo con la tiltima clasificacion a la fecha
disponible (diciembre del 2022). Adicionalmente, niimero cromosomico, tipos de uso: Cultivado (Cult.),
No cultivado (No cult.), Alimentacién (alim.), Desconocido (Desc.); (Barboza et al., 2022) y cédigo
identificador dentro de WFO.

Género y epit. espe. Aut. y protélogo No. Crom. Uso Codigo WFO
Capsicum annuum L. Sp. P1. 188. 1753 2n = 2x = 24 Cult. (alim.) wfo-0001019982
Capsicum annuum var. (Dunal) Heiser & Pickersgill 2n = 2x = 24 Cult. (alim.) ~ wfo-0001019999

glabriusculum Baileya 19: 156. 1975

Capsicum baccatum L. Mant. PL.47.1767 [15-31 Oct D = 2x = 24 Cult. (alim.) wfo-0001020013
1767]

Capsicum caatingae  Barboza & AgraSyst. Bot.  2n = 2x = 24 Desc. wfo-0001020027
36(3): 769. 2011.

Capsicum caballeroi ~ MNee Brittonia 58(4): 323 (- 2n = 2x = 24 Desc. wf0-0001020028
326; fig. 1). 2006 [28 Dec 2006]

Capsicum campylopodium  Sendtn. F1. Bras. (Martius) 10: 2n = 2x = 26 Desc. wfo-0001020030
144. 1846 [1 Jul 1846]

Capsicum carassense Barboza & Bianch. PhytoKeys Desc Desc. wfo-0001429794
140: 127. 2020

Capsicum Ceratocalyx M.Nee Brittonia 58(4): 326 (fig. Desc Desc. wfo-0001020039

2). 2006 [28 Dec 2006]
Capsicum chacoense ~ Hunz. Darwiniana 9: 228, fig. 2n = 2x = 24 Cult. (alim.) ~ wfo-0001020042

2, A-E. 1950

Capsicum chinense Jacq. Hort. Bot. Vindob. 3:38, 2n = 2x = 24 Cult. (alim.) ~ wfo-0001020046
t. 67.1776.

Cupsicum ciliatum (Kunth) Kuntze Rev. Gen. Pl. Desc Desc. wfo-0001020049
2:450. 1891.

Capsicum coccineum (Rusby) Hunz. Huitieme Desc No cult. (alim.) wfo-0001020050

Congr. Int. Bot. Paris.
Comptes Rend. Seances Rapp.
& Commun. sect.4: 73 (1954

publ. 1956).

Capsicum cornutum  (Hiern) Hunz. Kurtzianal: ~ 2n = 2x = 26 Desc. wf0-0001020063
213. 1961

Capsicum dimorphum (Miers) Kuntze Rev. Gen. P1. 2: Desc Desc. wfo-0001020071
449. 1891.

Capsicum eshbaughii BarbozaPhytoKeys2: 32. 2011. 2n = 2x = 24 No cult. (alim.) wfo-0001020080
Capsicum eximium Hunz. Darwiniana 9: 235, fig. 2n = 2x = 24 Cult. (alim.)  wfo-0001020081
3, A-E. 1950
Capsicum flexuosum  Sendtn. Fl. Bras. (Martius) 10: 2n = 2x = 25 Cult. (alim.) ~ wfo-0001020086
143. 1846 [1 Jul 1846]
Capsicum friburgense Bianch. & Barboza Syst. Bot.  2n = 2x = 26 Desc. wfo-0001020089
30(4): 865 (-867, 870; figs. 2, 4).
2005 [13 Dec 2005]
Capsicum frutescens L. Sp. P1.189.1753 2n = 2x = 24 Cult. (alim.)  wfo-0001020090
Capsicum galapagoensis Hunz. Huitieme Congr. Int. 2 = 2x = 24 Desc. wfo-0001020107
Bot. Paris. Comptes Rend.
Seances Rapp. & Commun.
sect.4: 73 (1954 publ. 1956).
Capsicum geminifolium (Dammer) Hunz. Huitieme  Desc Desc. wfo-0001020108
Congr. Int. Bot. Paris.
Comptes Rend. Seances Rapp.
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Género y epit. espe. Aut. y protélogo No. Crom. Uso Codigo WFO
& Commun. sect.4: 73 (1954
publ. 1956).

Capsicum hookeriamun Miers) Kuntze Rev. Gen. PL. 2: Desc Desc. wfo-0001020127
449. 1891.

Capsicum hunzikerianum Barboza & Bianch. Syst. Bot. 2 = 2x = 26 Desc. wfo-0001020129
30(4): 867 (870; figs. 3-4). 2005
[13 Dec 2005]

Capsicum lanceolatum (Greenm. ex Donn.Sm.) 2n = 2x = 26 Desc. wfo-0001020140
C.V.Morton & Standl. Publ.

Field Mus. Nat. Hist., Bot. Ser.

22:272.1940

Capsicum longidentatum Agra & Barboza Syst. Bot. 2n = 2x = 24 Desc. wfo-0001020147
36(3): 771. 2011.

Capsicum lycianthoides  Bitter Repert. Spec. Nov. 2n = 2x = 26 Desc. wfo-0001020153
Regni Veg. 17: 332. 1921.

Capsicum minutiflorum  (Rusby) Hunz. Kurtziana1: ~ Desc Desc. wfo-0001020173
213. 1961

Capsicum mirabile Mart. Fl. Bras. (Martius) 10: 2 = 2x = 26 Desc. wfo-0001020174
144. 1846

Capsicum parvifolium Sendtn. Fl. Bras. (Martius) 10:  2n = 2x = 24 Desc. wfo-0001020188
145. 1846 [1 Jul 1846]

Cgpsicum pereirae Barboza & Bianch. Syst. Bot. 2 = 2x = 26 Desc. wfo-0001020196

30(4): 863 (-865, 870; figs. 1, 4).
2005 [13 Dec 2005]
Capsicum pubescens Ruiz & Pav. Fl. Peruv. [Ruiz & 2n = 2x = 24 Cult. (alim.) ~ wfo-0001020201
Pavon] 2: 30. 1799
Capsicum recurovatum Witasek Denkschr. Kaiserl. 2n=2x=26 Desc. wfo-0001020214
Akad. Wiss., Wien. Math.-
Naturwiss. Kl. 79: (advance
separate) 9, fig. 6 h-k. 1910.
(also in 79(2): 321. 1931)
Capsicum rhomboideum  (Dunal) Kuntze Rev. Gen. Pl. 2y = 2x = 26 No cult. (alim.) wfo-0001020215

2:448. 1891.

Capsicum schottianum Sendtn. Fl. Bras. (Martius) 10: 2 = 2x = 26 Desc. wfo-0001020219
143. 1846 [1 Jul 1846]

Capsicum scolnikianum  Hunz. Kurtziana 1: 213, fig. 3. Desc Desc. wfo-0001020223
1961

Capsicum tovarii Eshbaugh, P.G.Sm. & Nickrent 21y = 2x = 24 No cult. (alim.) wfo-0001020250
Brittonia 35: 55 (-56), fig. 1983

Capsicum villosum Sendtn. Fl. Bras. (Martius) 10: 2pn =2x = 26 Desc. wfo-0001020257

144. 1846 [1 Jul 1846]

Es de llamar la atencién como, a diferencia de otras hortalizas, son en realidad cinco
especies las que abarcan a nivel mundial el cultivo y consumo (Thakur, et al., 2021), C.
annuum. C. baccatum, C. chinense, C. frutescens, y C. pubescens. Esto podriamos
considerarlo como el reflejo no solo de la enorme diversidad dentro de este cultivo,
sino del vinculo entre los diferentes grupos poblacionales y sus alimentos. Aunque la

tendencia hoy en dia es hacia la homogenizacion de los cultivos y esto conlleva un
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gran riesgo no solo por la erosion genética misma que incrementa su susceptibilidad
a las amenazas bioticas y abidticas, sino por la propia amenaza que es hacia la
seguridad alimentaria y la soberania de los pueblos sobre ella (Khoury et al., 2021). La
diversidad actualmente explotada puede ser potenciada si afiadimos el resto de las
especies cultivadas a nivel mas local como C. chacoense o la variedad C. annuum var.
glabriusculum y ni hablar de las no cultivadas silvestres, pero comestibles, como C.

rhomboideum.

1.5. Mejora genética vegetal

Como hemos mencionado, hace milenios que cada region del mundo ha ido
estableciendo sus propios usos para las diferentes especies de Capsicum y de ahi se ha
dado el desarrollo de formas, tamanos, sabores y otros cambios adaptativos, siendo
asi que existian una gran diversidad de, lo que llamariamos hoy en dia, objetivos de
mejora, aunque claro eran conseguidos mas bien por métodos empiricos (Hancock,
2004), o de “pruebay error”. Gracias a los avances como la identificacion del sexo en
las plantas (Rudolf Camerarius en 1694) a finales del siglo XVII, el primer manual
sobre cruzas en el siglo XVIII (Thomas Fairchild en 1717), y el trabajo de Gregorio
Mendel (“Experimentos sobre la hibridacion vegetal”, 1865) es que pudieron
desarrollarse los métodos de selecciony mejora en forma para llevarlo a cabo de forma
sistematizada (Lee et al., 2015). Durante esta primera fase de desarrollo de los métodos
de mejora el concepto de “gen” aun no era formulado, aunque podria considerarse
que se encuentra implicito en el trabajo de Mendel, esto ocurrié hasta inicios del siglo
XX por Wilhelm Johannsen en “Limitations of natural selection on pure lines” (1909). En
el ultimo siglo, la mejora vegetal ha tenido un enorme desarrollo, la FAO ha
reconocido como entre 1965 y 1985 fue tal el desarrollo de los cultivos pues se
identificaron incrementos en el rendimiento a nivel mundial hasta de un 56%. Este
crecimiento fue llamado la “revolucion verde” y fue el producto de la introduccion de

variedades mejoradas, el uso de fertilizantes y pesticidas y riego mucho mas eficiente
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(Leeetal., 2015). A finales del siglo XX, los métodos de seleccion integraron la seleccion
por marcadores y gendmica (Figura 7. Leeet al., 2015), que hoy en diason ampliamente
usadas en programas de mejora e investigacion. Las herramientas gendmicas y
bioinformaticas han ampliado mucho mas el conocimiento y de esta manera también
el proceso creativo de las y los mejoradores, que puedenresponder a los cambios en
la demanda del mercado, lallegada de patdogenos a nuevos territorios (e.g. el virus del
rizado de la hoja del tomate de Nueva Delhi, ToLCNDV, que ha ido migrando de
regiones del sur de Asia, hacia Africa, América y Europa en los tiltimos veinte afios) y
los diferentes impactos que ha traido el cambio climatico.

Los objetivos de mejora actualmente son muy diversos, pero ahora los objetivos
abordan un amplio abanico compuesto por diferentes tipos de amenazas, tanto

bidticas como abioticas.

Evolucion de los métodos de mejora genética vegetal
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Figura 7. “Breve historia de los métodos de mejora vegetal”, de Lee et al., en “Brief History and
Perspectives on Plant Breeding” (2015)
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1.6. Agricultura sostenible

El sector de la agricultura, ademas de importantes aspectos econdmicos, tiene
una influencia directa en el mantenimiento del medio rural y del medio natural. Asi,
desde la Conferencia Ministerial de Agricultura de la OCDE de abril de 2016 se
identifico como objetivo esencial contribuir a una produccion y uso sostenibles de los
recursos, siendo prioritariosel agua, la tierra y la biodiversidad, asi como permitir una
adaptaciéon y mitigacion efectiva del cambio climatico. Con ello se pretende fomentar
una agricultura mas competitiva, a la vez que sostenible, de bajos insumos, y en
armonia con el medio ambiente. De hecho, estos sistemas sostenibles han
evolucionado de niveles casi testimoniales a ser de interés estratégico en muchos
paises. Asi, la agricultura ecologica estd adquiriendo una importancia creciente en los
ultimos anos, e importantes instituciones y organos de gobierno como la Unidn
Europea, incluyendo la reciente estrategia Farm-to-Fork dentro del European Green Deal,
llevan afos promoviendo el desarrollo e implementacion de este modelo de
agricultura sostenible.

A este respecto, la agricultura es uno de los sectores economicos fundamentales de la
UE, en el que trabajan mdas de 20 millones de personas y la propia Politica Agricola
Comun se dirige a una agricultura mas sostenible, con menor impacto ambiental,
eficiente en el uso de recursos, y que contribuya a la adaptacion y mitigacion del
cambio climatico (European Commission, 2017). Estas prioridades coinciden con una
mayor demanda de los ciudadanos y consumidores por una agricultura respetuosa
con el medio ambiente, como la agricultura ecologica y de bajos insumos, y que
proporcione productos con menos residuos y de mejor calidad. En este marco, el
propio consumidor ha adquirido conciencia sobre la necesidad de una produccion
sostenible y ha comenzado a dirigir sus preferencias hacia alimentos procedentes de
estos sistemas. Prueba de todo lo mencionado es que la superficie destinada a
produccion ecologica enla UE ha pasado de 5 millones de ha en 2002 a 11 millones de

ha en 2015 y cerca de 15 millones de ha en 2019 (European Commission, 2016; FiBL e
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IFOAM Organics International, 2021). A este respecto, Espafa es el pais con mayor
superficie de cultivo ecoldgico, con 2,36 millones de ha en 2019 - con un aumento de
un 22.3% en solo dos afos (de 2013 a 2015) y del 64% en la década 2010-2019 - seguida
de Francia, Italia y Alemania con 2,24, 1,99 y 1,61 millones de ha (FiBL e IFOAM
Organics International, 2021). Adicionalmente, enla Comunitat Valenciana, entre 2016
y 2020 se desarroll6 el I Plan Valenciano de Produccién Ecoldgica (Generalitat
Valenciana, 2016) que ha permitido incrementos del 20% anual durante este periodo
en la superficie de cultivo ecologico en nuestra Comunidad, la cual ha alcanzado
146.757 ha en 2020 (Generalitat Valenciana, 2021). E1 II Plan Valenciano de Produccion
Ecoldgica presenta varios retos, incluyendo promover una mayor y mejor agricultura
ecoldgica permita hacer frente a la emergencia climatica y contribuya a una
alimentacion saludable y sostenible (Generalitat Valenciana, 2021). No obstante, es de
destacar que, entre todos los cultivos, la produccion ecologicay de bajos insumos en
especies de alto valor afadido, como los cultivos horticolas, es menor que en cultivos
extensivos. No obstante, la superficie de produccion ecoldgica de hortalizas en Espafia
ha aumentado del 3,7% en 2016 a un 4,5% en 2020 (MAGRAMA, 2016; MAPA, 2020).

Ademads de implementar unos sistemas de produccion mas sostenible, otro de los
grandes retos a los que se enfrenta la agricultura mundial, y en concreto la horticultura,
son las consecuencias derivadas del cambio climatico, asi como la aparicion de nuevos
patdégenos que empiezan a cobrar importancia en el marco de sistemas sostenibles,
con un uso limitado de fitosanitarios, y/o exacerbados por las nuevas condiciones del
cambio climatico (Challinor et al., 2014; Aguilera et al., 2020). Asi, la intensificacion de
las pérdidas causadas por plagas y enfermedades es una de las consecuencias del
cambio climatico, al darse unas condiciones mas ventajosas para las mismas (Pareek
et al., 2020; Malhi et al., 2021). Como consecuencia de todo ello, los programas de
fitomejoramiento no sélo deben dirigirse ala adaptacion de los cultivos a condiciones
de cultivo ecoldgico o de bajos insumos, sino también deben tener en cuenta la mejora

de la resiliencia, con una alta tolerancia a estreses abioticos como la sequia, salinidad,
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bajos niveles de nutrientes, resistencia o tolerancia a enfermedades, y una mayor
eficiencia en la utilizacion del agua y de nutrientes, prestando especial atencion en la
forma en la que las variedades objeto de seleccidon interactian con el medio, en
particular el sistema suelo-raiz y sus colonias microbidticas (Fita et al., 2015; Pareek et

al., 2020).

1.7. Estrés biotico: Oidio, caracterizacion y dificultades para su

estudio

Entre los estreses bioticos que han tomado relevancia los ultimos afios para
Espana, tenemos al oidio (Leveillula taurica Lev.), también conocido como cenicilla,
mildiu polvoso u oidiopsis. Es un hongo bi6trofo endosimbidtico obligado patégeno
de plantas, perteneciente a la familia Erysiphaceae, que afecta el rendimiento de
diferentes cultivos y la calidad de los frutos (Morales-Manzo et al., 2018). La infeccion
suele estar focalizada en el envés de las hojas, dando un aspecto “polvoso” o como
“ceniza” comun entre los hongos de esta familia. No tiene particular preferencia por
algin hospedero, pudiendo infectar plantas tan diversas como de familias diferentes.
Este amplio rango de huéspedes dificulta mucho su control y suele tratarse de forma
preventiva con aplicaciones mensuales de fungicidas foliares o diferentes tipos de
control bioldgico. Pero debido a su condicion endosimbiotica, una vez infectada la
planta, es muy dificil la erradicacion. Particularmente, se desarrolla en condiciones de
alta humedad y calor, ya sea en campo abierto o en formas de cultivo protegido como
invernaderos para explotaciones intensivas. Adicionalmente, estas condiciones son
cada vez mads frecuentes por el cambio climatico en zonas consideradas templadas
contribuyendo a la expansion de su distribucidn.

La evaluacidon de materiales vegetales para conocer el tipo de interaccion con este
patdgeno suele llevarse a cabo en condiciones de campo abierto, de “infeccion natural”,
y con menos frecuencia en condiciones controladas en invernaderos de investigacion,

ya que mantener al patdgeno implica serias dificultades debidas a su condicion
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endosimbiotica obligada, no puede sobrevivir fuera del hospedero vivo. Aunque se
han planteado esfuerzos para su conservacion en medio axénicos (Molot et al., 1987;
Morales-Manzo et al., 2019), es dificil de esta manera alcanzar la cantidad de inéculo
necesaria para llevar a cabo ensayos a gran escala.

Podriamos resumir la busqueda de resistencias en tres enfoques: 1) La busqueda de
loci cuantitativos (QTL, por sus siglas eninglés) que se ha estudiado exhaustivamente
desde inicios del siglo XXI (Lefbvre et al., 2003); 2) La busqueda de variantes recesivas
del gen “locus O del mildiu”, originalmente identificado en la cebada (Hordeum
vulgare L., Blischgeset al., 1995), han sidouna opcidnde gran interés por la versatilidad
que implica, si se encuentran, su introgresion a variedades comerciales (Zheng et al.,
2012); y 3), la busqueda mediante cribados de nuevas y diferentes formas de
resistencias o tolerancias, gracias a los cuales se ha identificado algunos genotipos de
C. annuum, C. annuum var. glabriusculum, C. baccatum y C. chinense como resistentes o
altamente tolerantes (Blat et al., 2005, McCoy y Bosland, 2019, y Morales-Manzo et al.,
2021).

1.8. El suelo e interacciones: importancia, interaccion cultivos-

suelos y estudio integral

El 2015 fue designado por la FAO el Ao Internacional del Suelo, en el marco
dela Alianza Mundial por el Suelo. Haciendo hincapié en la necesidad de incrementar
la conciencia y comprension de su importancia, particularmente para la seguridad
alimentaria y los diferentes servicios ambientales que provee a la humanidad. En la
“Carta Mundial del Suelo” abren con la siguiente sentencia: “Los suelos son
fundamentales para la vidaen laTierra, pero las presiones humanas sobrelos recursos
del suelo estan alcanzando limites criticos. La gestion cuidadosa del suelo es un
elemento esencial de la agricultura sostenible y también proporciona una palanca
valiosa para la regulacion del clima y una via para proteger los servicios del

ecosistema y la biodiversidad.” (“Soils are fundamental to life on Earth but human
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pressures on soil resources are reaching critical limits. Careful soil management is one essential
element of sustainable agriculture and also provides a valuable lever for climate regulation and
a pathway for safeguarding ecosystem services and biodiversity”) (“World Soil Charter”,
FAO e ITPS, 2015) y provee 9 principios que resumen el conocimiento actual sobre el
suelo, el rol multifacético que tiene y las amenazas que tiene para continuar
proveyendo estos servicios ambientales, de forma sintética:

-I. Los suelos son un recurso clave para el bienestar humano y ecosistémico. Es
esencial mantener o mejorar los recursos del suelo para satisfacer las necesidades de
seguridad alimentaria, hidrica y energética;

-II. Los suelos son diversos debido a las complejas interacciones en el tiempo y
el espacio. Se debe comprender esta diversidad para fomentar un uso adecuado de la
tierra y lograr la seguridad alimentaria;

-III. El manejo del suelo es sostenible si se mantienen o mejoran sus servicios
sin afectar significativamente sus funciones o la biodiversidad. Es importante
equilibrar los servicios para la produccion vegetal con los servicios de regulacion del
agua y gases de efecto invernadero;

-IV. La implementacion de decisiones sobre el manejo del suelo se realiza a
nivel local en contextos socioecondmicos diferentes. Es importante incluir el
conocimiento local e indigena en el desarrollo de medidas especificas;

-V. Las funciones del suelo estan gobernadas por sus propiedades quimicas,
bioldgicasy fisicas. Es esencial conocer el estado de estas propiedades y cdmo cambian
para lograr la sostenibilidad;

-VI. Los suelos son un reservorio clave de biodiversidad global. Esta
biodiversidad tiene un papel fundamental en el apoyo a las funciones del suelo y, por
lo tanto, a los bienes y servicios ecosistémicos asociados con los suelos;

-VII. Todos los suelos proporcionan servicios ecosistémicos relevantes para la
regulacion del clima global y la regulacion del agua a multiples escalas. Los impactos

locales o regionales en el uso del terreno deben evaluarse en un contexto global;
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-VIII. Minimizar o eliminar la degradacion significativa del suelo es esencial
para mantener los servicios proporcionados por todos los suelos y es sustancialmente
mas rentable que rehabilitarlos después de que haya ocurrido la degradacion;

-IX. Los suelos que han experimentado degradacion pueden recuperar sus
funciones basicas y sus contribuciones a los servicios ecosistémicos mediante la
aplicacion de técnicas adecuadas. Esto aumenta el area disponible para la provision
de servicios sin necesidad de convertir el uso del terreno.

Una de las mayores amenazas para cuidar nuestro suelo, es la erosiéon del mismo, que
podriamos definir como: “La eliminacion acelerada de la capa superior del suelo de la
superficie terrestre a través del agua, el viento o el arado” (FAO e ITPS, 2015). Como
dice la definicidon propuesta, la erosion es la consecuencia de diferentes actores, pero
en el contexto de tierras agricolas son estos tres, el agua, el viento y el arado. En el
primer caso, ocurre principalmente cuando el flujo superficial arrastra particulas de
suelo desprendidas por el impacto de gotas o escorrentia. En el segundo, por viento
ocurre cuando el suelo seco y suelto esta expuesto a vientos fuertes. Y finalmente, por
arado es el movimiento directo del suelo hacia debajo de la pendiente por los
implementos de arado (FAO e ITPS, 2015).

Se estima que la erosion por agua anualmente transloca entre 23 y 42 megatoneladas
(Mt, 10°) de nitrogeno (N) y 14,6 y 26,4 Mt de fosforo (P) de las tierras agricolas. Como
consecuencia de este tipo de flujos, la remocidon de nutrientes del suelo es mucho
mayor que lo que puede recuperarse por medio de fertilizacion. Adicional ala pérdida
de los nutrientes en el suelo agricola, en este mismo sentido, hay que considerar el
particular impacto que tiene para los cuerpos de agua subterraneos y superficiales la
llegada de estos flujos altamente ricos en nutrientes, provocando el crecimiento
descontrolado de microorganismos como las algas llevando a procesos de
eutrofizacion que acaban con el resto de las formas de vida acuatica (FAO e ITPS, 2015).
Las tasas totales de erosion por viento son altamente inciertas. Se estima que el limite

superior de la movilizacién de polvo por erosidn edlica en tierras cultivables es de
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aproximadamente 2 gitatoneladas (Gt, 10° t) al afo (estimaciones de 2015). Sin
embargo, el viento no solo moviliza polvo sino también particulas mas gruesas del
suelo (arena), lo que implica tasas de erosion e6licamucho mas altas. Un gran nimero
de estudios han realizado estimaciones globales de l1a erosidn edlica y el transporte de
polvo. Aproximadamente el 75% de las emisiones de polvo provienen de fuentes
naturales y el 25% restante se atribuye a fuentes antropogénicas (Ginoux et al., 2012).
Las tasas de erosion en tierras cultivadas en areas tropicales y subtropicales pueden
alcanzar valores de hasta 50-100 toneladas por hectarea por afio. Sin embargo, las tasas
promedio son mas bajas y a menudo son de 10-20 toneladas por hectarea por afio.
Estas altas tasas se deben a la combinacién de un clima erosivo y pendientes mas
pronunciadas que en las tierras cultivadas en zonas templadas. Las tierras de pastoreo
y pastizales en areas tropicales y subtropicales puedensufrir tasas de erosionsimilares
alas deloscultivos tropicales. La redistribucion del suelo dentro de los campos debido
a la labranza puede llevar a tasas de erosion muy altas en convexidades (lomas) que
superan las 30 toneladas por hectarea por afio y a tasas de deposicion en huecos y en
los bordes de los campos que superan las 100 toneladas por hectarea por ano. Estas
tasas no son directamente comparables con las tasas de erosion por viento o agua ya
que el suelo erosionado por la labranza no abandonara el campo. Sin embargo, la
erosion por labranza puede reducir significativamente la productividad de los
cultivosen convexidades y cerca de los bordes del campo o terraza (FAO e ITPS, 2015).
Adicional a los efectos de la erosion sobre el suelo por labranza, esta practica agricola
impacta también la biodiversidad de microorganismos del suelo, en particular el uso
herramientas que actian a mayor profundidad (Cookson et al., 2008), disminuyendo
la biomasa microbiana, situacion diferente con métodos de “no labranza” o labranza
superficial. Ademas, la explotacion agraria sin llevar a cabo rotaciones de cultivos de
forma correcta o dar temporadas de “descanso” al suelo, selecciona de forma indirecta
la mayor presencia de patdgenos. Esto invariablemente lleva al uso incrementado de

pesticidas o incluso de técnicas de “desinfeccion” como la inyeccion de vapor caliente
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(mads comun a mediados del siglo XX) o posteriormente mediante solarizacion
acompanada de la aplicacion de pesticidas (Abu- Irmaileh, 2004). Este tipo de
procedimientos tienen un alcance limitado y son de una gran agresividad para el suelo
y su biodiversidad, sin mencionar los impactos en la salud humana. Otra estrategia
utilizada a la par de estos procedimientos es el uso de variedades genéticamente
resistentes. Ambas técnicas tienen limitaciones tanto legales, como econdmicas y mas
aun cuando los patdgenos generan tolerancias a los pesticidas o encuentran formas de
evadir las resistencias genéticas de los hospederos. Sin duda esta vision en la que es
un conflicto entre “individuos”, hospedero vs patdgeno, les aisla del resto de agentes
presentes en todas las interacciones que ocurren en un medio tan rico como el suelo.
En una perspectiva diferente, Cook et al. (1995), reportaba la capacidad de algunas
plantas, en su caso particular de alguna variedad de trigo (Triticum sp. L.), donde se
daba el fendmeno de “supresion inducida” en el que, debido a cambios en las
comunidadesbacterianas, eran estas comunidades quienes controlaban o desplazaban
completamente al hongo patégeno Gaeumannomyces graminis var. tritici tanto en el
suelo, como en heridas en las raices de las plantas. Estos cambios en la comunidad
microbiana se daban por las plantas de trigo. Podemos conceptualizar a los suelos
supresores de enfermedades como: “suelos enlos cuales el patégeno no se establece o
persiste, se establece pero causa poco o ningin dafo, o se establece y causa
enfermedad por un tiempo pero luego la enfermedad es menos importante, aunque el
patogeno puede persistir en el suelo.” (Baker y Cook, 1974). Se han reportado suelos
supresores de enfermedades tales como las provocadas por Fusarium oxysporum
Schltdl., Aphanomyces euteiches D., Heterodera avenae Wollenweber, H. schachtii A.
Schmidt, Meloidogyne spp. Goldi, Criconemella xenoplax Raski, Thielaviopsis basicola Berk.
& Broome, Phytophthora cinnamomi Rands, Phytophthora infestans Mont., Pythium
splendens Hans Braun, Pythium ultimum Trow, Rhizoctonia solani J.G. Kiihn,
Streptomyces scabies Lambert & Loria, Plasmodiophora brassicae Woronin, y Ralstonia

solanacearum Smith (Weller et al., 2002). Aunque esta reportado que los aportes de
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materia organica, ciertas practicas agricolas o la restitucion de la fertilidad del suelo
pueden incrementar la supresion general (Rovira y Wildermuth, 1981), se considera
que esta capacidad es indiferente a la presencia de cultivos y es mas bien producto de
practicas en su conjunto a largo plazo. En cambio, lo que llamariamos supresion
inducida es iniciada y sostenida durante la presencia del cultivo y producto de varios
ciclos de cultivo de variedades identificadas con la capacidad supresora de
enfermedades (Weller et al., 2002).

Por ello, es que un enfoque que sea capaz de abarcar interacciones tan complejas es
necesario. Hoy en dia las nuevas tecnologias de secuenciacionnos permiten conocer
no solo laidentidad de los integrantes de estos complejos sistemas, sino el genoma de
la comunidad (metagendmica) que incluye todos los genes de los integrantes de la
comunidad y sus funciones (metatranscriptoémica funcional), permitiendo asi conocer
las poblaciones microbianas donde ocurre este fendmeno y también identificar
consorcios nativos de ciertas regiones o suelos (Mazzola y Freilich, 2017) que suelen
tener mayor actividad contra patdégenos que los consorcios introducidos o sintéticos
(Cook et al., 1995). De esta manera es que es posible empezar a entender la red de
interacciones entre el cultivo y los diferentes metabolitos (e.g., flavonoides o acidos
organicos) exudados por sus raices, particularmente en heridas, y las comunidades
microbianas que de esta manera es capaz, o no, de reclutar (Cook et al., 1995, Ofaim et
al., 2017, Berihu et al., 2023).

Tras todo lo expuesto, queda patente lanecesidad de abordar la mejora de los cultivos,
en particular del pimiento, mas alla de los objetivos de mejora tradicionales e incluir
las interacciones con una perspectiva holistica. Dicho de otra manera, los programas
de mejora deberian disefiarse en torno al holobionte, resultando no solo en un cultivo
mejorado, sino ecosistemas completos. Dentro de los humildes alcances que puede
tener un plan de investigacion doctoral, hemos establecido los siguientes objetivos

para aportar a esta perspectiva algunas luces dentro de la mejora del pimiento:
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2. Objetivos

Como ya se ha introducido antes, para responder a estas necesidades se han
establecido los siguientes objetivos para la mejora del pimiento:
Objetivo principal. Mejora del pimiento (Capsicum spp.) desde una perspectiva
holistica para su aprovechamiento dentro de una agricultura mas sostenible:
Objetivo especifico 1. Identificar dentro de una amplia variedad de accesiones
de Capsicum spp., posibles nuevas fuentes de tolerancia o resistencia a oidio (L.
tdurica).
Este objetivo se desarrolla en el capitulo 1 de la presente tesis.
Objetivo especifico 2. Caracterizar la interaccion de diversos genotipos de
Capsicum spp. con la rizosfera en diferentes manejos de cultivo. Actividad
enzimatica, actividad respiratoria y microbioma.

Este objetivo se desarrolla en los capitulos 2 y 3.



Mejora del chile: resistencias e interaccion con el suelo 29

3. Capitulo 1: Estudio de la respuesta al oidio

(Leveillula taurica) en chiles y pimientos
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3.1. Introduccion

Los pimientos (Capsicum spp.) es uno de los cultivos horticolas mas importantes
cultivados en todo el mundo y adaptados a una variedad de condiciones de cultivo,
utilizados tanto frescos como procesados (FAOSTAT, 2021). Siendo un cultivo
ampliamente difundido, estd amenazado por diferentes patdgenos. El oidio (Leveillula
taurica (Lév.) Arn.) es uno de ellos, principalmente en ambientes frescos y hiumedos,
como invernaderos y campos abiertos en latitudes medias durante las estaciones de
otofio e invierno (Parisi et al., 2020). La infeccion de este hongo endoparasito obligado
bidtrofo comienza cuando las conidias (esporas asexuales) transportadas por el aire
aterrizan en la superficie de la hoja, germinan y la hifa entra por los estomas u otra
abertura, desarrollando sumicelio dentro del mesoéfilo delas hojas (Zheng et al., 2013).
Los primeros sintomas son manchas clordticas amarillas en las hojas mas viejas.
Posteriormente, el desarrollo de los conidioforosen el envés de las hojas (cara inferior)
provoca el caracteristico polvo blanco de esta enfermedad. Se produce la caida
prematura de las hojas (o abscision foliar), afectando la produccion al disminuir la
fotosintesis y exponer los frutos a la insolacion (Molot et al., 1990).

La naturaleza biotrdfica del hongo requiere mantener plantas infectadas como fuente
de indculo y limita la evaluacidon de accesiones para resistencia (Daubeze et al., 1995,
Lefebvre et al., 2003, Blat et al., 2005 y 2006). La evaluacion generalmente se realiza en
cultivos a campo abierto en la etapa de fructificacion, pero también se puede realizar
bajo condiciones controladas (invernaderos o cdmaras de crecimiento) durante las
primeras etapas de la planta, donde la inoculacion de las accesiones se realiza desde
que cuenta con 3-4 hojas verdaderas hasta la etapa de fructificaciéon (de Souza y Café-
Filho, 2003, Zheng et al., 2013). La respuesta en las primeras etapas puede diferir de
las plantas adultas. Por ejemplo, algunas accesiones comerciales de C. annuum han
mostrado mejores respuestas contra la infeccion en plantas jovenes (de Souza y Café -

Filho, 2003). Tres técnicas principales de inoculacién se utilizan cominmente: i)
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infeccion natural, ii) inoculacion artificial mediante cepillado directo de conidias en
las hojas, iii) pulverizacion de conidias en suspension de concentracion variable (105
—-2,5 x104 ml-1) con TritonX 100 1l ml* (Molotet al., 1990, Daubeze et al., 1995, Zheng
et al., 2013, Albert et al., 2017, Ozer et al., 2018, McCoy y Bosland, 2019). Los cribados
controlados se han realizado utilizando una amplia gama de temperaturas (16-27 °C,
Molotet al., 1987, Zheng et al., 2013), humedad (30-70% + 15 HR, Bai et al., 2003, Zheng
et al., 2012) y fotoperiodo (12-14 h luz y 12-10 h oscuridad, Molot et al., 1987; Ozer et
al., 2018). Para evaluaradecuadamente la respuestaa la infeccion, algunos autores han
propuesto un sistema de puntuacién semicuantitativo o variantes (Molot et al., 1987).
Dicha metodologia clasifica las plantas utilizando una escala del 0 al 5, donde 0 =
planta sana (es decir, sin hojas infestadas) y 5 = 80-100% del follaje de la planta
infestada. Daubeze et al. (1995) utilizaron un sistema de puntuacién similar llamado
intensidad de esporulacion (Sp, escala de 0-5), pero también evaluaron la proporcion
de darea foliar enferma por planta (Pr, escala de 0-5) utilizando una escala
semicuantitativa.

Aunque se han informado algunas fuentes de tolerancia al oidio en los pimientos, no
se ha encontrado ninguna resistencia completa. Una de las primeras y mas resistentes
accesiones de C. annuum identificados fue H3 (un acceso etiope resistente al oidio y
picante de frutos pequenos) y HV-12, una accesién obtenida como haplodiploide de
los hibridos de H3 y cv. 'Vania’ (Daubeze et al., 1995, de Souza y Café-Filho, 2003,
Zheng et al., 2013). Se han encontrado altas tolerancias en otras especies de Capsicum
como C. baccatum, C. chinense, C. frutescens y C. pubescens (Lee et al., 2001, de Souzay
Café-Filho, 2003, Blat et al., 2005y 2006). A pesar de que C. chinense y C. frutescens estan
agrupados dentro del complejo botanico de C. annuum, se ha informado de
incompatibilidad sexual (tanto pre como postzigdtica) en muchas ocasiones,
dependiendodela accesion (Manzur et al., 2015). Por lo tanto, la introgresion de genes
de otras especiesen C. annuum es limitada. Recientemente, McCoy y Bosland (2019)

evaluaron 152 accesiones de Capsicum spp. bajo condiciones de infeccion natural (no
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controladas) en campos de Nuevo México. Identificaron putativamente varias
accesiones de C. annuum y una accesion de chiltepin (C. annuum var. glabriusculum),
abriendo la posibilidad de encontrar genes de resistencia en C. annuum. En este
sentido, atin no se han realizado ensayos para la resistencia al oidio con suficientes
accesiones de C. annuum var. glabriusculum, una forma silvestre y semisilvestre de
pimiento, que se ha descrito como un ancestro cercano de C. annuum (Aguilar-
Meléndez et al., 2009, Kraft et al., 2013, Hayano-Kanashiro et al., 2016, Pereira et al.,
2019). Varias poblaciones de pimientos silvestres y semisilvestres se distribuyen
naturalmente en México (Luna-Ruiz et al.,, 2018), y Kraft et al. (2013) reunieron una
coleccion de pimientos silvestres y semisilvestres de México y el sur de EE. UU., que
puedenser buenos candidatos para explorar fuentes adicionales de resistencia al oidio.
El objetivo del presente trabajo fue examinar, en condiciones controladas, una amplia
variedad de accesiones de Capsicum spp., incluyendo C. annuum var. glabriusculum,

para identificar posibles nuevas fuentes de tolerancia o resistencia al oidio.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Material vegetal y ensayo de infeccion.

Se evaluaron 49 accesiones de cinco taxa diferentes de Capsicum (22 C. annuum,
incluyendo algunos cultivares comerciales, 5 C. annuum var. glabriusculum, 13 C.
baccatum, 6 C. chinense, 1 C. frutescens y 2 C. pubescens) en dos ensayos diferentes (Tabla
5). En cada ensayo se incluyeron como controles tres accesiones comerciales conocidas
por su buena respuesta contra el oidio en condiciones de campo (C. annuum: Co-**).
Ademads, en el segundo ensayo se reevaluaron cuatro accesiones seleccionadas del

primer ensayo para confirmar su respuesta contra el oidio.
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Tabla 5. Material vegetal utilizado con nombres de accesiones, cédigo identificador de las accesiones,
origen y nimero de replicas por ensayo.

Accesion Codigo Origen No. de replicas
Capsicum annuum primer segundo
Aci Sivri A-09 Turquia - 5
Acorde RZF1 (53-142) Co-01 Rijk Zwaan, Espana 20 5
Ancho 101 A-10 Meéxico/EE. UU. - 5
Ancho Mulato A-17 Meéxico/EE. UU. - 5
Bola A-01 Murcia, Espafa 5 -
California Wonder (r) A-23 Linea de mejora COMAYV, Valencia, Espafia - 5
California Wonder (a) A-02 Linea de mejora COMAYV, Valencia, Espafia 5 -
Carmagnola Rosso A-12 Carmagnola, Italia - 5
Chile Serrano 204D  A-03 Meéxico/EE. UU. 5 -
Chile Serrano A-04 Meéxico/EE. UU. 5 -
Jalapefio Candelaria A-13 México/EE. UU. - 5
Jalapefio Espinalteco 5

A-21 Meéxico/EE. UU. -
10397
Jalapefio M. A-18 México/EE. UU. - 5
Kabuki F1 (BF50820) Co-02 Syngenta, Espana 20 5
Largo de Reus A-05 Mascarell Seed Co., Espafia 5 -
Largo Valenciano A-14 Alicante, Espafa - 5
Mojo Palmero A-22 La Palma, Espafia - 5
Nirvin RZ Fi (35-150) Co-03 Rijk Zwaan, Espana 10 5
Pasilla Bajio A-06 México/EE. UU. 5 -
Pimiento Valenciano A-16 Valencia, Espafia - 5
Piquillo A-07 Navarra, Espana 5 -
Serrano Criollo -

A-08 Morelos, México 5

Morelos
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C. annuum var. glabriusculum

Arizona 1003 Ag-01 Arizona, USA
Chiapas 1333 Ag-03 Chiapas, México
Nayarit 1411 Ag-04 Nayarit, México
Oaxaca 1430 Ag-02 Oaxaca, México
Veracruz 1196 Ag-06 Veracruz, México

C. baccatum

Bol — 103 B-04 Santa Cruz, Bolivia
Bol — 104 B-05 Santa Cruz, Bolivia
Bol - 106 B-11 Santa Cruz, Bolivia
Bol — 108 B-12 Santa Cruz, Bolivia
Bol - 111 B-13 Santa Cruz, Bolivia
Bol-115 B-14 Santa Cruz, Bolivia
Bol - 117 B-07 Santa Cruz, Bolivia
Bol — 120 B-15 Santa Cruz, Bolivia
Bol — 134 B-01 Santa Cruz, Bolivia
Bol - 37R B-03 Chuquisaca, Bolivia
Asta de Toro B-02 Cochabamba, Bolivia
Bol - 67 B-09 Cochabamba, Bolivia
Bol-71 B-10 Santa Cruz, Bolivia
C. chinense

Aji dulce C-01 Venezuela

Bol — 198 C-02 Santa Cruz, Bolivia
Aji Charapita C-03 Amazonia, Pert
ECU-994 C-04 Ecuador

Habanero Rojo C-06 Pennsylvania, EE. UU.

Aji Mochero C-05 Valle de Moche, Peru
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C. frutescens

Bol - 144 F-01 Santa Cruz, Bolivia 5 -

C. pubescens

Bol — 188 P-01 Chuquisaca, Bolivia . 5

Bol - 59 P-02 Cochabamba, Bolivia - 5

Las semillas se sembraron en bandejas y un mes después, las plantulas se
trasplantaron a macetas de 7,5 x 7,5 cm. Una semana después del trasplante, las
plantas se decapitaron para dejar solo tres o cuatro hojas basales (Figura 8A). Luego,
se colocaron en miniinvernaderos en un disefo de bloques al azar (Figura 8B). Los
miniinvernaderos se colocaron en camaras climaticas con una temperatura promedio

de 21 °C + 2 y una humedad relativa del 80% + 5 (Bai et al., 2003, Zheng et al., 2012).

(A)

Figura 8. Configuracion del experimento; (A) plantas de pimiento de 30 dias de edad recién decapitadas
listas para ser inoculadas; (B) miniinvernadero usado para evitar la propagacion del patdgeno fuera de
él.

Las plantas fueron inoculadasy posteriormente reinoculadas tres veces (a los 7, 14 y
21 dias después de la primera inoculacién) mediante la pulverizacién de la parte
abaxial de las hojas con una suspension acuosa de 104 conidias ml (concentracion
maxima obtenida). Elindculo de L. taurica se obtuvo de hojas infectadas de pimientos

cultivados encampos comerciales y se mantuvo in vivo en materiales susceptibles bajo
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condiciones controladas. Las plantas se evaluaron 30 y 60 dias después de la primera

inoculacion (DDI).

3.2.2. Evaluacion de la respuesta.

Debido a la amplia gama de especies de Capsicum evaluadas y para superar
posibles sesgos, se utilizé un Indice de Infeccién Compuesto (IIC) basado en Daubeze
et al. (1995). Se registraron el nimero total de hojas (TH) y el nimero total de hojas
afectadas (HA) que mostraban manchas cloréticas en cada fecha de evaluacién
Ademas, se calculé una proporcion HA TH?, similar a "la intensidad de esporulacion”
de Daubeze et al. (1995). También se considero el drea afectada enla hoja mas danada,
llamada 4rea méaxima afectada (AMA), similar a la "superficie de hoja por planta" de
Daubeze et al. (1995). La AMA se registré visualmente mediante la puntuacién de la
proporcion de superficie de la hoja cubierta por manchas clordticas o de esporulacion
(se utilizd de 0.00 a 1.00, donde el 10% de la superficie de manchas cloroticas-
esporuladas era 0,10, e 20% = 0,20 ... y el 100% = 1,00). Nuestro propuesto IIC (en una

escala de 0,00-1,00) se calculd de la siguiente manera:

(%) + AMA

[IC= > )

3.2.3. Analisis estadistico
En ambos ensayos se evaluaron cinco plantas por accesion, excepto las
accesiones comerciales durante el primer ensayo (10 a 20 plantas). Se realiz6é un
analisis de varianza factorial de dos vias (ANOVA, P < 0,05) utilizando los valores-n
individuales de cada planta para evaluar los efectos de la accesion y del bloque
(miniinvernaderos) (Hoshmand, 2020). Ademas, se utilizo la prueba de rango multiple
post-hoc de Student-Newman-Keuls (P <0,05) para detectar diferencias significativas
entre las medias de las accesiones para todas las caracteristicas evaluadas. Los datos
se estandarizaron mediante puntajes-Z para comparar dentro y entre ensayos. Todos

los andlisis estadisticos se realizaron utilizando Statgraphics Centurion XVIII (ver.
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18.1.13, Statgraphics Technologies, VA, USA). Tablas suplementarias en el repositorio

https://github.com/ivalethia/pepper resistance powdery mildiu

3.3. Resultados

3.3.1. Primera seleccion:

La infeccion del primer ensayo produjo el dafio caracteristico del mildia
polvoriento enlas plantas. Al evaluar el rendimiento de las 27 accesiones probadas en
este ensayo, el ANOVA mostrd diferencias significativas entre ellas para todas las
caracteristicas evaluadas (P < 0,001, Tabla suplementaria 1 en el repositorio). Como las
plantas se organizaron en un diseno de bloques al azar, se investigd la posible
influencia del bloque. Ademas, el efecto de bloque contribuy¢ significativamente a la
variacion (Tabla suplementaria 1 en el repositorio). Esta circunstancia se considerd en
el analisis post-hoc. La intensidad de la infeccidon fue mayor a los 30 que a los 60 DDI
(Tabla 6). La relacion media de HA TH™! fue de 0,32 alos 30 DDI y disminuyo6 a 0,18 a
los 60 DDI; el AMA promedio fue de 0,18 a los 30 DDI y 0,23 a los 60 DDL el IIC
promedio fue de 0,25 a los 30 DDI y 0,20 a los 60 DDIL

Tabla 6. Valores promedio del primer ensayo para el niimero total de hojas (TH), hojas afectadas (HA),
proporcion HA/TH, drea mdxima afectada (AMA) y indice de infeccion compuesto (ICI) a los 30 y 60
dias después de la inoculacion (DDI)

TH HA HA/TH AMA IIC

30DDI 60DDI 30DDI 60 DDI 30 DDI 60 DDI 30 DDI 60 DDI 30 DDI 60 DDI

Capsicum annuum

A-01 12,02 asco 21,03 ascoe 3,40 asc 3,47 a8 0,30 48c 0,174 0,134 0,214 0,220 0,194
A-02 91248 1491 a8 428 ac 3294 056c 0224 0308 0214 0430 021a
A-03 12,64 ascoe 23,30 ascoer 3,54 asc 4,308 0,29 asc 0,172 0,184 0414 0,23 a8c0 0,29 4
A-04 16,56 cowc 40,10 6,46 c0 3,708 045sc 0,114 042c 0,17 a 044p 0,144
A-05 9,52 16,23 asc 3,19 asc 3,228 0,33 a8c 0,194 0,11a 036 0,220 0,27 4
A-06 13,68 ascoer 21,77 apcoer 2,41 asc 2,58 4 0,194c 0,114 0,134 0,12a 0,16 4c0 0,12 4

A-07 9,17 a8 13,71 a 2,84 ac 2,712 0,30ac 0,18 0,11 a8 0,34 0,20 ac0 0,26 a
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A-08 17,43 perc 35,49 wrc 816p 2294 051 0,10a 0,25ac 0,104 0,38 p 0,10 a
Co-01 9,00 s 1585 ac 2,95 ac 3,254 0,35ac 0,204 0,15 a8 024 0,25 0,224
Co-02 7,854 13,95 a 340 ac 3,258 0,45 ac 0,25+ 0,14 a8 0,18a 0,30 aco 0,21 a

Co-03 9,20 as 14,70 8 3,10 a8c 3,60 a8 0,35ac 0,27a 0,27 a¢c 021 a 0,31 asco 0,24 a

C. annuum var. glabriusculum

Ag-()l 14,92 scoerc 30,01 coere 0,364 2504 0,072 0,054 0,044 0,13 a 0,05 a 0,09 a

Ag—OZ 19,08 rc 36,59 rc 2,64 ac 5504 0,104 0,19 0,08 s 0,172 0,09 ac 0,184

C. baccatum

B-01 12,56 ascoe 22,84 ascoer 5,73 80 4,24 48 053¢ 0,182 0224c 0,112  0,37p 0,144
B-02 16,64 corrc 36,56 /¢ 2,67 aic 4,96 a8 0,17 asc 0,204 0,16 a8 0,292 0,17 asco 0,24 a
B-03 13,92 ascoer 24,09 ascoer 5,66 8c0 2,914 0,38 48c 0,124 0,28 46c 0,164 0,338c0 0,14 4
B-04 1828 opec 30,91 operc 3,54 asc 4498 0,214c 0,294 0,164 0,264 0,18 a8c0 0,27 a

B-05 10,84 asc 25,65 3,16 asc 327 a8 037 asc 0,14 026 0,172 0,320 0,162
ABCDEFG

B-07 16,83 coerc 32,06 berc 5,27 80 5,93 a8 0,34 ac 0,194 0,16 a8 0,392 0,250 0,29 a
B-09 14,48 scorrc 34,74 perc 3,76 asc 4,58 a5 0,29 a5c 0,124 0,21 ac 0,254 0,250 0,19 a

B-10 10,121 19,86 asco 4,44 asc 4,628 0,48 ac 0,254 0214 0374 034w 0314

C. chinense

C-01 12,85 aBcoer25,08 ascoer 2,64 asc 3,58 a8 0,20 aBc 0,15a 0,144 0,22a 0,17 ascp 0,18 A
C-02 13,35 aBcoer 12,724 3,36 a8c 4,02 a8 0,26 aBc 029 0,124  0,22a 0,19 a8c0 0,25 A
C-03 2038c 3539ec 840p 7438 041ac 020a 0204 0,272 030480 0,24 4
C-04 16,48 corerc 28,88 Bcperc 4,12 asc 5,22 a8 0,31 aBc 0,17a 0,142 0,174 0,23 a8cp 0,17 A

C-05 17,14 coerc 29,80 coerc 1,86 a8 4,86 a8 0,084 0,202 0,044 0,19 0,064 0,19 a

C. frutescens

F-01 18,79 ¢ 31,28 perc 3,91 asc 5,74 a8 0,24 ac 0,172 0,144 0,27 a 0,19 a8cp 0,22 A

Media 13.81 25,46 3,90 4,06 0,32 0,18 0,18 0,23 0,25 0,20

*Valores promedio con diferentes letras dentro de las columnas (ascperc) son significativos de acuerdo
con el test de rangos multiples de Stundent-Newman-Keuls con un p-valor <0.05.

Alos 30 DD, los valores medios del numero total de hojas (TH) variaron de 7,85 (Co-

02) a 20,38 (C-03), y las accesiones se separaron significativamente en diferentes
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grupos, siendo Co-02, Co-01, A-02, A-07, Co-03, A-05 y B-10 los que presentaron el
menor numero de hojas, mientras que A-08, B-04, F-01, Ag-02 y C-03 mostraron el
mayor numero (Tabla 6). El nimero promedio de hojas afectadas (HA) oscil6 entre
0,36 (Ag-01) y 8,40 (C-03), y la accesion Ag-01 difirid significativamente de las seis
accesiones mas afectadas (es decir, B-07, B-03, B-01, A-04, A-08 y C-03). Para la relacién
de hojas afectadas, los valores medios oscilaron entre 0,07 (Ag-01) y 0,56 (A-02) y Ag-
01 y C-05 difirieron significativamente de las tltimas tres accesiones (A-08, B-01 y A-
02).

Para la AMA, los valores medios variaron desde 0,04 (Ag-01) hasta 0,42 (A-04), aunque
solo Ag-01 y C-05 difirieron significativamente de las dos peores accesiones, A-02 y A-
04. En el caso del indice de infeccion compuesto (IIC), los valores medios oscilaron
desde 0,05 (Ag-01) como el mas tolerante, hasta 0,44 (A-04), como el mas susceptible.
En este sentido, la prueba estadistica separa claramente a Ag-01 y C-05 de las cinco
peores accesiones (B-10, B-01, A-08, A-02 y A-04) (Tabla 6).

A los 60 dias después de la inoculacidn, el andlisis de varianza detecté diferencias
significativas entre accesiones en la mayoria de los caracteres, particularmente en TH
y HA (Tabla suplementaria 2 en el repositorio). En TH, las accesiones se agruparon
significativamente como fue a los 30 DDI y, por lo tanto, las accesiones con el mayor
ntmero de hojas a los 30 DDI también tuvieron un alto nimero de hojas a los 60 dias
(Tabla 6). En cambio, esto no fue asi para el resto de los pardmetros, lo que indica que
la evolucion de estos caracteres desde los 30 a los 60 dias fue diferente entre las
accesiones. Asi, algunas accesiones como A-06, Ag-01 y Ag-02 evolucionaron con
valores muy bajos de HA, proporcion HA TH', AMA e IIC, mientras que C-02 mostrd
valores moderados en ambos periodos de tiempo, y C-03 y B-10 continuaron con
valores altos de la enfermedad (Tabla 6). Por el contrario, algunas accesiones como A-
08, B-01, B-03, A-04, B-05, que tuvieron valores muy bajos de HA, proporcion HA TH-
!, AMA y IIC a los 30 dias después de la inoculacion, tuvieron un comportamiento

muy bueno a los 60 dias después de la inoculacion (Tabla 6).
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3.3.2. Segqunda evaluacion.

Basandose en los resultados de la primera evaluacion, se seleccionaron cuatro
accesiones para ser incluidas en la segunda evaluacion, ya que mostraron una buena
respuesta (Ag-01 y Ag-02), una respuesta moderada (C-02) y una mala respuesta (B-
10), tanto en las evaluaciones de 30 como de 60 dias después de la inoculacion.
Desafortunadamente, la accesiéon A-06, que mostré6 un buen comportamiento en la
primera evaluaciony estaba prevista para ser incluida también, tuvo una germinacion
deficiente (<10%) y, por lo tanto, fue descartada para la segundaevaluacion. El andlisis
de varianza encontr6 diferencias significativas entre accesiones en la mayoria de los
caracteres, con la tinica excepcidon de AMA, y en la mayoria de los casos, el efecto del
bloque también fue significativo, lo que se considerd al realizar el analisis post-hoc
(Tabla suplementaria 3 en el repositorio). En general, la gravedad de los sintomas a los
30 dias después de la inoculacion en todas las accesiones fue mayor en esta segunda

evaluacidn que en la registrada en el primer ensayo (Tablas 6 y 7; Figura 9).

Tabla 7. Valores promedio del segundo ensayo para el niimero total de hojas (TH), hojas afectadas (HA),
proporcion HA/TH, drea mdxima afectada (AMA) y indice de infeccion compuesto (1IC) a los 30 y 60
dias después de la inoculacion (DDI)

TH HA HA/TH AMA IIC

30DDI 60DDI 30DDI 60DDI 30DDI 60DDI 30DDI 60DDI 30DDI 60DDI

Capsicum annuum

A-09 7,04 10594 6,034c 4,77 0,85sc 0,62D 0,42 a 018a 0,644 0,408
A-10 10,18 21,134 570ac 7,634 0,59 asc 0,36 asc 0,34 A 020a 0471 0,28 a8
A-12 584 1987 3,75smc 424 0,73ac 0,21ac 0,254 014a 049 0,18 as
A-13 960 2204 751ac 596 0,74ac 0,27 26c 0,37 a 0224 056 0,24 a8
A-14 593a 1831 458ac 649 0,84ac 04480 0,304 022a 057 0,33 s
A-16 357 1843 248 394 093 ac 0,244c 0484 013a 0,704 0,18 a8
A-17 824a 2527 595ac 904 0,78ac 0,35ac 0,354 022a 056 0,29 s

A-18 770a 19,774  510ac 5,10 0,77 asc 0,40 asco 0,39 a 0418 0,58 as 0418
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A-21 855a 17,69 738ac 6,654 0958c 046 0554 0,174 0,758 0,31 28
A-22 10,3528 26,56 asc 8,59 asc0 597 a8 0,86 ac 0,23 c 044a 0244 0,65 0,23 28
A-23 533a 1886 290sc 3,07 052 0,171 0,18a 0,174 0354 0,17 a8
Co-01 715a 2191a 536ac 446 0,74 020 0434 0,094 058 0,144
Co-02 359a 1637 229 427 0,75xc 024 0252 0,134 050 0,19 as
Co-03 539a 2067a 332ac 526 082 0274 033a 0204 057 0,23 48

C. annuum var. glabriusculum

Ag-01 23290 44,67 1040ce 8094 0,512 0,18mc 0,304 010a 0414 0,144
Ag-02 10,44 a8 29,92 asco 6,54 8¢ 8,324 0,71 asc 0,29 a6c 0,254 0152 048 0,224
Ag-03 7454a 29,08 ascp 6,44 asc 8,614 0,89 asc 0,28 ac 0424 0124 0,654 0,20 as
Ag-04 16,725c 30,34 asco 10,13 scoe 9,738 0,69 asc 0,30 asc 0,34 A 0,184 051 0,24 s

Ag-06 1936 73,11k 1537 14,18c 0,80ac 0,22ac 0332 0,291 0571 0,258

C. baccatum

B-10 1042 33,1780 745a8c 6,194 0,69 ac 0,18 ac 0332 021a 0514 0,19 as
B-11 10,02 a8 29,07 asco 6,64 asc 4,71 a8 0,75 ac 0,18 a8c 0,264 0,114 0,514 0,154
B-12 11,48 26,151c 9,29 asc0 5334 0,77 ac 0,192c 0504 029 0,634 0,24 a8
B-13 10,884 33,4480 1038 coe 333a8 094ac 0,104 037a 021a 06528 0,154
B-14 2142w 37,0080 14,620e 6,964 0,72ac 0,192c 034a 0,162 0534 0,17 a8
B-15 11,654 24964 717 ac 6,044 0,65ac 024 028a 021a 046 0,22 a8

C. chinense

C-02 422a 1787 344xc 531a 097c 034 036a 027 0,66 0,31 a8

C-06 6454 2681 ac 5451c 5854 0,89 a8c 0,221 0414 010a 0,654 0,16 a8

C. pubescens

P-01 1098 4573p 811ac 2,74a 0854c 0,10a8 0454 015a 0,654 0,124

P-02 1027 37,0280 6,19 ac 3,20 0,61 ac 0,08 a 0,53 a 0,16 a 0,57 as 0,12 a

Media 9,78 27,44 6,85 6,05 0,77 0,26 0,36 0,19 0,57 0,22

*Valores promedio con diferentes letras dentro de las columnas (ascperc) son significativos de acuerdo
con el test de rangos multiples de Stundent-Newman-Keuls con un p-valor <0.05.
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B) C)

Figura 9. Resultados del experimento; (A) Ejemplo de plantas durante el ensayo; (B) Detalle de Ag-01
y; (C) Detalle de A-16 durante el Segundo ensayo a 30 DDI

Los valores medios de TH a los 30 dias después de la inoculacion oscilaron entre 3,57
(A-16) y 23,29 (Ag-01) y presentaron diferencias significativas segin el ANOVA (P <
0,000) (Tabla Suplementaria 3 en el repositorio). La prueba estadistico separd un gran
grupo de catorce accesiones con los valores mas bajos (A-16, Co-02, C-02, A-23, Co-03,
A-12, A-14, C-06, A-09, Co-01, Ag-03, A-18, A-17 y A-21) de otro grupo de cuatro
accesiones de C. annuum var. glabriusculum y C. baccatum (Ag-01, Ag-04, Ag-06 y B-14)
que mostraron los valores mas altos de TH (Tabla 7). En cuanto a HA, se encontraron
diferencias significativas entre accesiones (ANOVA, P <0,000) (Tabla Suplementaria 3
en el repositorio) y los valores medios oscilaron entre 2,29 (Co-02) y 15,37 (Ag-06). Las
accesiones difirieron estadisticamente de manera similar a TH, con Co-02 y A-16
siendo las mejores accesiones en un grupoy otro grupo como elsegundo grupo de TH
(B-13, Ag-01, B-14 y Ag-06) (Tabla 7). El ANOVA también detect6é una contribucion
significativa de las accesiones a la variacion (P < 0,003) en la relacion HA TH?
(ANOVA) (Tabla Suplementaria 3 en el repositorio) y los valores medios se
comprendieron entre 0,51 (Ag-01) y 0,97 (C-02) y la mejor accesion Ag-01 difirid
significativamente de las dos ultimas accesiones (A-21 y C-02) (Tabla 7). Como se
menciond antes, no se encontraron diferencias significativas en el drea maxima

afectada (AMA) (ANOVA, P =0,350) (Tabla Suplementaria 3 en el repositorio) y el test
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estadistico no mostré diferencias significativas entre accesiones, aunque los valores
medios oscilaron entre 0,18 (A-23) y 0,55 (A-21) (Tabla 7). Finalmente, se encontraron
diferencias significativas entre accesiones en el indice de infeccion compuesto (IIC)
(ANOVA, P =0,018) (Tabla Suplementaria 3 en el repositorio), con los valores medios
comprendidos entre 0,35 (la mejor accesiéon A-23) y 0,75 (A-21), que difirieron
significativamente (Tabla 7).

En general, segtin los valores registrados a los 60 dias después de la inoculacidn, las
plantas parecian haberse recuperado de la inoculacion (Tabla 7). La ANOVA encontré
un efecto significativo de las accesiones en la variacion de TH (ANOVA, P < 0,000)
(Tabla Suplementaria4 en el repositorio) y los valores medios oscilaron entre 10,59 (A-
09) y 73,11 (Ag-06), siendo A-09 significativamente peor que el grupo de accesiones
con los valores mas altos de TH, una mezcla de Capsicum spp. (B-10, B-13, B-14, P-02,
Ag-01, P-01 y Ag-06) (Tabla 7). Para HA, también la ANOVA detectd diferencias
significativas (P < 0,000) (Tabla Suplementaria 4 en el repositorio). Por lo tanto, los
valores medios estuvieron comprendidos entre 2,74 (P-01) y 14,18 (Ag-06), aunque
solo P-01 fue significativamente mejor que Ag-04 y Ag-06 (Tabla 7). Con respecto a en
la proporcion HA TH™, los valores medios oscilaron entre 0,08 (P-02) y 0,62 (A-09) y
dos grupos de accesiones difirieron significativamente para este caractér, con dos C.
pubescens y un C. baccatum (P-02, P-01 y B-13) mostrando en la proporcion HA TH!
considerablemente valores mas bajos que las dos accesiones de C. annuum, A-21 y A-
09 (Tabla 7). También se encontraron diferencias significativas en AMA, y los valores
medios oscilaron entre 0,09 (Co-01) y 0,41 (A-18), aunque solo se encontraron
diferencias significativas entre las 25 mejores accesiones y la peor accesion (A-18)
(Tabla 7). Finalmente, también se encontraron diferencias significativas en IIC
(ANOVA, P <0,000) (Tabla Suplementaria 4 en el repositorio), con valores medios que
oscilaron entre 0,12 (P-02) y 0,41 (A-18), y las mejores seis accesiones (P-02, P-01, Ag-
01, Co-01, B-11 y B-13) difirieron significativamente de las dos peores accesiones (Tabla

7).
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3.3.3. Andlisis combinado de los resultados

Con el fin de obtener una perspectiva general del rendimiento de todas las
accesionesevaluadas, se calcul6la media de puntaje-Z para IIC de aquellas accesiones
evaluadas en los dos ensayos (Tablas Suplementarias 5, 6 y 7 en el repositorio). Al
representar graficamente IIC a los 30 DDI frente a IIC a los 60 DDI, se puede observar
claramente que muchos genotipos tuvieron una respuesta consistente contra la
infeccion a lo largo del tiempo. Por lo tanto, las medias de puntaje-Z de IIC de A-06,
A-23, Ag-01, Ag-02 y C-05, mostraron una respuesta consistente y buena contra la
infeccion durante el periodo de 30-60 DDI (Figura 10, cuadrante naranja a la izquierda),
en contraste conla accesion A-21, que mostrd una respuesta consistente y mala (Figura
10, cuadrante naranja a la derecha). En comparacion, las accesiones como A-02, A-04
y A-08 mostraron altos valores de infeccién a los 30 DDL, pero una buena respuesta
(valores bajos de IIC) a los 60 DDI, lo que sugiere una recuperacion de las plantas.
Finalmente, las accesiones representadas en la esquina superior izquierda del grafico,
como A-10, tuvieron peores valores a los 60 DDI que alos 30 DDI (Figura 10, cuadrante

azul a la izquierda).

11C a 30 DDI y 60 DDI con medias de puntajes-Z
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Figura 10. Medias convertidas a puntajes-Z del 1IC a los 30 y 60 DDI. Color por spp. Cuadrantes rojos

son respuestas estables; abajo a la izquierda son respuestas buenas, arriba a la derecha son malas.
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Cuadrantes azules son respuestas cambiantes, arriba a la izquierda es que han empeorado y abajo a la

derecha que se estdn recuperando.

3.4. Discusion

En este trabajo se han evaluado varias accesiones de Capsicum spp. para
determinar su resistencia al oidio. Las diferencias enla arquitectura, tamafio, nimero
de hojas y vigor entre las accesiones podrian dificultar la comparacion de sunivel de
tolerancia. Ademas, se ha descrito que las evaluaciones dicotomicas para presenciay
ausencia de sintomas son ineficientes para definir adecuadamente la resistencia a L.
taurica (Lin et al., 2019). El uso de un indice compuesto mitigoé esos efectos y permitio
una comparacion mas justa.

Nuestros hallazgos indican que las respuestas a la infeccion por oidio dependieron en
gran medidade laslecturas de DDI. Esto concuerda con otros autores que encontraron
diferencias en la respuesta a la inoculacion de L. taurica segun la etapa de desarrollo
(de Souza y Café-Filho, 2003). En este estudio, las plantas tuvieron la infeccion mas
grave a los 30 DDI, mientras que las respuestas a los 60 DDI fueron variables entre las
accesiones. Algunas mostraron una recuperacion notable después de un periodo sin
presién de inoculacion, mientras que otras mostraron sintomas y nivel de tolerancia
similares en ambas evaluaciones e, incluso, otras accesiones mostraron un aumento en
los sintomas a los 60 DDI. La resistencia al oidio es compleja ya que puede ser efectiva
en diferentes etapas del ciclo de infeccién y también depende de la edad de la planta.
Daubeze et al. (1995) estimaron 2,6-3 factores genéticos para pladntulasy una presién
de inoculacién mas leve, y 5 factores genéticos para una presion de infeccion mas
fuerte y en plantas mas viejas. En este sentido, el desprendimiento de hojas es un
mecanismo comun para lidiar con la infeccion, lo que permite a la planta sobreviviry,
a veces, recuperarse.

Sin embargo, la produccién de fotoasimilados disminuye drasticamente durante un

periodode tiempo, lo que puedelimitarel desarrollo de laplanta y el cuajado de frutos.
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Si la defoliacion ocurre durante el tiempo de fructificacion, los frutos pueden estar
expuestos a una irradiacion excesiva, aumentando el riesgo de quemaduras solares
(Elad et al.,, 2007; Sudha y Lakshmanan, 2009). Por lo tanto, la caida de hojas se
considera un indicador de susceptibilidad. Otras respuestas a la infeccién por oidio
son mas valiosas para impedir el desarrollo del hongo, especialmente aquellas que
bloquean la invasion de las células hospedadoras por el patégeno desde las primeras
etapas. Esta es la accion de los genes recesivos CaMiol y CaMlo2, que estan
directamente involucrados en la muerte celular y la formaciéon de especies reactivas
de oxigeno, evitando asi el establecimiento de apresorios y la penetracion de las hifas
(Kimy Hwang, 2012). O la respuestaclasica de los genesR, como el gen PMR1, un gen
mayor rico en repeticiones de leucina y sitio de uniéon de nucleétido (NBS-LRR, por
sus siglas en inglés) recientemente identificado (Jo et al., 2017) que detecta efectores
del patogeno e inicia la respuesta inmune. Aun asi, la resistencia al oidio tiene una
naturaleza cuantitativa, de la cual s6lo se han dilucidado algunos QTL (Lefebvre et al.,
2003, Eggink et al., 2016, Gabor et al., 2017).

Como era de esperar debido a la naturaleza cuantitativa de la resistencia al oidio,
nuestros resultados mostraron un continuo de respuesta a la infeccion por L. taurica
en las diferentes accesiones. Registrar la reaccion en dos DDI diferentes nos permitio
seleccionar accesiones con una respuesta consistente de baja infeccion a lo largo del
tiempo, como Ag-01, Ag-02, A-06, A-23, pertenecientes a C. annuum y C-05, de C.
chinense. A diferencia de otros autores (Blat et al., 2005 y 2006, McCoy y Bosland, 2019),
nuestros hallazgos no identificaron fuentes de resistencia entre las accesiones de C.
baccatum probadas aqui. Los mejores resultados de los experimentos correspondieron
a Ag-01 enambos ensayos, y otra fuente prometedora de variacion fue Ag-02, aunque
mostrd un comportamiento menos tolerante en el segundo ensayo. Ambos materiales
pertenecen a C. annuum var. glabriusculum, también conocido como chiltepines. Este
taxdn silvestre, filogenéticamente cercano a C. annuum (Pereira-Dias et al., 2019), es

una nueva fuente de genes de resistencia o tolerancia solo sugerida previamente por
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McCoy y Bosland (2019). Debido a su compatibilidad cruzada con C. annuum, ofrecen
la oportunidad de introgresiones faciles de genes de interés por hibridacion sexual,
incluso mas facil que C. chinense o C. frutescens (Manzur et al.,, 2015). Ademas, la
morfologia de las hojas con una mayor densidad de pelos en Ag-01 que en otras
accesiones probadas puede sugerir la presencia de mecanismos de defensa fisica

inexplorados, como se sugiere en otras especies (Kono et al., 2018).

3.5. Conclusiones

La resistencia al oidio esta controlada por varios genes y el nivel de resistencia
varia conla edad de laplanta y el fondo genético. Aunque previamente se han descrito
algunas fuentes de resistencia, la busqueda de nuevas accesiones tolerantes aun
continua. Tradicionalmente, se ha encontrado una alta tolerancia al oidio en otras
especies diferentes a C. annuum. Sin embargo, aqui hemos encontrado una alta
tolerancia dentro del taxén C. annuum, en la variedad glabriusculum, lo que puede
facilitar la introduccion de genes de resistencia en variedades comerciales de
pimientos comunes. Estudios adicionales en plantas adultas, bajo diferentes
condiciones ambientales y analisis genéticos, pueden confirmar el potencial de las

accesiones de C. annuum var. glabriusculum como nuevas fuentes de resistencia.
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4. Capitulo 2: Estudio de la interaccion del suelo
rizosférico y el sistema radicular de genotipos de

Capsicum spp; Influencia del manejo agrondmico

ecologico y convencional.
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4.1. Introduccion

Los pimientosson uno de los vegetales (y especias) mas relevantes en elmundo.
Son un cultivo econdmicamente importante, especialmente apreciado por sus
propiedades nutricionales y contenido antioxidante (Rodriguez-Burruezo et al., 2010).
En Espafia, que es el principal productor de pimientos dentro de la UE (FAOSTAT,
2022), los pimientos se cultivan principalmente como un cultivo intensivo de alta
demanda en las regiones de Andalucia y Murcia (MAPA, 2022). Sin embargo, en los
ultimos afos, la agricultura orgdnica estd aumentando en importancia (Willer et al.,
2021). Esto puede generar dificultades ya que es bien sabido que las caracteristicas de
las plantas, el desarrollo, el rendimiento y la calidad se ven afectados por el ambiente
(Ribes-Moya et al., 2018 y 2020, Tripodi et al., 2018). La mayoria de los trabajos de
investigacionse centran en las condiciones de temperatura o hidroldgicas, pero se sabe
poco sobre el ambiente del suelo, que puede ser profundamente diferente de un
campo a otro, especialmente si estan bajo distintos tipos de manejo. Diferentes
condiciones del ambiente del suelo afectan la nutricion (Zheng et al., 2019) y la
condicién de salud del suelo. Por ejemplo, es bien conocido el efecto de las bacterias
promotoras del crecimiento de lasraices de las plantas (PGPR, por sussiglas en inglés)
en la induccidn de la llamada “tolerancia sistémica inducida” (IST, por sus siglas en
inglés) en las plantas bajo diferentes estreses abioticos (Kloepper et al., 2004,
Kandasamy et al., 2009, Yang et al., 2009). La mayoria de estas interacciones tienen
lugar a nivel de la rizosfera.
La rizosfera es la zona biologicamente activa del suelo donde las raices de las plantas
y los suelos interactian, y es de gran importancia tanto para el rendimiento de las
plantas como para el ciclo de nutrientes y el funcionamiento del ecosistema (Singh et
al., 2004). Los procesos de la rizosfera estdn poco comprendidos y los suelos agricolas
in situ estdn en gran parte sin caracterizar (Wang et al., 2020). Las dindmicas en la
rizosfera implican complejas interacciones de raices, exudados de raices, propiedades

fisicas y quimicas de los suelos y microorganismos del suelo, entre otros. Todos estos
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factores cambian segiin los demds en el sistema del suelo. En primer lugar, la
arquitectura de las raices y los exudados de raices dependen principalmente de la
especie de planta, del genotipo y de las técnicas de cultivo, especialmente del régimen
de fertilizacion (Sanchez-Caniizares et al., 2017, Pereira et al., 2020). Se ha demostrado
como los exudados de raices puedenmoldearla comunidad microbiana enla rizosfera
(Aira et al., 2010). En segundo lugar, al igual que el genotipo de la planta con sus
exudados, los diferentes sistemas de cultivo modifican las comunidades microbianas
de larizosfera (Toljander et al., 2007). Por ejemplo, la fertilizacién quimica utilizadaen
la agricultura convencional suministra nutrientes, principalmente N, P y K, mientras
que los fertilizantes organicos también suministran diferentes cantidades de C con
macro y micronutrientes, seleccionando asi comunidades microbianas con diferentes
requisitos nutricionales (Edwards, 2004, Tate, 2000). Ademas, las diferentes técnicas
aplicadas (labranza, fertilizacion inorganica, etc.) modifican las propiedades del suelo
y el microbioma (Nelkner et al., 2019). Por tltimo, los microbios del suelo pueden
desempenar un papel importante en el crecimiento y la absorcion de nutrientes por
las plantas, asi como en la modificacion de la tolerancia de las plantas a los estreses
bioticos y abioticos. Los genotipos, el sistema de cultivo y los microorganismos
moldean el rendimiento de un cultivo en el campo y, por lo tanto, son aspectos
importantes que considerar en la selecciéon y mejor de cultivos.

La diversidad dentro de la comunidad microbiana y la diversidad funcional del suelo
son medidas efectivas para ilustrar los efectos de las acciones naturales y
antropoldgicas en el suelo (Degens y Harris, 1997, Griffiths y Philippot, 2013). La
caracterizacion de la diversidad de la comunidad microbioldgica del suelo y la
diversidad funcional se puede evaluar de diferentes formas, como determinar los
perfiles microbianos (Nkongolo et al., 2020), analizar el potencial catabdlico
microbiano (Degens ef al., 2000), analizar las actividades enzimaticas del suelo (Aon et
al., 2001) y mediante medidas de respiracion inducida por sustratos (Lin et al., 1999).

Las evaluaciones de la actividad microbiana con el sistema MicroResp® necesitan
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pequenios volumenes de suelo, lo que hace que el método sea adecuado para estudios
de la rizosfera (Campbell et al., 2003). Estos caracteres pueden utilizarse como
indicadores apropiados de la heterogeneidad y el comportamiento del sueloy se han
utilizado ampliamente para verificar el estado de salud del suelo en diferentes
sistemas agricolas (Fierer ef al., 2021).

En resumen, para pasar de sistemas agricolas intensivos a una agricultura menos
agresiva, se necesita un mayor conocimiento sobre los procesos de la rizosfera. En este
trabajo, se estudian cuatro accesiones de pimientos, seleccionadas por tener sistemas
radiculares y eficiencias en el uso del fosforo diversos (Pereira et al., 2020) y han sido
estudiados a nivel de rizosfera y raiz bajo dos sistemas de cultivo (organico y
convencional) para comprender mejor las interacciones raiz-suelo y promover una

agricultura mas sustentable.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Material vegetal, diseiio experimental y muestreo.

Cuatro accesiones diferentes de pimiento, dos mediterraneas (Bola y Piguillo) y
dos latinoamericanas (BOL-58 y Serrano), fueron cultivadas en campo abierto durante
las temporadas de primavera-verano de 2018 en dos sistemas de cultivo (SC): un
campo manejado orgdnicamente (SC-O) y un campo convencional (SC-C), ambos
ubicados en Sagunto, Valencia, Espana. Tres bloques de cinco plantas por accesion
fueron distribuidos aleatoriamente en cada campo. También se consideraron dos
etapas fenologicas (EF): al final de la etapa vegetativa (T1) y al final de la etapa de
fructificacion (T2).

Muestras de suelo de la rizosfera (100 g) correspondientes a cada genotipo se
obtuvieron de la siguiente manera: en T1 y T2, se retiraron los primeros 5 cm de suelo
superficial de una planta por bloque para evitar la contaminacion de la superficie.
Luego, se limpi6 la pala y se excavd la planta completa al menos a 20 cm de

profundidad, tomandose la muestra cuidadosamente entre las raices. Se tomaron tres
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muestras de suelo como control con la misma profundidad y procedimiento, pero de
los pasillos entre caballones, para cada SC. Todas las muestras de suelo (rizosféricas y
control) y las plantas (partes aéreas y subterraneas) se refrigeraron y procesaron

dentro de las 24 horas posteriores al muestreo.

4.2.2. Respiracion inducida (RI)

El andlisis de respiracion se realizo mediante el sistema basado en microplacas
MicroResp®, de acuerdo con el manual del fabricante (James Hutton Ltd. Scotland,
UK. V3.2 octubre 2017) (Campbell et al.,, 2003) con modificaciones. Siguiendo las
recomendaciones del manual y la disponibilidad, se utilizaron multiples fuentes de
carbono como sustratos para laRI: dcidocitrico (AcCi), acido mdlico (AcMa), galactosa
(Gal) y glucosa (Glu). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm y se
convirtieron en tasas de respiracion (ug CO: liberado por g de suelo™ h'). Para los
calculos de CO:, cada microplaca incluia una fila de pozos de calibracion enlos que se
agregaron cantidades conocidas de la Rx inorgdnica: acido citrico + bicarbonato de
sodio para producir cantidades conocidas de citrato de sodio + didéxido de carbono.
Las lecturas de absorbancia de los pozos de calibracion en la placa se transformaron
en tasas de liberacion de CO: (respiracion) gracias a una curva de calibracion de
liberacién de CO: con la misma reaccion creada con el sistema Checkpoint Oz/ CO2 ®

de Dansensor.

4.2.3. Analisis de la actividad enzimatica

La actividad de las fosfomonoesterasas acida y alcalina (PhAc y PhAl,
respectivamente) se midié segtin el método descrito por Tabatabai y Bermner (1969)
(actividad de las fosfatasas en pmol de p-nitrofenol suelo g h'). Consistié en la
determinacion espectrofotométrica del p-nitrofenol liberado cuando el suelo se incubo
a 37 °C durante 1 h con una solucién amortiguada (pH = 6,5 para la acida, pH =11
para la alcalina) de p-nitrofenilfosfato. La cantidad de p-nitrofenol liberado se midio

con un espectrofotometro a una longitud de onda de 400 nm. Para obtener las
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concentraciones finales, los datos brutos de absorbancia por muestra se interpolan en
la curva de calibracion estandar.

La actividad dela -glucosidasa (BGlu) se midi6 como se describe en Tabatabai (1982).
El método colorimétrico se basa en la determinacidn del p-nitrofenol obtenido por la
accion de la enzima (-glucosidasa después de incubar el suelo con el sustrato p-
nitrofenil B-D-glucopirandsido a pH 6. La incubacion se lleva a cabo a 37 °C durante
una horay el p-nitrofenol liberado se eliminara por filtracion después de la adicion de
CaCl. y THAM-NaOH pH 12. Con las lecturas de absorbancia a 400 nm del estandar,
se calcul6la curva de calibracion, que se utiliz6 para obtener la concentracion en pmol
de p-nitrofenol suelo g h'. Con los valores obtenidos, se calculé la actividad neta.
La actividad de la deshidrogenasa (DeHy) se midid segin se describe en Trevors
(1982) y Garcia et al. (1993). La reaccion enzimatica se basa en la medicién
espectrofotométrica a una longitud de onda de 540 nm de formazan
iodonitrotetrazolio (INTF, por sus siglas en inglés) formado cuando el suelo se incubd
con 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-feniltetrazolio (INT, por sus siglas en inglés) en
oscuridad durante 20 h a 20 °C. La absorbancia de la muestra se interpol6 en la curva
de calibracion, obteniendo la cantidad de pmol INTF suelo g™ h.

La actividad de la ureasa (Ur) se midio siguiendo el método descrito por Kandelery
Gerber (1988) y modificado por Kandeler ef al. (1999). Este método colorimétrico se
basa en la determinacién del amonio liberado en la incubacién de una soluciéon de
suelo a 37 °C durante 2 horas, donde el amoniaco producido por la actividad de la
ureasa reacciona con salicilato e isocianuro dicloro para dar un color azul verdoso. La
absorbancia a 610 nm se convirtio en la concentracién de nitrégeno amoniacal (pmol

N-NH:" suelo g* h?).

4.2.4. Recuentos microbianos
Para cultivar y contar diferentes microorganismos del suelo, se utilizé un

gramo de suelo por muestra: el recuento total de bacterias aerobias mesdfilas viables
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(TVA) se realizo con Agar para Placa de Recuento (Scharlau, Barcelona, Espafa) a
28 °C durante 48 horas, el recuento total de mohos y levaduras (TMY) con Agar
Sabouraud Cloranfenicol (Scharlau, Barcelona, Espafia) a 28 °C durante 3 dias, el
recuento total de bacterias anaerobias estrictas (TAn) con Agar Schaendler (Conda
Pronadisa, Madrid, Espana) a 37 °C en una atmdsfera de CO2 durante 48 horas y el
recuento total de bacterias oligotrdficas (TO) con Agar Oligotrofico, compuesto de
fosfato dipotasico (Panreac, Barcelona, Espana), sulfato de magnesio heptahidratado
(Panreac, Barcelona, Espafia), peptona (Scharlau, Barcelona, Espana), glicerina
(Scharlau, Barcelona, Espana) y agar bacteriologico (Labkem, Dublin, Irlanda) (Alef y
Nannipieri, 1995) a 28 °C durante 5 dias. Todos los andlisis se realizaron por duplicado.

Los resultados se expresaron en log UFC g de suelo.

4.2.5. Ciclo de nitrégeno

Las muestras de suelo de la rizosfera se sometieron a pruebas para evaluar su
capacidad para realizar diferentes pasos del ciclo del N Para evaluar la
mineralizacion, nitrificacion I y II, y el potencial de desnitrificacion de las rizosferas,
se agregaron 0,1 g de suelo a diferentes sustratos (segin se detalla a continuacién) y
se incubaron a 28 °C durante 1 a 3 semanas, realizando mediciones cada semana de la
produccion de NHs*, NO2, NOs™ y N, respectivamente.
Se utilizd agua peptona (Scharlau, Barcelona, Espafa) como sustrato para el proceso
de mineralizacién (Am); la produccion de NH4+ se midid siete dias después de la
siembra mediante un método de tira de prueba colorimétrico basado en el reactivo de
Nefiler (Mquant TM Ammonium test, Merk Darmstadt, Alemania).
Se utiliz6 solucion de sulfato de amonio para medir la conversién de amoniaco en
nitrato, a partir de ahora llamada nitrificacion I (NIT-I), después de catorce dias de
incubacion utilizando tiras de prueba (Mquant TM, Nitrites test Merk Darmstadt,
Alemania). La concentracién de iones nitrito se calculé observando el cambio de color

producido por un azodimero rojizo-violeta que se forma debido a la diazotizacién de
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la especie nitrosante y el acoplamiento subsiguiente con N-(1-naftil) etilendiamina
(Capitan et al., 2003).

Se utilizé solucién de nitrito para medir la nitrificacion II (NIT-II) con la misma
frecuencia que la anterior mediante tiras de prueba (Mquant TM Nitrates test Merk
Darmstadt, Alemania). Los ionesnitrato se miden basandose en las mismas reacciones
quimicas que en la nitrificacion I. El ion nitrato se reduce a ion nitrito; estos iones
nitritos, en un medio dcido, forman la especie nitrosante y, al reaccionar con una
amina aromatica, experimentan diazotizacion, formando una sal diazonio que, mas
tarde, se une a N-(1-naftil) etilendiamina, dando lugar a un azodimero rojo-violdceo
(Capitan et al., 2003).

Se utiliz6 solucién de nitrato para medir la desnitrificacion (DN) a través del nivel de
gas nitrogeno producido a los 7, 14 y 21 dias, el cual se evalud con una campana de
Durham y se expres6 en una escala del 0 al 4. Los resultados se expresaron en mg NHa-

N g, mg NO2-N g, mg NOs-N g y produccion de Nz en una escala del 0 al 4.

4.2.6. Evaluacion de las muestras vegetales

La biomasa vegetal (partes aéreas, frutos y raices) fue pesada fresca y seca.
Todos los parametros fueron muestreados en T1 y T2, excepto el peso del tocdn y los
frutos. Estos solo se obtuvieron en T2, ya que las plantas no eran lo suficientemente
grandes en T1y laraiz no estaba muy diferenciaday no tenia frutos. Los pesos frescos
y secos de la parte aérea (AeF y AeD, respectivamente), los frutos frescos (FF), los
pesos frescos y secos de la raiz (RF y RD, respectivamente), los pesos frescos y secos
del tocon (TF y TD, respectivamente) fueron medidos.
Las raices fueron lavadas, extendidas en una ldmina transparente y escaneadas para
su medida. Las imdgenes de las raices escaneadas se midieron con WinRHIZO-Pro
2003b, obteniendo el didmetro promedio (DP, cm), la densidad de ramificacion (DH,
numero de horquillas por longitud total), el nimero de horquillas (NH), la densidad

de raices (DR, peso seco (g) por volumen (cm?)), el area superficial (AS, cm?), la
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longitud total (LT, cm), el volumentotal (VT, m®) y lalongitud por rangos de didmetro

0,5, 0,5-2,5 y >2,5 mm).

4.2.7. Analisis estadisticos

Para conocer las diferencias entre los efectos principales (accesionesy control,
SC, e interaccidn), se realizd un andlisis de varianza multivariado (MANOVA) para
cada variable, y se llevd a cabo la prueba de Student-Newman-Keuls (SNK) para
comparar las accesiones en cada sistema de cultivo y tiempo utilizando el software
Statgraphics V.18.1.13 (64 bits).
Otros andlisis se realizaron con R (Equipo de R Core, x64 V.4.1.0 (2021-05-18) en
Rstudio Team, V.1.4.1106 (2021-02-11)): para el andlisis del coeficiente de correlacion
multiple de Pearson en cada etapa se usaron los paquetes corrplot (Wei et al., 2021),
svglite (Wickham et al., 2022); el andlisis factorial exploratorio (EFA) se realizé en cada
etapa fenoldgica. Para EFA, se utilizaron los paquetes psych (Revelle, 2020, V. 2.1.6),
tidyverse (Wickham et al., 2021, V. 1.3.1), mvnormtest (Jarek, 2012, V. 0.1-9), nFactors
(Raiche y Magis, 2020, V. 2.4.1), EFA.MRFA (Navarro-Gonzalez y Lorenzo-Seva, 2021,
V.1.1.2), dplyr (Wickham et al., 2021, V. 1.0.7). El nimero final de factores a retener fue
decidido considerando tres criterios: Numero de valores eigen mayores a uno, analisis
paralelo y conocimiento previo sobre los efectos principales (efectos del MANOVA).
Mapa de calor completo, tablas suplementarias y cdédigo en lenguaje R en el

repositorio https://github.com/ivalethia/efa-root-soil

4.3. Resultados

Todos los datos obtenidos fueron sometidos a una primera MANOVA
exploratoria para identificar los posibles efectos de las accesiones y el sistema de
cultivo en las caracteristicas de larizosfera y el rendimiento de la planta. Este analisis
se realizd separando los dos momentos de muestreo, que corresponden a dos etapas

fenologicas de la planta: en la etapa vegetativa (T1, verano) y en la etapa tardia de
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fructificacion (T2, otofio). La MANOVA mostrd un gran efecto del sistema de cultivo
sobre las caracteristicas de la rizosfera estudiadas en T1 (Figura 11a). En este primer
momento, 9 de las 17 variables evaluadas en la rizosfera mostraron diferencias
significativas debido al sistema de cultivo, en contraste con solo 1 variable que mostro
diferencias significativas segiin la accesion. Curiosamente, se observo una interaccion
accesion x sistema de cultivo en 5 variables estudiadas. Esta situacion cambio6 en T2
(Figura 11b), donde aunque el efecto del sistema de cultivo fue el mas alto, siendo
significativo para 12 de las 17 variables, el efecto de las accesiones aumento el nimero
de variables con diferencias significativas, siendo 7 de las 17 variables. En esta etapa
fenoldgica, el efecto de la interaccion fue significativo para 5 caracteristicas de nuevo,
pero solo 1 fue lamisma que en T1. En el caso de las caracteristicas de raiz y biomasa,
la influencia de la accesion en T1 fue tan importante como el efecto del sistema de
cultivo y la interaccion, siendo significativo en 9, 9 y 10 de las 14 caracteristicas,
respectivamente (Figura 11a). En T2, los efectos de la accesion y del sistema de cultivo
aumentaron (15 y 11, respectivamente, Figura 1b). En las secciones siguientes se
describiran los valores de las diferentes caracteristicas de la rizosfera y la planta en

cada sistema de cultivo y momento de muestreo.

4.3.1. Caracteristicas de la rizosfera.

4.3.1.1. Respiracion inducida por sustrato.

En T1, la respiracion inducida fue significativamente diferente entre los
sistemas de cultivo independientemente del sustrato (Figura 1la y Tabla 8). La
induccién con 4acido citrico (AcCi) y acido malico (AcMa) produjo una menor
respiracion en el sistema de cultivo orgadnico que en el convencional: 17,70 ug CO: g
suelo’ h? en organico vs 53,02 ug CO: g suelo? h' en convencional, 21,47 ug CO: g
suelo! h'! en organico vs 47,02 ug CO: g suelo™ h' en convencional, respectivamente
(Tabla 8). AcCi también mostrd interaccidn entre accesion y sistema de cultivo,

probablemente debido al diferente rendimiento de la accesion Bola, que tiene una
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mayor respiracion en el sistema organico, 45,82 ug CO:2 g suelo? h', que en el

convencional, 38,19 ug CO: g suelo™ h™.

a)

b)

Eaaccosian  E@RSsemadoculive  OAXE  OResidua

Figura 11. Contribucion porcentual de la suma de cuadrados de los efectos del MANOVA para cada
caracter. a) en fase vegetativa (T1); b) en fase de fructificacion tardia (12). Porcentaje de la
contribucion a la varianza de cada efecto: Accesiones y blanco (cuando estaba disponible) (A, patron
de ladrillos), Sistema de cultivo (B, patrén de lineas), interaccion AxB (patrén de puntos) y el residuo
(blanco sinpatron). Respiracion inducida por sustrato: AcCi, AcMa, Galy Glu; Actividad enzimatica:
PhAc, PhAl, BGlu, DeHy, y Ur; Conteos microbianos: TVA, TMY, TAn, y TO; Ciclo de nitrégeno:
Am, NIT-I, NIT-1I, y DN; Caracteres radiculares: DP, DH, NH, DR, AS, LT, VT, y largos por rangos
dediametro:<0.5,0.5-2.5, and >2.5; Biomasa: AeD, AeF, FF, RD, RF, TD, y TF; Porcentaje promedio
de la suma de cuadrados de los efectos del MANOVA; * - ***: p-valores de 0.05-0.001.

La respiracion con sustratos de azticares como Gal y Glu, también fue menor en el
campo organico que en el convencional (1,58 pg CO: g suelo?! h' vs 2,96 ug CO: g
suelo! h'y 4,02 ug CO: g suelo’h! vs 13,80 ug CO: g suelo! h', respectivamente).
Ninguna de las accesiones mostro tasas de respiracion significativamente diferentes
de las mostradas por el suelo control.

En T2, la tendencia para todos los sustratos en el sistema orgdnico mostrd un ligero
aumento con respecto a T1 (Tabla 8), mientras que en el sistema convencional la
respiracion inducida fue menor en T2 que en T1, especialmente para Gal y Glu. Por lo

tanto, la respiracion inducida para AcCi y AcMa en T2 no fue significativamente
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diferente entre los sistemas de cultivo, pero hubo diferencias significativas para Gal,
01,83 ug CO: g suelo™ h? en organico vs 01,15 ug CO2 g suelo™ h? en convencional, y
para Glu, 04,73 ug CO: g suelo! h?' en organico vs 02,61 ug CO: g suelo! h' en
convencional (Figura11b, Tabla 8). Curiosamente, en T2 el factor accesion fue el mayor
contribuyente a la varianza para AcCi, AcMa y Gal (Figura 11b). Para estas fuentes de
carbono, las rizosferas de Serrano y Bola produjeron cantidades significativamente
mayores de CO: que el resto de los accesos tanto en convencional como en organico

(Tabla 8), y se mantuvieron estables entre etapas fenoldgicas.

Tabla 8. Valores promedio (n = 3) de la respiracion inducida por sustrato (ug CO:z g soil'! h') de
muestras de suelo rizosférico y control usando diferentes sustratos: dcido citrico (AcCi), dcido mdlico
(AcMa), galactosa (Gal), glucosa (Glu), en dos sistemas de cultivo (orgdnico; org y convencional; con)
en dos tiempos de muestreo (T1: verano, T2: otofio).

Tiempo Sustrato Sistema de cult. BOL-58 Serrano Bola PiquilloControl Media
Org 08,352 08,09= 4582° 15582 10,65> 17,70
AcCi
Con 60,92 » 06,17 » 38,19~ 82,02~ 77,80 53,02"
Org 08,862 08,882 46,58 18,662 24,35 21,47
AcMa
Con 70,90 » 13,51 ™ 43,07 » 61,08 » 46,54 47,02°
T1
Org 01,69 » 01,66~ 01,89~ 01,36 ™ 01,29~ 01,58
Gal
Con 02,75 01,07 » 04,02 02,91 04,06 02,96 "
Org 03,687 04,33 » 04,00 » 03,92 04,16 » 04,02
Glu
Con 06,14 » 02,46 » 12,58 » 07,67 »~ 40,16~ 13,80 "
Org 25,752 58,76t 37,332 08,132 12,242 28,44 NS
AcCi
Con 22,62 51,84 42,64 35,99 06,87 31,99 Ns
12
AcMa Org 29,80 s 43,62 ™ 50,53 » 08,06 ™ 05,51~ 27,50 NS
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Con 27,98 ns 30,28 ns 43,57 ns 32 39 ns 22 37 s 31 32 NS

Org 01,81 » 01,80 02,22 (01,64 01,66~ 01,83"
Gal

Con 01,13 a» (02,08 01,663 00,412 00,47 a 01,15

Org 04,01 » 05,87 = 06,56 = 03,41 03,82 (04,73 "
Glu

Con 01,69 02,39 (01,77 02,12 05,10~ 02,61

* Valores promedio con diferentes letras miniisculas dentro de cada fila indica diferencias significativas
entre suelos rizosféricos y control basado en la prueba de rangos multiples Student-Newman-Keuls a
un valor-p < 0,05. Asterisco en la ultima columna (media), indica diferencias significativas entre
sistemas de cultivo para cada par de datos del mismo sustrato a un valor-p < 0,05.

4.3.1.2. Actividad enzimatica del suelo

La actividad enzimadtica del fosfatasa acida (PhAc) fue significativamente
diferente entre los sistemas de cultivo en ambas etapas fenoldgicas (Figura 11a y b),
siendo los valores medios significativamente mas altos en organico, 91,09 umol g* h*
en T1 y 89,88 umol p-nitrofenol g suelo® h' en T2, que en convencional; 73,89 umol g-
"' h' y 74,51 umol g' h' en T1 y T2 respectivamente (Tabla 9). No se observaron
diferencias significativas entre las rizosferas ni el suelo control para esta actividad
enzimatica. El caso de la fosfatasa alcalina (PhAl) fue diferente. En T1, el tinico efecto
significativo fue la interaccién de accesion x sistema de cultivo (Figura 11a), esto se
debid principalmente a la mayor actividad de PhAl registrada para la rizosfera de
Serrano en comparacion con el resto de las accesiones o el suelo control en organico,
563,92 umol p-nitrofenol suelo g™ h' pero no en convencional, 402,87 umol g* h'. Esta
tendencia se mantuvo en T2 con diferencias significativas en la actividad de PhAl de
la rizosfera de Serrano (569,41 umol g' h' en organico). Ademads, en T2 hubo
diferencias significativas entre los sistemas de cultivo para PhAl (485,33 umol g* h'
en organico y 427 umol g h'! en convencional, Tabla 9).
La actividad de (3-glucosidasa (BGlu) fue similar en ambos momentos de muestreo,

siendo significativamente mas alta en el sistema organico con 0,72 umol p-nitrofenol
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g sueloth'enT1y 0,62 umol g' h' en T2 en comparacién con el cultivo convencional
con 0,42 umol g*h' en T1y 0,45 umol g* h' en T2. Para esta actividad enzimatica no
hubo diferencias con respecto a las rizosferas de las accesiones. La actividad de la
deshidrogenasa (DeHy) en el suelo fue de alrededorde 1 umol INTF g suelo™ h'. En
T1 hubo efectos de interaccion de la accesiony la interaccién de accesion x sistema de
cultivo, principalmente debido a la actividad de DeHy en la rizosfera de BOL-58 con
1,18 umol g' h'' en el campo organico, que fue mayor que la de otros genotiposy el
suelo control, y por la baja actividad de DeHy en la rizosfera de Serrano en el cultivo
convencional con 0,78 umol g h' (Tabla 9). En T2, no hubo efectos significativos. La
actividad de la ureasa (Ur) fue de alrededor de 0,165 pmol N-NH:" g suelo’ h' en T1
y no hubo diferencias debido al sistema de cultivo o la accesion. Sin embargo, en T2,
a pesar de que la actividad fue similar, hubo aumentos para todas las accesionesy el
suelo control, y diferencias significativas entre los dos sistemas de cultivo (0,36 pmol
g’ h' en organico y 0,20 umol g* h' en convencional). Para la accesion, la actividad de
Ur enla rizosfera de Bola fue mayor que el resto en el cultivo organico con 00,47 pmol

g' h' (Tabla9).

Tabla 9. Valores promedio (n=3) de la actividad enzimdtica de muestras de suelo rizosféricoy control
de fosfatasa dcida (PhAc, umol p-nitrofenol g suelo™ h™'), fosfatasa alcalina (PhAl, umol p-nitrofenol g
suelo! h'), B-glucosidasa (fGlu, pumol p-nitrofenol g suelo' h™'), deshidrogenasa (DeHy, umol INTF g
suelo h'?), y ureasa (Ur, umol N-NH4* g suelo™ h''), en dos sistemas de cultivo (orgdnico; org y
convencional; con) en dos tiempos de muestreo (T1: verano, T2: otofio).

Tiempo Enzima Sistema de cult BOL-58 Serrano  Bola Piquillo Control Media

PhACc Org 90,16 ns 89,34 ns 98,49ns 87,590  8985n 91,09°

T1 Con 76,15 ns 65,68 ns 76,810 80,23ns 70,56 s 73,89
PhAl Org 455,692 563,92 450,402 429,012 467,922 473,39Ns
Con 460,04 »s 402,87 ns 435,10 459,57 ns 526,41 s 456,80 NS

BGlu Org 00,72 ns 00,61 ns 00,80~ 00,68 00,79~ 00,72

Con 00,40~ 00,60~ 00,55 00,44~ 00,39 00,48
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DeHy Org 01,18> 00,952 00,912 00,992 00,942 00,99 N\s

Con 01,08> 00,782 01,14 01,07°> 01,02°> 01,02Ns

Ur Org 00,16~ 00,17~ 00,17 00,18 » 00,20 » 00,18 NS

Con 00,14~ 00,13~ 00,15 00,20 00,14~ 00,15 NS

PhAc Org 93,99 85,00 95,04r 87,75 87,60 89,88"
Con 76,11~ 69,38 72,79 76,03 78,22 74,51

PhAl Org 477,132 569,41° 472,262 449,11 = 458,76 = 485,33"

Con 406,98 »= 350,58 ns 420,99 rs 447,58 » 510,30 » 427,29

T2 BGlu Org 00,62~ 00,70~ 00,67 00,60 00,52 00,62"
Con 00,53 00,43~ 00,50~ 00,44~ 00,34 00,45

DeHy Org 01,04~ 0094~ 00,96 00,99 00,98 00,98 NS

Con. 01,02~ 01,03~ 01,14~ 00,99 01,07 01,05 NS

Ur Org. 0031+ 00362 0047°> 00352 00302 00,36
Con. 00.23» 00,19~ 00,19 00,20 00,18~ 00,20

* Valores promedio con diferentes letras minvisculas dentro de cada fila indica diferencias significativas
entre suelos rizosféricos y control basado en la prueba de rangos muiltiples Student-Newman-Keuls a

un valor-p < 0,05. Asterisco en la ultima columna (media), indica diferencias significativas entre
sistemas de cultivo para cada par de datos del mismo sustrato a un valor-p < 0,05.

4.3.1.3. Recuentos microbianos

En T1, los recuentos de bacterias aerdbicas mesofilicas viables totales (TVA) y
los recuentos de bacterias anaerdbicas totales (TAn) difirieron significativamente

segun el sistema de cultivo (Figura 11a). Las medias mds altas se observaron en el
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cultivo orgénico con 7,40 log UFC g suelo para TVA y 6,45 log UFC g suelo™ para
TAn (Tabla 10). Para el recuento total de mohos y levaduras (TMY) y para el recuento
total de bacterias oligotréficas (TO) no se observaron efectos ni diferencias
significativas entre sistemas ni entre las rizosferas de las accesiones o el suelo control,
siendo el recuento promedio para mohos y levaduras de 5,56 log UFC g suelo y el
recuento promedio para bacterias oligotroficas de 7,27 log UFC g suelo™. En T2, la
diferencia entre los sistemas para TVA se mantuvo como en T1 (Figura 11b, Tabla 10).
Pero en este periodo también hubo efectos significativos de la accesion y la interaccion
entre la accesion y el sistema. La rizosfera de Serrano en el sistema convencional (7,79
log UFC g suelo™) tuvo recuentos mas altos de bacterias viables que la rizosfera de
Piquillo (6,76 log UFC g suelo™) (Tabla 10). No se observaron diferencias debidas a los
sistemas de cultivo, ni a las rizosferas o al suelo control en T2 para TMY (5,21 log UFC
g suelo?) y para TAn (5,92 log UFC g suelo™). Es interesante senalar que el TAn fue
menor en T2 en el cultivo organico, pero no en el convencional. Finalmente, TO mostro
diferencias significativas entre sistemas (Figura 11b, Tabla 10) en T2. En este caso, el
sistema convencional mostré recuentos mas bajos (6,66 log UFC g suelo?) en

comparacion con el sistema organico o los valores registrados en T1.

Tabla 10. Valores promedio (n= 3) de los recuentos microbianos (log UFC g suelo) de muestras de
suelo rizosférico y control usando diferentes medios de crecimiento: recuento total de bacterias aerobias
mesofilas viables (TVA), recuento total de mohos y levaduras (TMY), recuento total de bacterias
anaerobias estrictas (TAn), recuento total de bacterias oligotroficas (TO), en dos sistemas de cultivo
(orgdnico; org y convencional; con) en dos tiempos de muestreo (T1: verano, T2: otofio).

Tiempo Medio de crec.Sistema de cult BOL-58 Serrano Bola PiquilloControl Media

Org 7,34 7,51 7,53 7,370 7,270 7,407
TVA
Con 6,88 7,00 6,78 7,04 6,89 6,92
T1
Org 830r 4,67 557n 512 4,45 5,62 NS
™Y

Con 564r 578 559 506 540n 550N
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Org 7,290  598ns 667 ms 6,575 5740 645"
TAn
Con 5,64 5690 553ns 590 539ns 563
Org 7,18 733 ns 755ns 733ns 793 ns 7 33 NS
TO
Con 7,18 749 ns 738ns 760 724 mns 721 NS
Org 7,620 740ms 743 s 7,460 7,361 7,45%*
TVA
Con 6,192 7,79b 7,054 6,422 7,012 6,89
Org 4,76 s 547 s 543 ns 53305 544 ns 533NS
™Y
Con 510 5,320 5711 ns 505mn 4970 5711 NS
T2
Org 581nrn 5660 6180 582n 5680 583NS
TAn
Con 5420 6,861 6,13 568 594 6,01 NS
Org 7410  729ns 719ns 73] s 72D s 7 DR
TO
Con 6,730 658 685mn 6,641 6,48 6,66

* Valores promedio con diferentes letras minvisculas dentro de cada fila indica diferencias significativas
entre suelos rizosféricos y control basado en la prueba de rangos miiltiples Student-Newman-Keuls a
un valor-p < 0,05. Asterisco en la ultima columna (media), indica diferencias significativas entre
sistemas de cultivo para cada par de datos del mismo sustrato a un valor-p < 0,05.

4.3.1.4. Catabolismo potencial del nitrogeno (ciclo de nitrégeno)

EnT1, laamonificaciéon (Am) tuvo una interaccion entre la accesion y el sistema
de cultivo como unico efecto significativo (Figura 11a), principalmente debido a la
rizosfera de Piquillo que en el campo convencional (310,4 mg NH4-N g7) mostro una
tasa mds alta de amonificacion en comparacion con las demads, contraviniendo la
tendencia general de tener un mayor potencial de amonificacion en el sistema
organico (Tabla 11). En T1, el potencial de nitrificacion I (NIT-I) fue significativamente

mayor en el campo organico (20,27 mg NO2-N g*) que en el convencional (2,56 mg
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NO:2-N g?). No se encontraron diferencias entre las muestras para la nitrificacion II
(NIT-II), siendo el promedio en este T1 de 20,34 mg NOs-N g. Para la desnitrificacion
potencial (DN), no hubo diferencias significativas entre las muestras, siendo el
promedio de 2,8.

En T2, todos los pardmetros del ciclo del nitrogeno mostraron diferencias entre los
sistemas de cultivo, conuna actividad mas alta en el campo organico, menos para DN,
que tuvo niveles mas altos en el campo convencional (Figura 11b, Tabla 11). De manera
interesante, nuevamente la rizosfera de Piquillo en el cultivo convencional mostré la
Am mas alta entre las accesiones y el suelo control (31,04 mg NHis-N g'). Para NIT-I,
los valores generales fueron muy bajos, oscilando entre 0,15 y 0,76 mg NO:-N g7,
destacandose los valores de la rizosfera de Bola con valores de 2,53 mg NO:-N g7,
aunque este valor es mas bajo que en T1. Por ultimo, en T2 hubo diferencias

significativas para los niveles de DN, siendo mas altos en el campo convencional

(Tabla 11).

Tabla 11. Valores promedio (n=3) de los productos de catabolismo potencial del nitrégeno de muestras
de suelo rizosférico y control para potencial de amonificacion (Am, mg NHa-N g1), potencial de
nitrificacion I (NIT-1, mg NO2-N g1), potencial de nitrificacion II (NIT-1I, mg NOs-N g), potencial
de desnitrificacion (DN, escala 0-4), en dos sistemas de cultivo (orgdnico; orgy convencional; con) en
dos tiempos de muestreo (T1: verano, T2: otofio).

Tiempo Fase del ciclo N2Sistema de cult BOL-58 Serrano Bola PiquilloControl Media

Org 232,8 s 1191 206,9m144,8 s 75,0 ns 155,7 NS
Am

Con 100,9a 1192 31,02 310,4b 51,72 1226Ns

Org 24,32 s 16,21 ns 20,27 20,27 20,27 vs 20,27 *
NIT-I

Con 2,28 s 324 ns ], 72ns 2 (030 3550 256

T1

Org 22,60 15,07 ns 18,83 18,83 ns18,83 ns 18,83 NS

NIT-II

Con 22,60 m 22,60 s 18,83 22,60 22,60 s 21,85 NS

DN Org 2,50 3,33 1,00r 2,33n 3,67 2,57 NS
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Con 3,50m 267ns 3,33ns 3330 2 33ns 3 ()3 NS
Org 77,60 38,80 ns 77,60 ™67,25 103,51 72,94 *
Am
Con 6,73a 3,102 4,91a 31,04% 15,522 12,26
Org 0,20a 0,762 2,53 0,202 0,202 0,78
NIT-I
Con 0,15~ (0,22m (0,15 0,30 0,35 (0,24
T2
Org 18,83 16,95 18,83 18,83 522,60 19,21 *
NIT-II
Con 1,51 1,88nm 2261 226n 2260 203
Org 1,33 250 1,670 1,000 2,330 1,77
DN
Con 3,00 200ms 3,67m 3,67m 2,670 300

*Valores promedio con diferentes letras miniisculas dentro de cada fila indica diferencias significativas
entre suelos rizosféricos y control basado en la prueba de rangos muiltiples Student-Newman-Keuls a
un valor-p < 0,05. Asterisco en la ultima columna (media), indica diferencias significativas entre
sistemas de cultivo para cada par de datos del mismo sustrato a un valor-p < 0,05.

4.3.2. Caracteres vegetales
4.3.2.1. Biomasa y rendimiento

En T1, hubo efectos significativos de la interaccion acceso x sistema para todos
los caracteres de biomasa (Figura 11a). Para los campos orgéanicos, BOL-58 y Serrano
siempre tuvieron la parte aérea mas pesada (AeD para materia seca y AeF para
materia fresca) y raices mas pesadas (RD para materia seca y RF para materia fresca);
para el campo convencional, Bola y Piguillo fueron los mas pesados y
significativamente diferentes (Tabla 12).

En T2, hubo diferencias significativas entre las accesiones para casi todos los caracteres
de biomasa (Figura 11b, Tabla 12). BOL-58 destaco por su gran crecimiento de la parte

aérea (AeF de 1103 g en organico y 1533 g en convencional), mientras que Serrano tuvo
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el sistema de raices mas pesado (RF de 33,69 g en orgédnico y 23,9 g en convencional).
No hubo diferencias significativas en el desarrollo de las partes aéreas de las
accesiones segun el sistema de cultivo (Figura 11b, Tabla 12), sin embargo, las raices
de todos los genotipos fueron mds pesadas en el campo organico que en el
convencional (Tabla 12). Contrariamente, el rendimiento total (FF) fue mayor en
convencional que en organico para las accesiones evaluadas, excepto para Serrano. No
hubo diferencias significativas en el peso del tocdén (TD para materia seca y TF para
materia fresca) en ninguna accesion o sistema de cultivo (Figura 11b, Tabla 12), pero

Serrano tuvo los valores mas altos como se observo con el peso de las raices.

Tabla 12. Valores promedio (n = 3) de las variables de biomasa y rendimiento (g) de las accesiones: parte
aérea peso seco (AeD), parte aérea peso fresco (AeF), raices peso seco (RD), raices peso fresco (RF),
frutos peso fresco (FF), tocon peso seco (TD), tocon peso seco (TF), en dos sistemas de cultivo (orginico;
org y convencional; con) en dos tiempos de muestreo (T1: verano, T2: otofio).

Tiempo Biomasa Sistema de cult. BOL-58  Serrano  Bola  Piquillo  Media

Org 15,40 s 14,74 9,73 s 8,69 ns 12,14 Ns
AeD

Con 5,97 ns 7,95 ns 17,27 » 15,91 ns 11,78 Ns

Org 106,15 ns 84,86 56,36 s 49,56 s 74,23 NS
AeF

Con 44 85 ns 48,75 118,65 116,83 82,27 NS

T1

Org 1,79 ns 1,98 ns 1,35 ms 1,22 ns 1,58 Ns
RD

Org 0,83 a 0,69 a 2,240 1,85¢b 1,40 Ns

Org 7,98 ns 10,72 ns 6,94 s 5,48 ns 7,78

RF

Con 4,90 a 4,844 21,49 15,63° 11,72

Org 239,67 329,00 117,67 175,00  215,3 NS
AeD

12 Con 369,33 262,002 112,332 122,672 216,6 NS
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Org 1103,7~ 1173,0m 407,00 723,33  85],7 NS
AeF
Con 1533,00> 883,002 471,183 574,572  865,4 NS
Org 7,60 ns 15,06 3,450 12,13 ms 9,56 "
RD
Con 6,30 b 10,66 © 2,62 a 5,68 b 6,32
Org 19,91 ab 33,693 13,432 43,68%P 27,68 "
RF
Con 14,83 ab 23,90 b 9,64a 18,86 ab 16,80
Org 557,00  1849,0 419,33 s 714,67 ns 885,0
FF
Con 1047,4r  1629,5m 1261,0m 1657,3 1398,8"
Org 17,61 ns 25,10 10,89 19,45 ns 18,26 NS
TD
Con 16,48 s 26,41 15,24 19,84 ns 19,49 NS
Org 47,94 ns 69,60 35,82ns 5858 ns 52,99 Ns
TF
Con 44,72 ns 65,79 52,14 s 6],64rs 56,08 NS

* Valores promedio con diferentes letras minvisculas dentro de cada fila indica diferencias significativas
entre suelos rizosféricos y control basado en la prueba de rangos miiltiples Student-Newman-Keuls a
un valor-p < 0,05. Asterisco en la ultima columna (media), indica diferencias significativas entre
sistemas de cultivo para cada par de datos del mismo sustrato a un valor-p < 0,05.

4.3.2.2. Parametros de raices.

En el T1, hubo diferencias significativas en las raices entre las accesiones, pero
en la mayoria de los casos también hubo diferencias debido al sistema de cultivoy en
algunos casos hubo interacciones (Figura 11a). La tendencia general seguin el sistema
de cultivo fue que las raices fueran mas ramificadas (0,95 bifurcaciones cm™) y densas
(0,33 g cm?) en el cultivo organico que en el convencional (Tabla 13), pero mas cortas
y con menos volumen. Sin embargo, las raices de las plantas que crecieron en el
sistema orgdnico mostraron mayor longitud de raices con didmetro superiora 2,5 mm

(clase >2,5).
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En cuanto al rendimiento de las variedades en T1, Bola y Pigquillo mostraron raices mas
largas (LT, 2356 cm y 1650 cm, respectivamente) y mas voluminosas con mayor
numero de bifurcaciones que las otras variedades, especialmente en condiciones
convencionales (NH, Tabla 13) en el campo convencional. Serrano destacd por su gran
didmetro de raiz (DP: 1,06 mm), mostrando mayor longitud de raices mas gruesas
(>2,5: 25,11 cm) en el cultivo organico.

En el T2, la situacion fue diferente y en este caso se observaron valores mds altos no
solo para los pardmetros de ramificacion (DH, NH), sino también para la longitud (LT,
>0,5,0,5-2,5, >2,5), el volumende raiz (VT, cm?®) y el 4rea superficial de la raiz (AS, cm?)
en el cultivo organico (Tabla 13). También hubo diferencias entre variedades y la
interaccion variedad x sistema de cultivo. En este momento, Piguillo fue el mejor en
términos de longitud de raiz (LT) y ramificacion (NH), sin embargo, estos valores
superiores fueron mds acentuados en el cultivo organico. De nuevo, como sucedio6 en

T1, Serrano mostr6 un gran didmetro de raiz (DP) y raices mds gruesas (>2,5).

Tabla 13. Valores promedio (n = 3) de las variables radiculares de las accesiones: didmetro promedio
(DP, mm), densidad de bifurcaciones como el niimero total de horquillas dividido entre el largo total
(DH, cm™),mimero de horquillas (NH, niimero),densidad de raices (DR, g cm), drea superficial (AS,
cm?), largo total (LT, cm), volumen total (VT, cm?), largo total de raices con un didmetro menora 0,5
mm (< 0,5, cm), largo total de raices con un didmetroentre 0,5 mmy 2,5 mm (0,5-2,5, cm), largo total
de raices con un didmetro mayor a 2,5 mm (>2,5, mmy), en dos sistemas de cultivo (orgdnico; orgy
convencional; con) en dos tiempos de muestreo (T1: verano, T2: otofio).

Tiempo Med. raicesSistema de cult BOL-58 Serrano Bola  Piquillo  Media

Org 0,88 2 1,06 ° 0,77 2 0,80 2 0,88 NS
DPp
Con 0,75 rs 0,79 ns 0,88 0,96 0,85 Ns
Org 01,08~ 00,84 00,93 00,94 rs 00,95
T1 DH
Con 00,90 00,762 00,592 00,74 00,75
Org 896,50 » 539,00~ 1001,00 715,33~ 787,96 NS
NH

Con 987,00 2> 588,002 1375,67 ©1230,67 > 1045,33 NS
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Org 0,36 s 0,35 s 0,30 0,31m 033"
DR
Con 0,16 s 0,17 s 0,15~ 0,16 0,16
Org 229,96 214,40 249,69 182,88 219,23
AS
Con 263,432 190,602 658,16 499,66° 402,96 "
Org 827,97~ 634,98 1042,61 728,04 808,40
LT
Con 1097,452 767,852 2356,56 <1650,75° 1468,15"
Org 5,09 s 5,85 ns 4,76 3,70 4,85
VT
Con 5,152 3,80 2 1491 12,20° 9,01°
Org 411,63~ 258,57~ 558,74 353,67 395,65
<0,5
Con 550,34 2> 386,052 732,84 550,65 554,97"
Org 403,25 350,15 473,91 365,93 398,31
0,5-2,5
Con 539,32 374,292 1608,41 <1088,20% 902,56
Org 12,432 25,11t 07,622 06,782 12,98 "
>2,5
Con 06,432 07,322  13,29° 10,792 09,45
Org 0,77 2 0,99°® 0692 0812 0,82
DP
Con 0,93 s 1,06 093 0,83m 0,94~
Org 01,84» 01,152 01,63 01,60" 01,56 *
DH
T2 Con 01,60» 00,87> 01,01» 01,14= 01,15
Org 5567,33 @ 2408,50 @ 4940,33 9037,67> 5488,46 "
NH
Con 3913,67 » 1373,50 = 1759,33 »2862,00 = 2477,13
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Org 0,50 2 0,88%° 0,28 a 0,40 2 0,52 Ns
DR

Con 0,40 2 0,74 %® 0,29 a 0,40 2 0,45 Ns

Org 742,552 645902 668,902 1450,86> 877,05
AS

Con 695,48 s 506,02 s 465,67 s 646,71 ns 578,47

Org 2976,85 2 2102,00a 3034,6525622,49 3434,00"
LT

Con 2449,62 s 1554,31 »s 1592,53 2452,94 »  2012,35

Org 14,88 a 16,51 a 12,172 30,60°P 18,54 Ns
VT

Con 22,23 s 14,40 rs 10,97 rs 14,62 rs 15,56 Ns

Org 1860,152 1212,32 2 1935,92 23267,68 > 2069,02 "
<0,5

Con 1378,57 » 841,44~ 702,66 r1426,58 = 1087,31

Org 1006,41 = 771,912 1020,7922151,75> 1237,71"

0,5-2,5

Con 997,92 s 580,75 839,861 937,97 ns 839,12

Org 107,48 a» 117,573 74,772 198,18> 124,50
>2.5

Con 69,953 129,53b 48,822 85,883 83,55

* Valores promedio con diferentes letras minvisculas dentro de cada fila indica diferencias significativas
entre suelos rizosféricos y control basado en la prueba de rangos miiltiples Student-Newman-Keuls a
un valor-p < 0,05. Asterisco en la ultima columna (media), indica diferencias significativas entre
sistemas de cultivo para cada par de datos del mismo sustrato a un valor-p < 0,05.

4.3.3. Correlaciones y Andlisis factorial exploratorio.

4.3.3.1. Correlaciones entre caracteres de raiz, biomasa y rizosfera.

Para hacer un seguimiento mas preciso de las interacciones entre las raices y el
suelo, se realizd un analisis de correlacion (Figura 12). Se observaron algunas
correlaciones interesantes entre los caracteres de las plantas y los parametros de la
rizosfera (Figura 12). Curiosamente, estas correlaciones variaron dependiendo del

momento de muestreo y del sistema de cultivo. En primer lugar, la respiracion de las
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rizosferas utilizando galactosa como sustrato se correlaciono positivamenteenT1 y en
ambos sistemas de cultivo con muchos parametros de las raices, principalmente
relacionados con la longitud y el peso de las mismas. Esta situacion cambid en T2
donde las correlaciones fueron diferentes para cada sistema de cultivo. En el campo
organico, la respiraciéninducida con galactosa se correlaciond negativamente con una
mayor biomasa de las plantas, mientras que en el convencional, los pardametros de
respiracion practicamente no se correlacionaron con los caracteres de las plantas.

En T1, PhAIl se correlaciond positivamente solo en el campo organico con el didmetro
de la raiz (DP y >2,5). La actividad de DeHy se correlaciond positivamente con
diferentes caracteres de las plantas dependiendo del sistema. En el organico, se
correlaciono positivamente con DH y los caracteres de la biomasa, mientras que en el
convencional se correlacion6 con NH y los parametros de longitud (LT, VT,<0,5 y 0,5-
2,5). En T2, las tnicas actividades enzimdaticas que se correlacionaron
significativamente con los caracteres de las raices fueron PhAc y PhAl, y solo en el
suelo organico. La actividad de PhAc se correlacion6 negativamente con una menor
biomasa, mientras que la actividad de PhAI se correlacion6 negativamente con las
clases de diametro mas pequenas de la longitud de la raiz, pero positivamente con DP
y DR.

En general, el recuento microbiano no se correlacion6 con ningtin parametro de la
planta en ningdn momento ni sistema de cultivo, Gnicamente se observo una
correlacidon de organismos microbianos oligotroficos mas altos (TO) con raices menos
densas (DR) (Figura 12).

Los pardmetros del ciclo del nitrégeno mostraron muy pocas correlaciones con los
caracteres de las plantas en T1 (Figura 12). Sin embargo, se observo una correlacion
negativa entre el potencial de Am y DH en el campo organico. Y una correlacion
positiva entre DR y el potencial de NIT-I y una correlacion negativa de DR vy el
potencial de DN. En T2 se observaron mas correlaciones significativas. En este caso, el

potencial de Am se correlaciond con raices mas delgadas (DP) y menos densas (DR).
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Esto solo ocurrid en el caso del campo orgdnico, donde también Am, NIT-I y NIT-II
estuvieron de alguna manera correlacionados con valores mas bajos de biomasa y
produccion (AeD, AeF, RD, RF y FF). Esta correlacion negativa solo se mantuvo en el
sistema convencional para la biomasa (AeD y AeF) y el potencial de NIT-II del suelo.
En este sistema de cultivo, interesantemente, el didmetro de la raiz (DP), la longitud
de las raices gruesas (> 2,5) y la biomasa de las raices (RD y RF) se correlacionaron

negativamente con el potencial de DN.

4.3.3.2. Andlisis factorial con datos de suelo rizosférico y control

Para resumir todas las posibles correlaciones entre las caracteristicas del suelo,
se realizd un analisis factorial exploratorio en el que se consider6é que la carga del
factor era significativa con niveles superiores a 0,4. El andlisis incluy6 muestras de
suelo control para ambos sistemas de cultivo y tiempos de muestreo, lo que excluyo
todas las caracteristicas de las raices y la biomasa del analisis. En T1, quince
caracteristicas fueron factorizables a partir de la Medida General de Adecuacién del
Muestreo (MSA, por sus siglas en inglés) de al menos 0,6 (Kaiser, 1974) (Tabla 14) en
tres factores. En T2, dieciséis caracteristicas fueron factorizables, una mas (DeHy) que
en Tl
EnT1, las principales cargas para el primer factor (que explicael 30,21% de la variacion,
F1.1) fueron todos los sustratos de respiracioninducida (AcCi, AcMa, Gal y Glu) con
cargas positivas, y la actividad BGlu y NIT-I con cargas negativas (Tabla 14). Las
principales cargas para el segundo factor (14,38% de la variacion, F2.1) fueron todas
las cuentas microbianas con cargas positivas (Tabla 14). Y para el tercer factor (12,26%
de la varianza explicada, F3.1) se obtuvieron las principales cargas con PhAc, 3Glu,
Ur y el potencial Am con cargas positivas, y NIT-II con carga negativa. Al observarla
proyeccion (Figura 13) de los puntajes de los suelos rizosféricos de cada accesion y
control en cada factor (puntajes obtenidos de cada muestra y en cada factor y tiempo

en scorings.csv en el repositorio), el primer (F1.1) y el segundo (F2.1) factor agruparon
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cada sistema de cultivo, siendo el convencional caracterizado por mayores tasas de

respiracion y menor actividad BGlu y potencial NIT-I (Figura 13).
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Figura 12. Mapa de calor que muestra las correlaciones entre variables de la planta y rizosféricas:
&cido citrico (AcCi), &cido mélico (AcMa), galactosa (Gal), glucosa (Glu), fosfatasa acida (PhAc),
fosfatasa alcalina (PhAl), S-glucosidasa (BGlu), deshidrogenasa (DeHy), ureasa (Ur), recuento total
de bacterias aerobias mesofilas viables (TVA), recuento total de mohos y levaduras (TMY), recuento
total de bacterias anaerobias estrictas (TAn), recuento total de bacterias oligotroficas (TO), potencial
de amonificacion (Am), potencial de nitrificacion I (NIT-I), potencial de nitrificacion Il (NIT-11),
potencial de desnitrificacion (DN, escala 0-4), en dos sistemas de cultivo (organico; org y
convencional; con) en dos tiempos de muestreo (T1: verano, T2: otofio). Coeficiente de correlacion
multiple de Pearson (rangode-1a1, escalade gris obscuro a azul, respectivamente), evaluado con nivel

de significancia por prueba t al 5%, 1%, y 0,1%. Los niveles de significancia estdn indicados por %, **,

4 7
y ***, respectivamente.

Para las muestras de la rizosfera de Serrano, cuyas puntuaciones no pudieron

diferenciar entre sistemas de cultivo, estos caracteres de F1.1y F2.1 tuvieronuna fuerte
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influencia del genotipo, por lo que se agruparon muy cercanos sinimportar el sistema
de cultivo.

En T2, el primer factor (35,89% de la variacion, F1.2. Tabla 14) se caracterizo por cargas
positivas de Gal, Glu, PhAc, BGlu, Ur, TO, Am, NIT-I y NIT-II, y DeHy con carga
negativa (Tabla 14). El segundo factor (F2.2) tuvo solo dos cargas, pero muy altas, AcCi
y AcMa. Y por ultimo, el tercer factor (F3.2) tuvo tres variables con cargas positivas,
Gal, TVA y TAn y una con carga negativa y significativa, DN. En este momento,
nuevamente la puntuacion en F1.2 pudo diferenciar entre sistemas de cultivo (Figura
13). Y con F2.2, el peso de la respiracion inducida por 4cidos carboxilicos diferencié
interesantemente todas las muestras suelo control y rizosférico de Serrano. El factor
F3.2 fue capaz de diferenciar algunas accesiones y el control, en el sistema de cultivo
organico BOL-58 y Serrano tuvieron cargas positivas y en el sistema de cultivo
convencional BOL-58 y el control con cargas negativas (puntajes obtenidos de cada

muestra y en cada factor y tiempo en scorings.csv en el repositorio) (Figura 13).
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Tabla 14. Cargas de los factores para los pardmetros analizados en muestras de suelo rizosférico y
control: dcido citrico (AcCi), dcido mdlico (AcMa), galactosa (Gal), glucosa (Glu), fosfatasa dcida
(PhAc), p-glucosidasa (BGlu), deshidrogenasa (DeHy), y ureasa (Ur), recuento total de bacterias
aerobias mesofilas viables (TVA), recuento total de mohosy levaduras (TMY), recuento total de
bacterias anaerobias estrictas (TAn), recuento total de bacterias oligotrdficas (TO), potencial de
amonificacion (Amy), potencial de nitrificacion I (NIT-1), potencial de nitrificacion 11 (NIT-II), potencial
de desnitrificacién (DN, escala 0-4), en dos sistemas de cultivo (orgdnico; orgy convencional; con) en
dos tiempos de muestreo (T1: verano, T2: otofio).

T1 12
F1.1 F2.1 F3.1 F1.2 F2.2 F3.2
0,16
-0,03

0,26

0,22 0,09

-0,06 0,07

0,33 0,12

DeHy - 0,06 0,19

Ur -0,05 0,10 0,06
TVA 0,15 -0,03

TMY 0,12 0,18 0,14

TAn 0,25 0,19 0,45

TO 0,05 -0,08 0,28

Am 0,06 0,26 0,24

NIT-I - 0,29 0,37 0,44 0,28 0,03

NIT-II 0,13 -0,14 -0,19 0,26
DN 0,05 0,16 0,20

% de Var. 30,21 14,38 12,26 35,89 15,46 10,67

Valores Eigen 4,53 2,16 1,84 5,74 2,47 1,71
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Funtaje de las accesione y control en los factares 1ro y 2do en T1
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Figura 13. Proyeccion de las accesiones y el control en el nuevo espacio factorial. Puntajes de las
accesiones, control y cargas de las variables. a) en fase vegetativa (T1), a la izquierda estd la proyeccion
en el primer y segundo factores; a la derecha estd la proyeccion en el primer y tercer factores. b) en la
fase de fructificacion (T2), a la izquierda estd la proyeccion en el primer y sequndo factores; a la derecha
estd la proyeccion en el primery tercer factores. La linea punteada azul agrupa a la mayoria de las

muestras del sistema de cultivo organico y la linea punteada gris agrupa a la mayoria de las muestras

del sistema de cultivo convencional.

4.4. Discusion

4.4.1. El sistema de cultivo condiciona el estado del suelo.

Los resultados mostraron la complejidad y la dindmica de los suelos evaluados.
En este experimento se seleccionaron dos campos similares que se eligieron para
minimizar los efectos debidos a las condiciones climatoldgicas y las propiedades

fisicoquimicas del suelo. Ambos suelos difieren principalmente en el manejo del
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cultivo, con la aplicacion de fertilizantes quimicos y pesticidas en el caso de la
agricultura convencional y solo enmiendas de materia organica y productos
autorizados de agricultura organica en el caso del cultivo orgéanico. Los resultados
mostraron claras diferencias enlos caracteres del suelo estudiados, que fueron capaces
de diferenciar entre ambos suelos desde el principio del experimento. Esto mostro
claramente la impronta de los registros histéricos del suelo, que se mantuvo de alguna
manera durante la temporada (de Brogniez et al., 2015). Olayemi et al. (2022), en un
estudio de 6 anos en suelos limo-arcillosos de clima semiarido de Colorado (EE. UU.),
concluyeron que las comunidades bioldgicas del suelo estan generalmente
enriquecidas y son mas diversas bajo la retencién continua de residuos organicos, lo
que causa en ellargo plazouna mayor biodiversidad del suelo y unaserie de funciones
criticas del suelo mediadas por los organismos del suelo. Los resultados obtenidos
aqui para los diferentes caracteres del suelo estudiados coinciden con esa idea.

En primer lugar, la tasa de respiracion inducida medida mediante el método
colorimétrico puede ser un indicador del nivel de biomasa microbiana y diversidad
de ciertos suelos (Rowell, 1995, Campbell et al., 2003, Cookson et al., 2008, Sanden et
al., 2019). Ademas, la caracterizacion de la diversidad catabolica microbiana del suelo
a través de la respiracion inducida por sustrato podria ser una forma de monitorearla
resistencia y la resiliencia bioldgica del suelo (Swallow et al., 2015). Sin embargo, la
respiracién microbiana y la utilizacién de carbono no son estéticas, sino que varian a
lo largo del afio, probablemente debido a las variaciones estacionales en las
caracteristicas de los ecosistemas estudiados (Babur et al., 2022). Por lo tanto, las
diferencias en los resultados de la respiracion inducida entre los dos tiempos de
muestreo en este experimento no son sorprendentes en absoluto, ya que los dos
muestreos se realizaron al comienzo (T1: verano)y al final (T2: otofio) del periodomas
calido del afio en Valencia (temperatura promedio, minima y maxima = 22°, 11°, y 36°
C, LV.ILA)). Estudios previos realizados en zonas dridas mostraron que la respiracion

microbiana del suelo puede adaptarse a la temperatura ambiental a través del ajuste
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fisiologico de individuos o poblaciones microbianas enteras (Dacal et al., 2019).
Ademas, esta respuesta de las comunidades microbianas a diferentes temperaturas
podria utilizarse para predecir los cambios inducidos por el clima en los flujos de
carbono (Bradford et al., 2019). Se ha encontrado que el aumento de la temperatura
reduce la biomasa microbiana total, pero al mismo tiempo, la respuesta a la
temperatura depende de la calidad del suelo (Ali et al., 2018). Las diferencias en las
sensibilidades a la temperatura de los taxa y la composicién taxondmica de las
comunidades determinan el crecimiento bacteriano ensamblado por la comunidad
(Wang et al., 2021).

En el presente experimento, la tasa de respiracion inducida en el suelo organico fue
menor al comienzo del experimento, mientras que en T2 las tasas de respiracion de los
suelos de los dos sistemas fueron similares. El hecho de que las tasas de respiracion
fueran mas estables en el campo organico que en el convencional puede indicar que
las poblaciones microbianas estan amortiguadas durante la temporada calida,
probablemente debido a su perfil microbiano especifico, que puede diferir de la
comunidad microbiana en la parcela convencional. A pesar de la tendencia general
observada a lo largo del tiempo segtin el sistema de cultivo, es importante tener en
cuenta que no todos los sustratos se comportaron de la misma manera. Creamer et al.
(2016) demostraron, después de probar ocho sustratos en ochenta y un suelos, que el
comportamiento del sustrato dependia de las combinaciones de uso de la tierra, pH y
materia organica del suelo. Especificamente, informaron de una mayor utilizacion de
sustratos basados en acido carboxilico en sitios arables que concuerdan con nuestros
resultados, con tasas de respiracién mas altas con AcCi y AcMa, especialmente en
convencional. Ademas, los suelos analizados tenian un pH de 8,2, que se ha informado
como negativo para el uso de Gal, pero positivo para el uso de acidos organicos
(Creamer et al., 2016).

En segundo lugar, otros indicadores importantes de la calidad del suelo son las

enzimas del suelo (Attademo et al., 2021). Las diferentes actividades enzimaticas del
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suelo son el resultado de la proliferaciéon de microorganismos y la acumulacion de
actividad enzimatica. Las principales fuentes de enzimas acumuladas son las células
de los microorganismos, y una pequena parte puede provenir de residuos organicos
de plantas y animales. La deshidrogenasay la B-glucosidasa se utilizan generalmente
como indicadores de la actividad microbiana, ya que la deshidrogenasa esta
involucrada en procesos intracelulares de oxidacion-reduccion y la B-glucosidasa,
como enzima extracelular, es fundamental en la hidrdlisis y degradacion de los
carbohidratos del suelo, liberando glucosa, que representa una importante
contribucién de energia para los microorganismos del suelo. Las fosfatasa alcalina y
acida son dos enzimas no especificas que catalizan la hidrdlisis de los glicerofosfatos
y difierenen su pH 6ptimo parala accion, 11 y 6 respectivamente, y estan involucradas
en la liberacién de P de las formas organicas. Finalmente, la actividad ureasa en el
suelo puede estar asociada con células vivas, muertas o restos celulares, o incluso
puede estar inmovilizada en arcillas himicas y coloides. La ureasa hidroliza la urea
en amonio, forma utilizable de N por las plantas, y diéxido de carbono, participando
activamente enel ciclo del nitrégeno y luego en la fertilidad del suelo (Dotaniya et al.,
2019). Las actividades enzimaticas observadas en los suelos analizados aqui
permanecieron estables a lo largo del tiempo, siendo similares a las reportadas por
otros autores como Jat et al. (2021) en suelos de rizosfera y suelo control de cultivos de
cereales con diferentes manejos en India. Mientras que otros autores informaron que
los niveles mds probables para el oeste de Espana para las fosfatasas acidas son de 10-
40 pmol g h' (Sun et al., 2020).

Ademas de las propiedades del suelo, se ha descrito que el manejo del suelo es un
impulsor de la actividad enzimatica del suelo (Bandik y Dick, 1999). Los resultados en
ese articulo mostraron diferencias significativas entre los dos sistemas de cultivo para
todas las enzimas probadas excepto la deshidrogenasa. Curiosamente, DeHy es la
unica, de las evaluadas en ese experimento, con actividad intracelular exclusiva. Eso

puede indicar una masa microbiana similar entre los campos convencionales y
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organicos, pero un perfil diferente de microorganismos. Ademas, al ser una enzima
fundamental para el ciclo del carbono en el suelo, la actividad de la (3-glucosidasa fue,
en promedio, aproximadamente un 30% mayor en el suelo organico de nuestra
investigacion, evidenciando la importancia de la presencia de carbono organico en el
suelo, mayor debido ala fertilizacion con estiércol en el organico (Mangalassery et al.,
2015). De hecho, un mayor contenido de materia organica se ha correlacionado
continuamente con una mayor actividad enzimatica. PhAl, PhAc y Ur también fueron
significativamente mads altas en el suelo orgdnico que en el convencional, y estas
enzimas no solo estan influenciadas por la materia organica del suelo, sino también
por el estado de fertilizacion. Se ha correlacionado una mayor fertilizacion con una
menor actividad de esasenzimas, aunque en el caso de la fosfatasa acidase ha descrito
que niveles crecientes de N producen mayor actividad (Margalef et al., 2021).

En tercer lugar, los recuentos microbianos ofrecen la oportunidad de cuantificar la
biomasa microbiana y su perfil. En concordancia con lo que sucedid con la actividad
enzimatica, los recuentos microbianos fueron mas abundantes en el sistema organico
que en el convencional, dependiendo del perfil de la comunidad y del momento de
muestreo. Por ejemplo, los recuentos de aerobios viables totales (TVA) fueron mas
altos en orgéanico que en convencional en ambos momentos de muestreo, mientras que
los recuentos microbianos anaerobios fueron mas altos en orgénico solo en T1 y para
los oligotrdficos solo en T2. Niveles mas altos de diversidad microbiana suelen
reportarse en la agricultura organica debido ala mayor cantidad de materia orgadnica
(Habteselassie et al., 2022). Ademas, los cambios en el tiempo en las comunidades
microbianas son comunes (Zhao et al., 2014). Por el contrario, los recuentos de mohos
y levaduras fueron similares independientemente del sistema de cultivo o del
momento de muestreo. Otros autores han sefialado que estas comunidades son
relativamente estables con un perfil tipico dependiendo del tipo de sueloy clima, y

con pocos géneros dominando sobre los demas (Liu et al., 2018, Tkacz et al., 2020).
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Finalmente, al igual que en el caso de los recuentos microbianos, los resultados
presentados aqui también indican diferencias en la dindmica del ciclo del nitrogeno
entre los sistemas de cultivo. Los microorganismos han estado controlando el ciclo del
nitrégeno de la Tierra desde que aparecié la vida (Canfield et al., 2010). El ciclo del
nitrégeno se refiere al proceso dindmico que circula este elemento ciclicamente a
través del sueloy la atmosfera, permitiendo la transformacidn del nitrogeno en formas
accesibles al metabolismo de los microorganismos, las plantas y los animales. La
fijacion de nitrégeno es el proceso de reduccidon del nitrégeno molecular a amoniaco.
El grupo de fijadores de nitrégeno atmosférico estd compuesto por numerosos
organismos, incluyendo i) fijadores aerdbicos de nitrogeno de los géneros Azotobacter,
Beijerinkia, Derexia y Azotomones, ii) bacterias estrictamente anaerobias, como las del
género Clostridium y iv) bacterias fijadoras simbidticas como Rhizobium para la familia
vegetal Fabaceae, o Frankia con angiospermas no leguminosas.

La mineralizaciones el proceso de transformacion del nitrdgeno organico en amoniaco.
El grupo funcional de mineralizadores es amplio e incluye hongos y bacterias. En
nuestro experimento, el recuento total de mohos y levaduras y el recuento total de
bacterias anaerdbicas se correlacionaron con la tasa potencial de mineralizacion.
Algunos géneros fungicos como Mucor y Rhizopus o Aspergillus y Penicillium han sido
descritos como mineralizadores de N, mientras que las bacterias mineralizadoras
podrian estar representadas por géneros como Pseudomonas, Clostridium, Serratia,
Bacillus, Escherichia y Micrococcus (Xiao et al., 2022). En el proceso de nitrificacion, los
microorganismos convierten el amoniaco en nitrato para obtener energia. En nuestro
experimento, el recuento total de oligotrdficos y el recuento total de anaerdbicos se
correlacionan con el proceso de nitrificacion. Las bacterias nitrificantes tipicas
pertenecen a la familia Nitrobacteriaceae: Nitrosomonas, Nitrosobolus, Nitrosospira,
Nitrosococcus y Nitrosovibrio, oxidando el nitrégeno amoniacal a nitrito y Nitrobacter,
Nitrospira y Nitrococcus, que oxidan el nitrito a nitrato. Tanto la mineralizacion como

la nitrificacion fueron mayores en el sistema organico que en el convencional, lo que
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indica una mayor capacidad para recircular nitrégeno en el sistema. Se observaron
tasas mas altas de mineralizacion y nitrificacion en sistemas de cultivo organico que
han sido descritos por algunos autores (Lin et al., 2016, Henneron et al., 2020, Yueet al.,
2022) debido al uso de la Materia Organica del Suelo (SOM) por parte de las
comunidades microbianas. Se sabe que el proceso de nitrificacion se ve potenciado
cuando el suelo esta caliente (20-30 °C), lo que explicala gran caida en el potencial de
nitrificacion de los suelos en T2 (temperaturas mas suaves), que fue mds intensa en el
convencional que en el organico.

La desnitrificacion ocurre cuando el nitrogeno se pierde a través de la conversion del
nitrato en formas gaseosas, como el 6xidonitrico, el 6xido nitroso y el gas dinitrogeno.
En este experimento, el suelo convencional sufrié una mayor desnitrificacion, pero no
se identifico el tipo de gas producido. El 6xido nitroso es un potente gas de efecto
invernadero con un potencial de calentamiento global (Masson-Delmotte, et al., 2021,
IPCC, por sus siglas en inglés), mientras que el N2 es inerte.

Lazcano et al. (2021) senalaron la necesidad de aumentar las reservas de carbono del
suelo para contribuir a la retencién de nitrégeno en su forma organico-microbiano o
estabilizado en el suelo, al mismo tiempo que aumenta la abundancia de
microorganismos desnitrificantes y asi reducir las emisiones de N20O al favorecer la

finalizacion de la desnitrificacion produciendo gas dinitrégeno.

4.4.2. El comportamiento de la rizosfera depende de los genotipos a medida que el
cultivo evoluciona.

A pesar de la gran importancia de las propiedades del suelo y del sistema
agricola en los parametros del suelo estudiados, en este experimento también fue
posible observar la influencia de las plantas en las propiedades de la rizosfera,
especialmente en T2. Esto mostrd que durante el crecimiento de la planta interacttia
con el entorno circundante de una manera muy especifica. Los desechos delarizosfera,

los exudados de las raices y las células fronterizas de las raices dan forma a las
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comunidades microbianas, el pH y otros factores en la rizosfera, permitiendo que las
plantas absorban una variedad mas amplia de nutrientes para el crecimiento e
inhibiendo posibles patégenos (Sanchez-Canizares et al., 2017, Vives-Peris et al., 2020).
En este experimento no hubo muchas diferencias en las tasas de respiracion entre las
rizosferas de las accesiones y el suelo control, excepto para Bola y Serrano. Aunque
otros autores también han identificado diferencias en las actividades catabdlicas
rizosféricas a nivel de especies vegetales (Brolsma et al., 2017), segiin nuestro
conocimiento, esta es la primera vez que se observan tales diferencias en las tasas de
respiracion a nivel de accesion.

En relacion con la actividad enzimatica, por lo general, se observa una mayor
actividad en la zona de la rizosfera en comparacion con el suelo control debido al
mayor depdsito de carbono organico en esta area, lo que crea condiciones favorables
para la actividad microbiana (Hirte et al., 2018). La presencia de una vegetacion
profusa, una alta colonizacion de raices y la ausencia de labranza han sido
correlacionados con una mayor actividad enzimatica del suelo (Choudhary et al., 2018,
Dotaniya et al., 2019, Bergstrom et al., 2000). Por lo general, el suelo de la rizosfera se
caracteriza por una mayor cantidad de carbono muy labil y menores contenidos de
nitrégeno mineral y otros nutrientes, con un nimero de microorganismos 19-32 veces
mayor en comparacion con el suelo control (Kuzyakov, 2002). En contra de loesperado,
en este experimento no se observaron grandes diferencias entre las muestras del suelo
de la rizosfera y del suelo control, excepto para la variedad Serrano. En experimentos
previos, el efecto delas accesiones enla actividad enzimatica del suelo fue mas intensa
(Fita et al., 2014, Ribes-Moya et al., 2019).

Se ha descrito que los exudados y otros metabolitos secundarios pueden alterar la
microbiota de la rizosfera (Hu et al., 2018). En nuestro caso, solo se pudo observar este
efecto con las accesiones Serrano y Piquillo, modificando el recuento total de
microorganismos en T2. El efecto de ciertas rizobacterias promotoras del crecimiento

de las plantas (PGPR) y de los exudados de algunas accesiones puede ser responsable
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del aumento en el nimero total de microorganismos observados, como lo han descrito
otros autores (Singh et al., 2004, Wang et al., 2020). Estos resultados han demostrado
quelas comunidades de la rizosfera moduladas porlas diferentes moléculas exudadas
hacen que ciertos grupos de microorganismos tengan mayor afinidad por algunas
variedades que por otras (Berendsen ef al., 2012). Ademas, en el caso de la accesion
Piguillo, 1a mineralizacion de nitrogeno presento valores mas altos en interaccion con
el sistema de cultivo convencional. Esta capacidad de movilizacién afecta al ciclo del
nitrégeno y parece estar correlacionada con un aumento en la masa aérea de la planta
y en el pesode la fruta. Existen pruebas evidentes de que las plantas no son conductos
pasivos que absorben cualquier forma de nitrégeno que difunde hacia sus raices, sino
que pueden mejorar su nutricion mediante (a) el establecimiento de simbiosis con
microorganismos del suelo; (b) estimulando la actividad de los microorganismos en
la proximidad de las raices para aumentar la disponibilidad; y (c) aumentando la
conservacion de nitrogeno en el suelo limitando los procesos microbianos que
conducen a su pérdida, como la nitrificacion y la desnitrificacion, directamente a
través de laliberacion de inhibidores desde sus raices (Moreau et al., 2019, Schmidt et

al., 2019).

4.4.3. Las interacciones planta-suelo son complejas y multifactoriales.

Piguillo, Serrano y Bola fueron seleccionados para formar parte de este
experimento debido a su buen rendimiento para la adquisicion de fosforo en estudios
previos, ya sea en eficiencia de captacion o en eficiencia de utilizacion. En esos
experimentos, la longitud de la raiz aumento bajo deficiencia de P y se encontrd que
las raices finas se correlacionaron con los parametros de eficiencia de P (Pereira et al.,
2020). Aqui, seha descrito por primeravez la capacidad de estos genotipos para alterar
la comunidad y la funcién microbiana de la rizosfera, aunque atin queda por estudiar

el impacto de tales alteraciones en el estado nutricional real de la planta.
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Contrariamente a lo esperado, los caracteres morfoldgicos de la raiz mostraron pocas
correlaciones con la rizosfera, siendo significativos solo para la respiracion inducida
por Gal y Glu, PhAc y PhAI y algunos pasos del ciclo del nitrégeno. Ademas, las
correlaciones no fueron generales a través de los diferentes sistemas de cultivo y
tiempos de muestreo. Por lo tanto, podemos sugerir que la exudacion de raices fue
mas importante que la morfologia de las raices para crear diferencias entre las
rizosferas de las accesiones. Desafortunadamente, el estudio de los exudados de las
raices es dificil y atin necesita ser mejorado (Oburger y Jones, 2018).

La exudacién radicular, junto con la morfologia radicular y las simbiosis micorricicas,
se ha descrito como una forma de dar forma a las estrategias de adquisicion de
recursos subterraneos de manera dependiente de la especie (Wen et al., 2021). Parece
que cada especie vegetal tiene su propia estrategia que favorece una de las posibles
soluciones sobre las demas, por ejemplo, la respuesta del maiz a la deficiencia de
fosforo parece depender mds de los cambios morfoldgicos de la raiz que del aumento
de la exudacion radicular (Wen et al., 2017). La independencia entre la morfologia de
laraiz y el nivel de exudacion radicular también se ha descrito en estudios como el de
lannucci et al. (2021), donde se estudiaron ocho genotipos de trigo duro en su
morfologia de raiz, exudados y comunidad del sueloy solo se encontrd correlacion
entre los dos ultimos. Para futuros analisis, seria conveniente estudiar si los exudados
radiculares estan correlacionados con una determinada morfologia de la raiz, como

sugieren algunas de nuestras correlaciones, o si son totalmente independientes.

4.5. Conclusiones

Una variedad de factores agrondmicos y geograficos influyen en las
comunidades microbianas del suelo y comprender el funcionamiento del ciclo del
nitrdgeno es un paso importante. El presente estudio aporta nuevas ideas sobre como
la interaccion entre el genotipo del pimiento y la agricultura orgdnica permite

identificar la combinacion mas adecuada para la salud del suelo.
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En general, el uso intensivo del suelo altera el funcionamiento de la comunidad
microbiana relacionada con el ciclo del nitrégeno, lo que provoca la pérdida de la
biodiversidad del suelo y aumenta la vulnerabilidad al cambio climatico.

A pesar de la importancia de las propiedades microbianas (por ejemplo, actividad,
biomasa) para la salud del suelo, nuestro conocimiento de estas contribuciones atin es
limitado, y consideramos importante incluir la actividad microbiana del suelo,
especialmente a grandes escalas espaciales. El carbono organico del suelo desempeno
un papel importante en la regulacion de la actividad enzimatica tanto en la rizosfera
como en el sueloen general, lo que significa que los suelos organicos muestran valores

mas altos de actividades enzimaticas.
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5. Capitulo 3: Efectos del manejo del suelo y la

diversidad de cultivos de Capsicum en las

comunidades microbianas del suelo.
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5.1. Introduccion

La colonizacion terrestre de las plantas ocurrié gracias a interacciones
mutualistas con microbios hace eras. Esta antigua relacion continud diversificandose
hasta nuestros dias. Estas interacciones son complejas y hoy en dia pueden abordarse
a través de técnicas de secuenciacion masiva, lo que nos permite conocer no solo la
identidad de los microbios en diferentes muestras ambientales u hospederos, sino
también su metagenoma, o como lo llamaron en Gilbert et al. (2018), el "hologenoma"
como la suma de los genomas del hospedante y del simbionte, una entidad bioldgica
unica resultado de una historia evolutiva compartida que sufri6 presiones de seleccién
comunes, evoluciond y puede transmitirse a la siguiente generacion. Lasinteracciones
planta-simbionte estdin mediadas por carbono organico, acidos organicos u otros
metabolitos que se comparten dentro de las células del hospedador o a través de
exudados radiculares (Cook et al., 1995 y Weller et al., 2002). Entre las diferentes
interacciones beneficiosas para las plantas, se puede mencionar la promocion del
crecimiento y la mejora en la absorcion de nutrientes y agua (Jiménez-Pérez et al.,
2022). La supresion de enfermedades transmitidas por el suelo es otro fendmeno de
interaccion beneficiosa que refleja como estas interacciones complejas pueden ser
interdependientes. En el trigo, se ha estudiado ampliamente como algunos genotipos
de plantas son capaces de reclutar bacterias contra patdgenos fungicos, como
Pseudomas spp. que producen un metabolito llamado 2,4-diacetilfloroglucinol, una
molécula antifingica (Weller et al., 2002). Curiosamente, este tipo de supresion solo
estd activo mientras los cultivos estan en el campo después de cuatro o seis
temporadas, pero puede cambiar si se siembran otros genotipos o cultivos. Esta es una
buena alternativa a los pesticidas y la resistencia genética, ya que pueden generar
patdgenos resistentes o eludir la resistencia de las plantas. Se han encontrado muchos
suelos supresivos diferentes para diferentes patogenos como Fusarium spp. Link ex
Grey, Meloidogyne spp. Goldi, Phytophthora spp. de Bary y Pythium spp Pringsh. (Weller

et al., 2002). En la familia Solanaceae, solo se ha informado para patatas afectadas por
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Streptomyces scabies Lambert & Loria (Menzies, 1959). En campos con un largo historial
de uso para este cultivo (mas de 15 afios), el patdgeno estaba ausente, pero en campos
nuevos, la enfermedad atacé al cultivo. Como producto de interacciones a largo plazo,
este caractér esta vinculado a los hospedantes, las caracteristicas fisicoquimicas del
suelo y el manejo del cultivo. Es por lo que debe reconocerse como senalan los
principios 2 y 4 de la Carta Mundial del Suelo, los suelos y toda su biodiversidad y
servicios ecosistémicos son el resultado de interacciones en el tiempo, especialmente
el manejo local y sus formas de vida

Aunque se ha descrito que la rizosfera de distintos tipos de pimiento puede tener
caracteristicas distintas, principalmente debido a sus exudados o morfologia radicular
(Morales-Manzo et al., 2023, sin publicar). Hasta la fecha existe un desconocimiento
importante de qué tipo de comunidades microbianas son frecuentes en las rizosferas
de este cultivo e incluso de qué endofitos pueden colonizar este cultivo. Esta
informacion seria de gran interés en desentranar los holobiontes del pimiento en
campos con distintos tipos de manejo. Asi el objetivo del presente trabajo fue
comparar los microbiomas del suelo, de las rizosferas y de las raices de diversos

pimientos cultivados en condiciones de cultivo ecoldgico y convencional.

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Campo y material vegetal

El campo de estudio se encuentra en la Marjal del Moro (Valencia, Espana; 39°
37'56.3" N, 0° 16' 04.3" O), con una supertficie total de 1288 m2. En 2019, el campo se
dividié en dos partes mediante una hilera de maiz. Una parte fue tratada como
agricultura convencional y la segunda como agricultura orgéanica (Figura 14).
Elegimos material vegetal diverso de tres especies para maximizar sus posibles efectos
sobre la microbiota del suelo: Capsicum annuum: Bola (DOP Pimentén de Totana,
Murcia, Espafia), California Wonder Red (linea de mejora COMAYV, Valencia, Espana),

Piquillo (DOP Piquillo, Navarra, Espafa) y Serrano (México. Reimer's Seeds Co.); C.
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baccatum: BOL-58 (Cochabamba, Bolivia); C. chinense: ECU-994 (Archidona, Napo,
Ecuador); los hibridos Bola x Serrano (Hibrido A; COMAV) y California Red x ECU-
994 (Hibrido B; COMAV). Las ocho accesiones se sembraron en tres bloques de cinco

plantas en cada campo el 15 de mayo de 2019 y se cosecharon el 20 de septiembre de

2019.

igum 14. Campo de estudio en Marjal del Mro. Las dos partes con pricticas convencionales y
orgdnicas se marcanen azuly naranja palido, respectivamente. La linea naranja discontinua representa
la hilera de maiz. La barra denota 50 m. Los mapas fueron adquiridos de Google Maps
(https:/lwww.google.com/maps/@39.6315669,-0.2666223,809m/data=!3m1!1e3;accessed: 7™ February,
2023).

Medimos diferentes variables para caracterizar las caracteristicas de las raices, el
contenido mineral en las hojas y la biomasa de las plantas, asi como producimos

algunas variables combinadas (Tabla 15). Ademas de los materiales de las raices,

también recolectamos muestras de suelo para caracterizar la diversidad microbiana.
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Tabla 15. Lista de variables analizadas, codigo identificador y unidades de medida.
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Categoria Variable Codigo. Unidades
Variables radiculares
Largo total LT cn
Area superficial AS cm?
Diametro promedio DP cm
Volumen total VT cm?
Numero de apices NA apices
Largo total de raices con didmetro < 0,05 mm <05 cn
Largo total de raices con didmetro de 0,05 a 2,00 mm  0,5-2,0 cm
Largo total de raices con diametro > 2,00 mm >2,0 cn
Numero de horquillas NH horquillas
Contenido mineral
Boro (B) B mg/100 g de
materia seca
Calcio (Ca) Ca mg/100 g m. s.
Cobalto (Co) Co mg/100 g m. s.
Cobre (Cu) Cu mg/100 g m. s.
Hierro (Fe) Fe mg/100 g m. s.
Potasio (K) K mg/100 g m. s.
Magnesio (Mg) Mg mg/100 g m. s.
Manganeso (Mn) Mn mg/100 g m. s.
Foésforo (P) P mg/100 g m. s.
Silicio (Si) Si mg/100 g m. s.
Zinc (Zn) Zn mg/100 g m. s.
Biomasa
Tocdn, peso fresco TF g
Tocdn, peso seco TD g
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Raiz, peso fresco RF g
Raiz, peso seco RD g
Hojas, peso fresco HF g
Hojas, peso seco HD g
Rendimiento, peso total de frutos Y kg
Fruto, peso medio FM g
Fruto, peso fresco FF g
Fruto, peso seco FD g

Variables combinadas

Densidad de raices (RD / VT) DR g/m?3
Densidad de ramificacion (NH / LT) DH horquillas/ecm
Tocdn, contenido de agua TWC %

Hojas, contenido de agua HWC %

Raiz, contenido de agua RWC %

Fruto, contenido de agua FWC %

5.2.2. Caracteres morfoldgicos y quimicos

Solo utilizamos la planta en el medio de cada bloque para todos los analisis de
plantas y rizosfera (n = 6 plantas por accesion) para evitar la posible interferencia de
las raices de otras accesiones en los limites de cada bloque. Durante la cosecha de la
planta, recolectamos una muestra de sueloy raices a una profundidad de 25-30 cm,
que se transfirié en condiciones estériles a un tubo con 25 ml de soluciéon tampon de
fosfato (Calbiochem-Merck, 2003), pH =7,4, y almacenado en hielo para su posterior
andlisis (ver siguiente subseccidn).

Las plantas se trasladaron a los laboratorios y se midieron diferentes caracteres de
tocones y raices delas plantas (Tabla 15). Para evaluarla biomasa, se pesaron los tallos,
las hojas y las raices (peso fresco, Tabla 15), luego se secaron durante tres dias a 65 °C,

hasta alcanzar un peso constante, y luego se pesaron nuevamente (peso seco, Tabla
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15). Los frutos se secaron mediante liofilizacion. Estos datos nos permitieron calcular
nuevas variables como la densidad de raices (DR, peso seco (g) dividido por volumen
(cm?)), la densidad de ramificacion en raices (DH, namero de horquillas dividido por
longitud total) y el contenido de agua en tocones, hojas, raices y frutos conla siguiente
formula (WC (%) = [(peso fresco — peso seco) * peso fresco-1] * 100).

Las muestras secas de hojas se molieron para la posterior determinacion de minerales
(B, Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P, Si y Zn) siguiendo los procedimientos del MAPA
(MAPA, 1994), segtin lo descrito en Raigon et al. (2010).

La tabla con los resultados estadisticamente significativos del andlisis del efecto del
tratamiento, las  especies de Capsicum  (con el  nombre de
KRUSKALW_VAR_VEG_TRAT SPP.csv) y accesiones (con el nombre de
KRUSKALW_VAR_VEG_ACCESIONES.csv)en caracteres morfoldgicosy quimicos del
material vegetal evaluados y el resto de los materiales suplementarios puede

encontrarse en el repositorio https://github.com/ivalethia/pepper microbiome

5.2.3. Extracciéon de ADN de suelo, rizosferas y raices

Las muestras de suelo, rizosferas y raices se sonicaron durante 10 minutos
(Simmons et al., 2018). Luego, las raices se separaron cuidadosamente del suelo y se
esterilizaron superficialmente con lejia al 50% durante 60 segundos, etanol al 70%
durante 60 segundos y se lavaron con agua estéril. Los suelos se filtraron y
centrifugaron durante 10 minutos a 4 °C y 4,000 g para separar las fases solida y
liquida. Tuvimos 48 muestras de raices y 54 de suelo (48 muestras de suelo de la
rizosfera y tres controles de suelo por tratamiento).

Las extracciones de ADN de las raices se realizaron siguiendo el protocolo de
extraccion de ADN SILEX (Vilanova et al., 2020). El peso medio del tejido de la raiz
por muestra fue de 0,23 g y el rendimiento medio de ADN fue de 164,00 ng g de tejido
de raiz. Las extracciones de ADN del suelo se realizaron con el kit "FastDNA™ SPIN

Kit for Soil" de MP Biomedicals. El peso medio del suelo por muestra fue de 0,48 gy


https://github.com/ivalethia/pepper_microbiome

Mejora del chile: resistencias e interaccion con el suelo 109

el rendimiento medio de ADN fue de 46,59 ng g' de suelo (medido por Qubit, kit

"dsDNA Quantitation, broad range").

5.2.4 Secuenciacion y analisis de microbiomas.

La secuenciacion de la region ribosomal del 16S ARNr para procariotas
(regiones hipervariables V3-V4; con cebadores 341F y 805R) y el Espaciador Transcrito
Interno 1 ARNTr para eucariotas (ITS1; con cebadores ITS1F e ITS2) se llevo a cabo en
el Centre d’'Expertise et de Services Génome Québec (Canadd) con Illumina MiSeq PE
300pb.

Los datos brutos de secuenciacion se importaron, filtraron por calidad y se asignaron
taxondmicamente en el paquete de analisis Qiime2 (ver. 2021.2; Bolyenet al., 2019). Se
utilizaron dosbases de datos de referencia para el andlisis, una para 16S: base de datos
de referencia SILVA version 138 (Robeson et al., 2020) con secuencias representativas
de identidad completa al 99%; y la otra, para ITS1: una base de datos de referencia
hibrida basada en UNITE version 8.3, al 99% de identidad (Abarenkov et al., 2021) y
los principales resultados del BLAST en el proyecto NCBI - ITS (Bengtsson-Palme et
al., 2013). Estas bases de datos de referencia se entrenaron utilizando el complemento
"feature-classifier": primero “extract-reads” para 16S con cebadores directo -
CCTACGGGNGGCWGCAG- e inverso -GACTACHVGGGTATCTAATCC-, y para
ITS1, cebadores directo CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA e inverso
GCTGCGTTCTTCATCGATGC. Luego, con el complemento “fit-classifier-naive-bayes”
se entrenaron como clasificadores. Cada conjunto de datos importado (16S y ITS1) se
recortaron las secuencias y eliminaron las quimeras (con el complemento dada?
recortando a partir de puntuaciones de calidad de Phred minimo de 30). Ademas,
realizamos un control de calidad con una identidad minima al 70% y un alineamiento
minimo al 90% en ambos conjuntos de secuencias. Utilizando nuestros clasificadores
entrenados, se asignaron taxonémicamente las variantes de secuencia exactas (ESV,

por sus siglas en inglés) que superaron el control de calidad. Luego, se filtraron
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nuevamente para excluir todas las asignaciones que usaran los siguientes términos:
chloroplast, k__Viridiplantae, k__unidentified, mitochondria, o__uncultured, y Unassigned
de taxones hasta el nivel de orden. Como después de la asignacion taxonémica y el
filtrado, todavia encontramos muchos c6digos, nimeros o palabras inespecificas (por
ejemplo, bacterin como nombres de género o especie) utilizados como etiquetas
taxonomicas (debido a taxonomias incompletas en las bases de datos de referencia),
exportamos nuestros resultados de Qiime2. Para eliminar estas asignaciones
inespecificas, tuvimos que asignar manualmente al nivel taxondmico conocido mas
cercano los recuentos de ESVs tanto para especies como para familias (un conjunto de
datos para cada nivel taxonémico), cuando estaban disponibles, y otros grupos a uno
o varios niveles taxondmicos superiores (pueden identificarse por el prefijo: "Unid_" o
"Unidentified_"). Esta ultima tarea se realizd6 en Excel (Microsoft® Excel® para
Microsoft 365 MSO, version 2302, compilacion 16.0.16130.20186, de 64 bits) y
LibreOffice Calc (version 7.0.4.2, de 64 bits) utilizando funciones incorporadas para
finalmente tener nuestros datos listos para ser analizados. Las funciones utilizadas se

pueden encontrar como spreadsheet_funct.txt en el repositorio.

5.2.5. Andlisis estadistico, de diversidad, taxa niicleo y visualizacién grafica

Los datos morfoldgicos y quimicos se analizaron con IBM © SPSS © Statistics
version 25. Primero, calculamos una matriz de correlacion exploratoria entre todos los
pares de las 36 variables cuantitativas para averiguar qué variables juegan un papel
significativo en los cultivos. No habia variables no correlacionadas (con todos los
valores absolutos enla matriz de correlacion por debajo de 0.3), sinembargo, la prueba
de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) produjo valores muy bajos (0.490) o mediocres (0.609),
incluso después de eliminar del analisis las variables combinadas. Las cargas tuvieron
valores entre 0.673 y 0.981, por lo que el tamafio de la muestra podria ser inadecuado

para el analisis factorial.
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Muchas de las variables estudiadasno cumplieroncon los supuestos del ANOVA. Por
lo tanto, realizamos pruebas de Kruskal-Wallis y comparaciones por pares ajustadas
después de la correccion de Bonferroni.

La diversidad de bacterias y hongos se analizo en PAST 4.09 (Hammer et al., 2001)
utilizando el conjunto de datos de ESVs a nivel de especie. Calculamos indices de
diversidad alfa para describir nuestras muestras (Morris et al., 2014): total de taxones
(5), numero de individuos (I), dominancia de Simpson (D), y H de Shannon (H).
Utilizamos el ACE para la correccion de S para ajustar las especies faltantes y la
cobertura de lamuestra. Luego, para analizar las diferencias entre tratamientos y entre
especies vegetales o accesiones, realizamos comparaciones de prueba t por pares de la
D de Simpson y la H de Shannon, y corregimos las diferencias significativas después
de llevar a cabo la correccién de Bonferroni secuencial de Holm (Holm, 1979).
Construimos un perfil de taxa representativos (recuentos de ESVs de especies) para
cada conjunto de muestras (conjuntos creados: Organico, Convencional, C. annuum, C.
baccatum = BOL-58, C. chinense = ECU-994, Serrano x Bola =Hibrido A, California Wonder
Red x ECU-994 = Hibrido B, Bola, California Wonder Red, Piquillo, Serrano) seleccionando
los taxa nucleares solo si estaban presentes en al menos el 25 % del conjunto de
muestras deseado (Simonin et al., 2020). Para el proceso de seleccidn, creamos una
funcion en Python para verificar en cada conjunto de muestras la presencia en
porcentaje de cada especie microbiana o grupos superiores (el script de Python se
puede encontrar como plugin_percentage.py en el repositorio). Con estos nuevos
valores, filtramos y conservamos solo los grupos taxondmicos que superaron el
umbral y creamos otra funcion en Python para obtener las abundancias totales y
relativas por muestra en estos nuevos contextos taxonémicos centrales (el script de
Python se puede encontrar como plugin_core_abund_nd_relabund.py en el repositorio).
Utilizamos la prueba de Mann-Whitney (Wilcoxon) para comparar conjuntos de
muestras (por ejemplo, frecuencias de Aspergillus sp. en muestras de conjuntos

nucleares de Convencional y Organico). Para la comparacion de multiples muestras,
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realizamos una prueba de Kruskal-Wallis (por ejemplo, frecuencias de Aspergillus sp.
en muestras de conjuntos nucleares de C. annuum, C. baccatum, C. chinense, Hibrido A
e Hibrido B).

Se construyeron graficos de "burbujas" con abundancias totales y relativas de taxa
nucleares a partir del codigo para crear graficos de "burbujas" de Simonin ef al. (2020)
(version modificada y usada como blubbleplot_improved.R en el repositorio) y graficos
de barras con abundancias relativas de taxones centrales para parentales e hibridos
(Bola, Serrano y Serrano x Bola; California Wonder Red, ECU-994 y California Wonder Red
x ECU-994). Para facilitar la visualizacion, utilizando diferentes umbrales, se filtraron
los datos de taxa nucleares: los grupos "Unidentified " se excluyeron en hongos y
bacterias; la abundancia relativa en hongos fue >0,01% para los conjuntos organico y
convencional, y >0,1% para elresto de los conjuntos de taxa nucleares; en bacterias fue

>(0,5% para cada conjunto nuclear.

5.3. Resultados

5.3.1. Caracteres morfoldgicos y quimicos

El tratamiento convencional produjo frutos mas pesados, tanto en peso fresco
Ccomo en peso seco, en comparacion con el tratamiento organico (tabla suplementaria
con el nombre de KRUSKALW_VAR_VEG_TRAT SPP.csv en el repositorio).
Encontramos efectos significativos generales de las especies para las siguientes
variables (tabla suplementaria con el nombre de
KRUSKALW_VAR_VEG_TRAT_SPP.csv en el repositorio): 1) el didmetro promedio de
la raiz fue mayor en las plantas del Hibrido A en comparacion con C. baccatum; 2) las
longitudes totales de las raices y el numero de horquillas de las raices de C. chinense
fueron mayores quelas de C. annuum o el Hibrido A; pero C. chinense tuvo el contenido
de aguamas bajo en tocones y un menor contenido de agua en las raices que el Hibrido
A, pero un mayor contenido de agua en las hojas que C. annuum; C. chinense y el

hibrido B produjeron rendimientos mas altos que C. annuum 'y C. baccatum; los frutos
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frescos de C. annuum fueron mas pesados que los de C. baccatum; el Hibrido B mostrd
una mayor densidad de raices que C. annuum o C. baccatum, y C. chinense que C.
baccatum; C. chinense y el Hibrido B tuvieron los valores mas altos para la relacion de
ramificacion y C. annuum los mas bajos; el Hibrido A tuvo los valores mas altos para
By Ca, y C. baccatum y C. chinense los mas bajos; pero C. annuum exhibio valores mas
altos de Ca en las hojas que C. baccatum o el Hibrido A, y de Cu que C. chinense; C.
baccatum tuvo valores mas altos de K que C. chinense; C. annuum tuvo una mayor
concentracion de Zn que C. baccatum o C. chinense.

El andlisis no paramétrico encontrd diferencias entre las accesiones de Capsicum (tabla
suplementaria con el nombre de KRUSKALW_VAR_VEG_ACCESIONES.csv en el
repositorio): para LT, AS, DP, VT, NA, 0,5-2,0, > 2,0, Bola y California Wonder Red
mostraron los valores mas bajos y Serrano los mas altos. Para < 0,5, > 2,0, NH, ECU-994
tuvo los valores mas altos. Para TF, TD, ambos hibridosy Serrano tuvieron valores mas
altos quelos de Bola o California Wonder Red. Sin embargo, para TWC, California Wonder

Red, Bola y BOL-58 produjeron los valores mas altos, y ECU-994 los mas bajos.

5.3.2. Secuenciacion

La secuenciacion de muestras del fragmento del gen ARNr 16S generé mas de
tres millones de secuencias, con un rango de ocho a cincuenta y dos mil secuencias
por muestra. Después de recortar (calidad minima Phred de 30), eliminar quimeras
(dada2, Qiime2), control de calidad (quality-control, Qiime?2), asignacion taxondmica
(feature-classifier, Qiime?2), filtrado (filter-table, Qiime2), tuvimosuna frecuencia total
final de 827.710 en 96 muestras con 13.466 ESVs totales. Para la secuenciacion del
fragmento del ITS1: més de cuatro millones de secuencias, con un rango de 12 y 61 mil
por muestra. La frecuencia total final fue de 2.049.056 en 101 muestras con 1.197 ESVs

totales.
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5.3.3. Grupos de microorganismos identificados e indices de diversidad de los

microbiomas

Para cada muestra se evalud el porcentaje de presencia de cada una de las
familias identificadas, asi en las muestras de suelo control o sin cultivar
(independientemente del sistema de cultivo) se observé que 7 familias de hongos y 14
familias de bacterias (Figura 15) presentaban un porcentaje de abundancia relativa
promedio superior al 2 %, representando estas familias el 91 % y 52 % del total,
respectivamente, de los microrganismos detectados. La representacion de las distintas
familias de hongos vario ligeramente dependiendo de que se estuvieran analizando
los suelos control o de la rizosfera. Asi, si bien en los controles y las rizosferas fueron
muy abundantes familias de hongos como: Chaetomiaceae (45,5% control - 30,1%
rizosfera), Nectriaceae (21,8% control - 26,4% rizosfera), Pyronemataceae (3,8% control -
3,9% rizosfera), Togniniaceae ( 10,3% control — 3,5% rizosfera) y Mortierellaceae (3,4%
control - 8,8% rizosfera), algunas familias sdlo superaron el umbral del 2% en la
rizosfera: Pleosporaceae (< 2% control - 7,7% rizosfera), Hipocreales no identificados (<
2% control — 4,2% rizosfera), Piskurozymaceae (< 2% control - 3% rizosfera) y
Psathyrellaceae (< 2% control - 2,9% rizosfera) (Figura 15). En el caso de las bacterias la
lista de las representadas con un valor mayor del 2% fue practicamente igual (salvo
dos excepciones) entre control y rizosfera, aunque con distinta abundancia, estando
ampliamente representados (> 3%): Gemmatimonadaceae, Chlorofexis no identificados,
Nitrosomonadaceae, Vicinamibacteraceae, Gemmatimonadaceae, Planctomycetota,
Actinobacteriota, Nocardioidaceae (Figura 15).

Sin embargo, la representacion de familias en la raiz tanto de hongos como de
bacterias fue muy distinta a la observada en los controles o en rizosferas. Por ejemplo,
las nicas familias de hongos que se observaron en el control que se encontraron
también en la raiz fueron Nectriaceae, Chaetomiaceae, Mortierellaceae, ocurriendo
Hypocreales no identificados y Pleosporaceae con frecuencia mayor del 2% en rizosferas

y raiz, pero no en el control. El caso de las bacterias es mas impactante ya que ninguna
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de las familias mas representadas en la raiz (Bacillaceae, Streptomycetaceae,
Micromonsoparaceae, Pseudomocadriaceae, Rhizobiaceae, Psedomonadaceae,
Entomoplasmatales no identificados, Xantomonnadaceae, = Enterobacteriaceae 'y
Paenibacillaceae) fueronlas mas representadas ni enla rizosferani enel control (Figura

15).

Control Rizosfera

Bacterias Control

% Bt

Figura 15. Diagrama sectorial indicando los porcentajes de las familias de hongos y bacterias. Se
detallan las familias encontradas en cada tipo de muestra analizada (controles, rizosferas y raices)
independientemente del sistema de cultivo. Se ha indicado el nombre de las familias que superaban el

2 % de abundancia relativa (modificado del original de Ruiz-Gonzilez, 2023)

Al estudiar el comportamiento a nivel de especie se observa 1,199 taxa de bacterias y
163 taxa de hongos (Figura 16). La mayoria de los taxa se encontraron solo en el suelo,
mientras que un 35,6% de los hongos y un 11,0% de los taxones de bacterias estaban
tanto en los tejidos como en la rizosfera, y curiosamente, el 8,6% de los taxones tanto
de bacterias como hongos se encontraron exclusivamente en los tejidos de la raiz.

Catorce especies de hongos se encontraron exclusivamente asociadas con las raices
(tabla completa de las especies de hongos y bacterias identificadas con abundancias
puede encontrarse como Full Data_& _Spp_Bac&Fung.csv en el repositorio). De ellos
dos hongos micorricicos arbusculares simbiontes obligados como Glomus aggregatum

que solo ocurrid en una planta y Dominikia iranica en seis plantas de C. annuum, todas
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ellas creciendo exclusivamente en el tratamiento convencional. También se
encontraron cinco hongos patogenos: Macrophomina phaseolina, Podosphaera xanhii,
Cladosporium aciculare y Cladosporium rhusicola y Gibberella fujikuroi. También como
exclusivo de raiz se encontré una especie de Thaumatomonas sp. del filo Cercozoa. En
cuanto a las bacterias endogenas de raiz destacaron 15 que aparecen como no
cultivables en medio bacterioldgico (candidatus) como Nitrosotalea también se

encontraron dos especies del orden Rhizobiales y de la familia Xanthomonadaceae.

BACTERIA FUNGI

Figura 16. Muestreo de hongos y bacterias. Los circulos exteriores representan el niimero de taxa
encontrados exclusivamente en los suelos, los circulos interiores los taxa que solo ocurrieron dentro de
las raices y los circulos intermedios representan el niimero de taxa que se encontraron tanto dentro de
las raices como en las muestras de suelo tinicamente rizosférico. Los circulos son proporcionales al
nimero de taxa, que se muestra dentro de cada globo de didlogo. Root = Raices, Both= Ambas zonas de

muestreo y Soil = Suelo Control y Rizosférico.

Como era de esperar tras el andlisis descriptivo, al analizar por tipos de muestras
(controles, rizosferas y raices) existieron diferencias en sus indices de diversidad de
Simpson y de Shannon (Figura 17A y B y 18A y B, Tabla 16). En el caso de los hongos
la dominancia de Simpson de especies fue mayor en suelo rizosférico que en raices

mientras que en el caso de las bacterias ocurrié lo contrario.
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Tabla 16. Diversidad alfa fingica y bacteriana en muestras de suelo control, rizosférico, raices y

desagrupadas por sistema de cultivo. Taxa totales (S), numero de individuos (I), Dominancia de

Simpson (D), H de Shannon (H).

S I D H S I D H
Fungi Bacteria
Suelos y raices
Rizosferas 145 360.694 0,157 2,385 | 1060 741.347 0,008 5,415
Control 53 147.458 0,113 2,581 405 70.587 0,010 5,138
Raices 72 540.904 0,055 3,206 235 15.776 0,020 4,694
A B
Raiz . .
Control . .
Rizosfera . .
0.00 0.05 0.10 0.15 020 0.00 075 150 2.25 3.00 3.75 4.50
D de Simpson H de Shannon

Figura 17. Indices de dominancia de Simpson y diversidad de Shannon para comunidades fiingicas en

suelos y raices. A y B: indices de diversidad para cada grupo de muestras.

A B
Raiz . .
Conlrol . .
Rizosfera . .
0.000 0.605 O.E;HJ D.EII15 0.620 0.0‘25 U.I£|30 D.C||35 0.640 D.IDO IJ.I?S I.ISIJ 2.‘25 3,:30 3.‘75 4.‘50 5,‘15 6.00

D de Simpson H de Shannon

Figura 18. Indices de dominancia de Simpson y diversidad de Shannon para comunidades bacterianas

en suelos y raices. A y B: indices de diversidad para cada grupo de muestras.
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5.3.4. Comparacion entre el microbioma especifico por tipo de sistema de cultivo y
especie cultivada

Aunque los dos manejos de cultivo se realizaron en dos partes diferentes de
una misma parcela se observaron diferencias significativas entre los indices de
diversidad para el manejo convencional y para el manejo ecoldgico (Figura 19Cy Dy
20C y D, Tabla 17, 18 y 19). Las muestras mas diversas fueron las de raiz en
convencional que mostraron gran predominancia de algunas especies de acuerdo con

el indice de Simpson.

Tabla 17. Diversidad alfa fungica y bacteriana en muestras de suelo control, rizosférico, raices
desagrupadas por sistema de cultivo. Taxa totales (S), nimero de individuos (I), Dominancia de

Simpson (D), H de Shannon (H).

S I D H S 1 D H
Fungi Bacteria
Dentro de tratamiento
Rizosferas con. 114 765.202 0,154 2,410 865 391.486 0,009 5,379
Rizosferas org. 115 669.526 0,154 2,387 782 360.709 0,009 5,366
Control con. 47 74.034 0,122 2,529 334 42.647 0,010 5,109
Control org. 25 73.424 0,119 2,399 235 27.940 0,013 4,824
Raices con. 54 268.530 0,078 2,871 98 7.466 0,037 3,839
Raices org. 48 272.374 0,082 2,873 160 8.310 0,017 4,617
C D
Raiz O L] L]
Raiz C L] L]
Contrel O Ll L]
Control C - L]
Rizosfera O L L]
Rizosfera C . "
0.00 0.05 0.10 0.15 020 000 0.75 1.50 2.25 3.00 3.75 4.50
D de Simpson H de Shannon

Figura 19. Indices de dominancia de Simpson y diversidad de Shannon para comunidades fiingicas en

suelos y raices Cy D mostrando la interaccion con el tratamiento.
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C D
Raiz O . .
Raiz C - -
Control O . .
Control C . -
Rizasfera . .
n

Rizosfera C . -

00 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030 0.035 0.00 0.76 1.50 225 3.00 3.75 450 5.25 6.00

=

D de Simpson H de Shannon

Figura 20. Indices de dominancia de Simpson y diversidad de Shannon para comunidades bacterianas

en suelos y raices. C y D mostrando la interaccion con el tratamiento.

Tabla 18. Diferencias en los indices de dominancia de Simpson y diversidad de Shannon en especies
fungicas. Comparaciones de pruebas t por pares y donde los valores en negrita indican diferencias

significativas después del procedimiento secuencial de Bonferroni de Holm (Holm, 1979).

D de Simpson H de Shannon
t G.L. Valor-P t G.L. Valor-P
Rizosferas C vs Rizosferas O -0,638 1.422.700 0,524 9,597 1.411.700 <0,001
Control C vs Control O 4,092 143.130 < 0,001 23,346 139.010 < 0,001
Rizosferas C vs Control C 49,654 102.510 < 0,001 -25,332 95.497 < 0,001
Rizosferas O vs Control O 63,366 117.290 <0,001 -3,071 115.330 0,002
Raices C vs Raices O -13,626 520.980 < 0,001 -1,053 540.900 0,292

Tabla 19. Diferencias en los indices de dominancia de Simpson y diversidad de Shannon en bacterias.
Comparaciones de pruebas t por pares y donde los valores en negrita indican diferencias significativas

después del procedimiento secuencial de Bonferroni de Holm (Holm, 1979).

D de Simpson H de Shannon
t G.L. t G.L. t G.L.
Rizosferas C vs Rizosferas O 4,471 751.660 <0,001 4,361 750.000 <0,001
Control C vs Control O -19,618 44954 <0,001 35,389 60.185 <0,001
Rizosferas C vs Control C -9,292 52.590 < 0,001 49,275 58.941 < 0,001
Rizosferas O vs Control O -28,547 29.823 < 0,001 82,435 35.134 < 0,001
Raices C vs Raices O 21,156 11.967 < 0,001 -44,637 15.093 < 0,001
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5.3.5. Grupos de taxa nucleares

Entre todos los conjuntos de taxa nucleares, los hongos tuvieron 52, de los
cuales el 23% se clasificaron como grupos no identificados (tabla completa de las
especies de hongos y bacterias identificadas como nucleares con prevalencias y
abundancias relativas puede encontrarse como CORE_TAXA.csv en el repositorio).
Para las bacterias fueron 347, con un 61% de grupos no identificados.

Enla tabla 20 se muestranlos 50 taxones con mayor prevalenciaen suelo convencional
y sus respectivas prevalencias y abundancias relativas para los distintos tipos de
diferentes conjuntos de muestras. Las dos principales especies de hongos entre todos
los conjuntos de taxones centrales fueron Fusarium spp., con un rango de prevalencia
del 50% al 83% y una abundancia relativamedia del 1% al 25%, y Chaetomium spp., con
una prevalencia del 45% al 75% y una abundancia relativa media del 3% al 19%. Para
las bacterias, Bacillus sp. y Nocardioides sp. fueron las dos principales especies, con una
prevalencia del 50% al 72% y del 50% al 63%, y una abundancia relativa media del 8%
al 18% y del 0,86% al 1,82%, respectivamente. Aunque las prevalencias y abundancias
relativas de hongos y bacterias fueron distintas entre los distintos manejos de cultivo,
entre especies cultivadas o incluso entre accesiones, las pruebas estadisticas no
mostraron que estas diferencias fueran significativas, salvo en contadas ocasiones

(Figuras 21 y 22).



Tabla 20. Los 50 principales taxones de cada conjunto de muestras. G (grupo): B, bacterias; F, hongos. ID: especie o nivel taxondmico evaluado mds cercaro.
Tratamiento: Conv, convencional, org=ecoldgico. Datos proporcionados como prevalencia (P) y abundancia relativa (AR) en %. En las ultimas dos columnas

aparecen datos coincidentes de taxones principales de Simonin et al. (2020) a nivel de género.

G ID Conv Org |C. annuum C. baccatum C. chinenseHibrido A Hibrido B| Bola California Piquillo  Serrano Simonin 2020
P AR P AR| P AR AR P AR P AR P AR|P AR P AR P AR P AR| P AR
Streptomyces sp |-57,45 6,18 |.13 32-20 ,8466,6711, 46. 6,62 .12,24.12,13. 8,84 63,64 4,73 - 33 0,03
Fusarium solani 62,75 6,15 62,00 3,99 159,57 5,51 58,33 6,76 75,00 6,41 50,00 1,19 58,33 3,09 50,00 2,78 75,00 9,11 58,33 8,31 54,55 1,33| 82,38 1,69, 0,44
Bacillus sp 66,6713,82 50,00 16,0758,3310,16 63,64 9,42 72,73 9,28 63,64 42,40 0,23, 0,08
Fusarium proliferatum 53,19. 66,67 16,79 8,3312,0050,00.50,0014,12 54,55 82, 38 1,69, 0,44
Chaetomium sp 58,82 7,29 58,00 5,85 |57,455,86 50,00 3,16 58,3312,6350,00 3,89 58,33 6,87 |58,33 6,89 75,00 7,34 50,00 5,33 45,45 3,30 60 0,59
Chaetomium sp6 58,8213,5856,0014,4251,0611,72 58,33 12,6766,67.50,0010,2358,3315,3150,0011,5650,00 8,91 50,0012,61 54,55 13,62 60 0,59
Nocardioides sp 57,14 1,40 57,451,65 55,56 1,46 50,00 1,82 50,00 1,75 54,55 0,86 60,00 1,78 |54,55 1,23 63,64 1,60 54,55 1,16 50,00 1,35 NA NA
Aspergillus sp 56,86 1,13 40,000,26 [42,550,30 58,33 2,83 58,33 0,51 41,67 0,32 50,00 0,75 [50,00 0,53 41,67 0,32 41,67 0,19 36,36 0,13 32 0.04
Gemmatimonas sp 55,10 0,40 46,81 0,27 |48,890,36 41,67 0,25 50,00 0,27 54,55 0,40 60,00 0,31 |45,450,18 54,55 0,26 54,55 0,44 41,67 0,44 NA NA
Phaeoacremonium sp 54,90 3,75 56,00 3,59 |51,06 2,76 50,00 1,63 66,67 6,03 50,00 3,31 50,00 3,40 |50,002,11 50,00 1,98 50,00 2,64 ' 54,55 4,32 NA NA
Emericellopsis sp 54,90 2,54 52,00 3,40 |53,193,50 41,67 3,48 66,67 2,35 50,00 1,13 50,00 2,97 |58,33 5,65 58,33 3,15 50,00 3,63 45,45 1,14 NA NA
Pseudomonas sp 53,06 1,46 .7,47 60,004,30 58,33 2,3150,00 3,19 . 3,33 40,00 3,45 163,64 5,49 63,64 8,05 . 1,16 41,67 0,20 28,27 0,26, 0,32
Gaiella sp 53,06 1,01 51,06 0,99 |51,111,01 50,00 0,88 41,67 0,96 54,55 0,63 60,00 1,22 |54,55 1,12 54,55 0,89 45,45 0,77 50,00 0,96 NA NA
Steroidobacter sp 53,06 2,14 48,941,00 55,56 2,27 50,00 0,88 41,67 1,75 45,45 0,69 40,00 0,62 |54,55 4,44 63,64 2,07 54,55 0,75 50,00 0,71 30 0,06
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B

Lysobacter sp
Dongia sp
Rubrobacter sp82
Gemmatimonas sp283
Pirellula sp
Pirellula sp476

Adhaeribacter sp

Aspergillus ochraceopetaliformis|

Nocardioides sp75
Arenimonas sp

Gaiella sp86

Penicillium fuscoglaucum

Nitrospira sp
Cellvibrio sp
Microascus sp
Aeromicrobium sp
Solirubrobacter sp95
Sphingomonas sp
Phaselicystis sp354

Acidibacter sp564

53,06 1,19 34,04 0,24

51,02 0,41 55,32 0,41

51,02 0,88 53,190,73

51,02 0,58 48,94 0,54

51,020,20 42,550,20

40,000,24 41,67

51,110,43 41,67
46,67 0,71 50,00
51,110,56 50,00

46,670,24 33,33

48,98.42,55.46,67. 50,00

48,98 0,22 36,17 0,20

47,06 0,80 -36,17 0,23 -50,00 0,31 41,67

NA NA 41,67 0,48

44,90 0,46 NA NA
44,90 0,26 46,81 0,82
42,86 0,23 46,81 0,33
39,22- 0,20
38,78 0,33 38,30 0,42
38,78 0,41

37,25 0,52 2,57

36,73 1,15 40,43 0,37

36,73 0,70 38,30 0,86

36,73 0,47 38,302,57

36,73.36,17 40,0

36,73 0,28 31,91 0,23

44,440,20 33,33
33,33 0,35
42,220,26 50,00
40,000,21 33,33

38,30. NA

37,780,33 NA

m-

38,302,68

41,67

41,67

42,221,19

40,000,82

40,000,50

0,27 33,33 0,16 . 3,30 40,000,19

0,28 50,00 0,26 54,55 0,40 50,00 0,30

0,95 41,67 0,60 54,55 0,75 60,00 0,79

0,71 41,67 0,31 45,45 0,44 60,00 0,84

41,67

33,33

54,55 0,17 60,00 0,19

5,45.40,00.54,5

0,19 41,67 0,23 54,55 0,24 50,00 0,29

1,67 2,54

0,25 40,000,38

0,26 41,67 0,36 54,55 1,82 40,00/0,20

0,23 41,67 0,18 45,45 0,27 60,00 0,41

NA 33,33

NA 50,00 0,62 36,36 0,27

0,24 58,33 0,60 NA NA

33,33 0,97 NA NA

3,330,34

0,27 33,33 0,25 54,55 0,67 40,00 0,33

0,46 41,67 0,85 45,45 1,11 40,00 0,69

0,27 41,67 8,77 45,45 0,49 40,00 0,48

0,20 41,67 0,24

0,21 40,000,23

- T

45,45 0,25 36,36 0,23 45,45 0,21 33,33 0,22

45,45 0,36 63,64 0,59 54,55 0,33 41,67 0,28

54,55 0,83 54,55 0,75 54,55 0,72 -0,36

54,55 0,54 54,55 0,42 54,55 0,69 41,67 0,45

54,55 0,36 50,00 0,22

45,45. 33,33 .

36,3 54,55 0,25 54,55 0,22 33,33 0,12

33,3 58,33 0,54

0,31 36,36 0,34 45,45 0,37

0,21 54,55 0,20 54,55 0,37 33,33 0,19

45,45 0,30 -36,36

50,000,17 41,67 0,23 33,33

50,00 0,20

36,36 0,44 45,45 0,24 45,45 0,30
0,49 36,36 0,24 NA NA
0,28 . 0,58 -9,49
45,45 0,40 54,55 2,17 36,36 0,29 33,33 0,22
36,36 0,85 45,45 0,69 45,45 0,79 33,33 0,73
36,36 0,50 45,45 0,36 36,36 0,39 41,67 0,62
50,00 0,16

36,36 0,24 45,45 0,35 NA NA 0,20

NA

NA

30

NA

NA

NA

32

NA

37

NA

NA

67

35

NA

NA

NA

42

NA

NA

NA

NA

0,03

NA

NA

NA

NA

0,04

NA

0,09

NA

NA

0,14

0,25

NA

NA

NA

0,07

NA

NA
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0,0(.41,67 5,34 .10,21 NA Na| Na NA

B Puia sp 34,69 0,29 NA NA NA NA 6,36 NA NA 45450,29 NA NA 33,33 021 NA NA

0,67 41,67

F Macrophomina phaseolina 35,29 34,0 41,67 41,67

B Chryseolinea sp 34,69 33,3 NA NA 41,67 6,36 NA NA 50,00 0,17 NA NA

B Haliangium sp 32,65 0,35 40,43 0,45 |42,220,43 NA 45,45 0,59 54,55 0,49 41,67 0,30 NA NA

B Agromyces ramosus 32,65 34,04 36,36 0,14 37 0,08

45,45 0,28

45,45 0,36 33,33 0,19 NA NA

B Haliangium sp337 32,65 0,48 37,78 0,25

F Penicillium sp . 0,28 41,67 0,67 NA NA - NA NA
B Bryobacter sp NA NA NA 36,36 0,27 0,88 NA NA NA NA
B Pontibacter sp NA 41,67 0,13 NA NA
F Alternaria alternata NA 50,00 1,05 NA NA
F Myrothecium roridum NA NA 36,36 NA NA
B Fluviicola sp NA NA NA NA|NA NA NA
B Flavobacterium sp NA NA NA NA 45450,25 NA NA/| 40,35 0,89, 1,48
B Dojkabacteria sp NA NA NA
B Candidatus_Entotheonella_sp269 NA NA NA NA
B Blastococcus_sp 0,26 41,67 0,55 0,36 0,43 0,27 45,45 0,45 NA NA 57 0,13
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Bubble Plot of core species of fungi in Bola, BOL-58, Cal. Wonder Red, Cal. X ECU, ECU-994, Piquillo, Serrano, and Serrano X Bola
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Bubble Plot of core species of fungi in C.annuum, C. baccatum, C. chinense, Hybrid A, and Hybrid B
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Figura 21. Especies de hongos nucleares para cada conjunto. A) Grdfico de “burbujas” con la abundancia relativa

de los taxa principales encontrados en el conjunto de muestras de Convencional y Orgdnico, con tamario de token

definido por abundancia (ESV). Los valores de umbral fueron ESV minimo de 27 y abundancia relativa minima

de 0,01%; B) Grifico de “burbujas” con la abundancia relativa de los taxa principales encontrados en el conjunto

de muestras de especies de Capsicum, con tamario de token definido por abundancia (ESV), ESV min. de 200 y

abund. rel. min. de 0,1%; C) Grdfico de “"burbujas” con la abundancia relativa de los taxa principales encontrados

en el conjunto de muestras de las diferentes accesiones, con tamario de token definido por abundancia (ESV), ESV

min. de200y abund. rel. min. de 0,1%. La presencia del simbolo * implica que tuvieron diferencias significativas

al<0,5%; D) Grifico de barras con abundancia relativa de taxones nucleares encontrados en accesiones parentales

y sus hibridos, abund. rel. min. de 0,1%.
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Bubble Plot of core species of bacteria in Bola, BOL-58, Cal. Wonder Red, Cal. X ECU, ECU-994, Piquillo, Serrano, and Serrano X Bola
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Bubble Plot of core species of bacteria in C. annuum, C. baccatum, C. chinense, Hybrid A, and Hybrid B
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5.4. Discusion

5.4.1. Suelo, rizosfera y raiz: tres ecosistemas relacionados pero distintos

Los resultados mostraron diferencias significativas en la diversidad entre
suelos control, rizosferas y raices. Las diferencias entre el suelo control y la rizosfera
indican que la raiz estd incentivando el crecimiento de ciertos hongos y bacterias
debido a su interaccion con el suelo a través de los exudados. Este efecto se ha
constatado en muchas ocasiones (Mao et al., 2014, Zhalnina et al., 2018). Por otro lado,
la raiz ejerce de barrera que sélo deja adentrarse a unas pocas especies. Atin asi se
pudieron identificar 103 bacterias endofitas y 14 hongos endofitos.
Como organismos exclusivos de las raices encontramos hongos micorricicos
(Glomeraceae: Dominikia iranica 'y Glomus aggregatum); el entomopatogeno Simplicillium
sp. (Cordycipitaceae), 'y diversos patdgenos como Macrophomina phaseolina
(Botryosphaeriaceae), Podosphaera xanthii, Gibberella fujikuroi. Ademds de micoplasmasy
otras bacterias imposibles de cultivar. En asociacion exclusiva con las raices, también
encontramos siete especies de bacterias fijadoras de nitrogeno de Rhizobiales. Algunas
son especies simbidticas bien conocidas, como Mesorhizobium sp., pero también
encontramos dos especies de Beijjerinckiaceae (Roseiarcus sp. y una especie no
identificada), un fotétropo bacteriano, Rhodomicrobium sp., y tres especies de
Rhizobiales no identificadas. Otras especies que se encontraron exclusivamente en las
raices fueron dos especies de Geobacter (Geobacteraceae), que tienen aplicaciones
potenciales en biorremediacion, y dos especies de Geothrix (Holophagaceae), bacterias
anaerobias con capacidad quelante (Coates et al., 1999). Estos enddfitos que no se
encontraron en el suelo podrianser transmitidos verticalmente a través delas semillas,
o encontrarse en tan pequefia cantidad en el suelo que no fueran detectables. Otra
caracteristica es que estos endofitos se encontraron solo en algunas muestras, siendo
los Unicos persistentes entre todas las muestras de raices Macrophomina phaseolina y

Simplicillium sp.
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Como hongos presentes tanto en el suelo como en las raices encontramos gran
cantidad de géneros con actividad patogénica pero también con actividad supresora
como Erysiphaceae no identificados, Dactylonectria alcacerensis, mientras que otros
Nectriaceae presentes tanto en las raices como en los suelos fueron Fusarium
proliferatum, Fusarium solani, Gibberella sp, Pleiocarpon sp, Volutella ciliata y un Nectriaceae
no identificado; otros fitopatdgenos potenciales son Cladosporium aciculare y C.
rhusicola identificados exclusivamente en raicesy C. aggregatocicatricatum, C. cycadicola,
C. puyae y Cladosporium sp enraices y suelo (Cladosporiaceae); también identificamos en
las raices la presencia de un moho psicroéfilo, Mrakia sp.

Encontramos varias especies de Aspergillaceae, que son endofitos comunes de las
plantas, a menudo produciendo compuestos antibacterianos, inhibidores de
replicacion viral, entre otros compuestos bioactivos, tanto en muestras de suelo como
de raices (Song et al., 2022): Aspergillus heterocaryoticus, A. keveii, A. ochraceopetaliformis,
A. ochraceus, A. oerlinghausenensis, A. persii, Aspergillus sp., Penicillium brocae, P.
fuscoglaucum, Penicillium sp. y Talaromyces rufus. Como se esperaba, pudimos
identificar muchas especies saprofitas: Conocybe sp. (Bolbitiaceae); Rhizoctonia sp.,
Thanatephorus cucumeris y un Ceratobasidiaceae no identificado (Ceratobasidiaceae);
Chaetomium sp., Retroconis fusiformis y un Chaetomiaceae no identificado; Microascus
brevicaulis, Microascus sp. y Petriella musispora (Microascaceae); Mortierella sp. y un
Mortierellaceae no identificado; y un Lophiostomataceae no identificado. Detectamos
posibles micoparasitos: Filobasidium magnum (Filobasidiaceae), ~Cystobasidium sp
(Cystobasidiaceae) y un Rozellomycota no identificado. Ademas de los fitopatdgenos
mencionados anteriormente, también encontramos otros posibles patdgenos fiingicos
de plantas: Podosphaera xanthii y un Erysiphaceae no identificado; Phaeoacremonium sp.
(Togniniaceae), Nigrospora oryzae (Irichosphaeriaceae). También encontramos el moho
xerofilico comun Wallemia sp (Wallemiaceae).

Presente tanto en suelos como en raices, también encontramos un Ensifer sp.
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Un grupo de bacterias involucradas en los ciclos globales del carbono y el nitrégeno
es el grupo de Pirellula spp. (Fraser, 2004). Encontramos en raices y suelo dos Pirellula
spp. diferentes y cinco en suelo. En general, se encontraron 22 especies halotolerantes
de Pirellulaceae. Encontramos una especie de Methyloligellaceae (Rhizobiales) en
bacterias que habitan tanto en raices como en suelos. Estas bacterias son metanétrofos
conocidos que juegan un papel en la oxidacion del metano (Knief, 2015).

Es importante mencionar que el 21,5% de los hongos (35 de 163 ESVs: 2 exclusivos de
la raiz, 11 presentes tanto en la raiz como en los suelos, y 22 exclusivos de los suelos)
y el 49,4% de las bacterias (592 de 1199 ESVs: 38 exclusivos de la raiz, 67 presentes
tanto en la raiz como en los suelos, y 487 exclusivos de los suelos) no fueron
identificados por debajo del nivel de la familia, lo que sugiere lanecesidad de invertir

mas en la investigacion de la biodiversidad microbiana.

5.4.2. Diferencias por manejo, especie y taxa nucleares de pimiento en el Marjal dels
moros

Aunque los indices de diversidad mostraron diferencias en cuanto a los
manejos de las dos parcelas fue dificil definir en qué consistian dichas diferencias.
También se observaron diferencias entre las especies y los genotipos, pero serian
necesarias mas réplicas para poder determinar adecuadamente si dichas diferencias
son significativas. Sin embargo, los datos obtenidos si puedendarlugar a la definicion
de unos taxa nucleares de Capsicum para el sitio del ensayo. Asi las rizosferas de
Capsicum en el presente experimento se caracterizaron por tener una proporcion
mayor de bacterias que de hongos. Y proporciones equilibradas de microorganismos
patdgenos y supresores de enfermedades. Este balance se da tanto en hongos como en
bacterias.
Dentro de los hongos que encontramos en la lista nuclear fueron los pertenecientes a
la familia Nectriaceae como Fusarium. Las especies del género Fusarium suelen actuar

como patdgenos siendo el mas importante F. solani para las plantas de pimiento (Lau
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et al., 2020). En la lista nuclear también se identificé a Fusarium proliferatum, quien se
considera patogeno para cebolla y ajo (Stankovic et al., 2007). Especies del género
Chaetomium se utilizan como antagonistas y para el control de otros patdogenos de
plantas (Shanthiyaa et al., 2013; Ashwini, 2019). Curiosamente el género Emericellopsis
fue uno de los representados. Este género pertenece a un clado marino con tolerancia
a la sal, las parcelas muestreadas se encuentran en la Marjal dels moros una zona
hiimeda cercana al mar, por lo tanto no es de extrafiar su presencia. Phaeoacremonium
es un género de patdgenos vasculares (Mostert et al., 2006).

Enel caso de lasbacterias, hubo mds sobre representacion de bacterias potencialmente
positivas para la planta que patdgenas. Encontramos como mas abundantes a
Streptomyces, que son un género importante de bacterias del suelo del filo de las
actinobacterias. Streptomyces tiene varias especies patdgenas como S. scabies que causa
la sarna comun en varios cultivos, particularmente en la patata. Sin embargo, también
se han descrito Streptomyces con accion positiva sobre el desarrollo de las plantas. El
segundo taxdn bacteriano que caracterizaria el microbioma de nuestro ensayo seria el
género Bacillus. Este género se utiliza en muchos casos para el control biologico de
plagas y muy frecuentemente como promotores del crecimiento de las plantas (Shafi
et al., 2017). Steroidobacter y Lysobacter son bacterias degradadoras de compuestos
organicos complejos que usan polimeros derivados de plantas y devuelven hormonas
vegetales que brindan proteccién contra patdogenos a sus huéspedes. Los géneros

bacterianos Actinospica' y Nocardioides podrian tener capacidad de biocontrol.

5.5. Conclusiones

El analisis del microbioma nos permite tener una comprension mucho mas
amplia de las interacciones entre la planta y el bioma subterraneo. El presente estudio
muestra el aumento de ciertos microrganismos en las inmediaciones de las raices y
ademas la especificidad de algunas interacciones dependiendo del genotipo. Los

microbiomas analizados mostraron una complejidad ampliay una representacion alta
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de patdgenos, pero también de supresores de los mismos y microorganismos
promotores del crecimiento de las plantas. El hecho de encontrar muchos
microorganismos no identificados nos muestra el gran desconocimiento que tenemos
de los suelos y la necesidad de ahondar en este tipo de estudios con técnicas de
identificacion mediante secuenciaciéon a mayor profundidad y amplitud en el

metagenoma.
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6. Discusion general.
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Respecto al primer capitulo, al evaluar la resistencia al oidio de varias
accesiones de Capsicum, las diferencias en la arquitectura, tamafio, nimero de hojas y
vigor entre las accesiones se identific6 como una dificultad para la comparacion de su
nivel de tolerancia. Ademas, se ha reportado que las evaluaciones dicotdmicas para
presencia y ausencia de sintomas son ineficientes para definir adecuadamente la
resistencia a L. taurica (Lin et al., 2019). Por ello, el uso de un indice compuesto en
nuestra investigacion mitigo estos efectos y permitié una comparacion mas justa. Las
respuestas a la infeccidon por oidio dependieron en gran medida del momento en que
las lecturas fueran realizadas (DDI). Algunas accesiones mostraron una recuperacion
notable después de un periodo sin presion de inoculacion, mientras que otras
mostraron sintomas y nivel de tolerancia similares en ambas evaluaciones. La
resistencia al oidio es complejay puede ser efectiva de forma diferencial en cada etapa
fenologica de la edad de la planta (de Souza y Café-Filho, 2003). Las plantas tienen
una respuesta comun a la infeccidon por oidio, que es el desprendimiento de hojas, un
mecanismo comun para lidiar con la infeccién que permite a la planta sobrevivir al
ataque y recuperarse.

Los genes recesivos CaMlol y CaMlo2, que estan directamente involucrados en la
muerte celular y la formaciéon de especies reactivas de oxigeno, evitan el
establecimiento de apresorios y la penetracion de las hifas (Kim y Hwang, 2012). Por
otro lado, la respuesta clasica de los genes R, como el gen PMR1, detecta efectores del
patogeno e inicia la respuesta inmunitaria (Jo et al., 2017). A pesar de que han sido
identificados genes individuales de resistencia, como los mencionados, en general la
resistencia al oidio se le considera de una naturaleza cuantitativa, de la cual solo se
han dilucidado algunos QTL (Lefebvre et al., 2003, Eggink et al., 2016, Gabor et al.,
2017). Los resultados del estudio mostraron un continuo de respuesta a la infeccion
por L. taurica en las diferentes accesiones. Las accesiones de C. annuum var.
glabriusculum, también conocido como chiltepines, fueron las mejores fuentes de

resistencia identificadas. Estos resultados y su compatibilidad para cruzamientos con
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C. annuum, ofrecen la oportunidad de introgresiones faciles de genes de interés por
hibridacion sexual. La morfologia de las hojas con una mayor densidad de pelos en
Ag-01 que en otras accesiones probadas puede sugerir la presencia de mecanismos de
defensa fisica inexplorados.

Respecto al segundo capitulo, sobre la interaccion entre raices y el suelo rizosférico, el
estudio realizado por de Brogniez et al. (2015) mostrd que el estado del suelo esta
condicionado en buena medida por el sistema de cultivo. Los suelosevaluadosen este
experimento eran similares en cuanto a condiciones climaticas y propiedades fisicas,
pero diferian en el manejo del cultivo. La aplicacion de fertilizantes quimicos y
pesticidas en la agricultura convencional y solo enmiendas de materia organica y
productos autorizados de agricultura organica en el caso del cultivo orgénico. Los
resultados mostraron diferencias en los caracteres del suelo estudiados que fueron
capaces de diferenciar entre ambos suelos desde el principio del experimento. En
primer lugar, la tasa de respiracion inducida medida mediante el método
colorimétrico puede ser un indicador del nivel de biomasa microbiana y diversidad
de ciertos suelos. En segundo lugar, otros indicadores importantes de la calidad del
suelo son las enzimas del suelo, tales como la actividad deshidrogenasa, la f3-
glucosidasa, la fosfatasa alcalina y 4cida, y la ureasa. En tercer lugar, los recuentos
microbianos y la dindmica del ciclo del nitrégeno también varian segun el sistema de
cultivo.

Se encontro que la respiracion microbiana y la utilizacion de carbono no son estaticas,
sino que varian a lo largo del afio, probablemente debido a las variaciones estacionales
en las caracteristicas de los ecosistemas estudiados (Babur ef al.,, 2022). Ademas, la
respuesta de las comunidades microbianas a diferentes temperaturas podriautilizarse
para predecirlos cambios inducidos por el clima en los flujos de carbono (Bradford et
al., 2019). En general, se ha encontrado que un mayor contenido de materia organica
se correlaciona con una mayor actividad enzimatica y una mayor diversidad

microbiana (Mangalassery et al., 2015). El manejo del suelo es un impulsor de la
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actividad enzimatica del suelo, con una actividad més alta de la 3-glucosidasa en el
suelo organico debido a la mayor presencia de carbono organico en el suelo
consecuencia de la fertilizacion con estiércol (ibid.). En el proceso de nitrificacion, los
microorganismos convierten el amoniaco en nitrato para obtener energia. La
mineralizacion y la nitrificaciéon fueron mayores en el sistema organico que en el
convencional, lo que indica una mayor capacidad para recircular nitrégeno y, por
tanto, una mayor fertilidad del suelo.

Durante el crecimiento de la planta, los desechos de la rizosfera, los exudados de las
raices y las células fronterizas de las raices dan forma a las comunidades microbianas,
el pH y otros factores en la rizosfera, permitiendo que las plantas absorban una
variedad mas amplia de nutrientes para el crecimiento e inhibiendo posibles
patdgenos (Sanchez-Cafizares et al., 2017, Vives-Peris et al., 2020). En este experimento,
se observo que las accesiones de Piquillo, Serrano y Bola, tienen la capacidad de alterar
la comunidad y la funciéon microbiana de la rizosfera. Sin embargo, las correlaciones
entre los caracteres morfologicos de laraiz y la rizosfera fueron significativas solo para
algunos parametros. Por lo tanto, se sugiere que la exudacion de raices fue mas
importante que la morfologia de las raices para crear diferencias entre las rizosferas
de las accesiones.

El estudio de las interacciones entre las plantas y el suelo son complejas y
multifactoriales. Factores como la presencia de una vegetacion profusa, una alta
colonizacion de raices y la ausencia de labranza han sido correlacionados con una
mayor actividad enzimatica del suelo. La capacidad de movilizacién de la accesion
Piguillo afecta al ciclo del nitrogeno y parece estar correlacionada con un aumento en
la masa aérea de la planta y en el peso de la fruta. La exudacion radicular, junto con
la morfologia radicular y las simbiosis micorricicas, se ha descrito como una forma de
dar forma a las estrategias de adquisicion de recursos subterraneos de manera

dependiente de la especie.
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En resumen, el estudio destaco la complejidad y la dindmica de los suelos evaluados
y como la eleccion del sistema de cultivo influye en el estado del suelo. El
comportamiento de la rizosfera esta influenciado porla interaccion de las plantas con
su entorno circundante, de ahi que los genotipos de las plantas tengan un papel
importante en lamodulacién de la comunidad y la funcién microbiana de la rizosfera
(Berendsen et al., 2012), 1o que finalmente afecta el estado nutricional real de la planta.
Aunque la correlacién entre la morfologia de la raiz y la rizosfera fue limitada, se
espera que futuros andlisis puedan aclarar si los exudados radiculares estan
correlacionados con una determinada morfologia de la raiz o si son totalmente
independientes.

Respecto al tercer capitulo, el andlisis de la diversidad de comunidades microbianas
en diferentes ecosistemas del suelo, como el suelo control, la rizosfera y las raices de
las plantas de diferentes accesiones de pimiento mostr6 que hay diferencias
significativas en la diversidad entre estos ecosistemas. La raiz, por ejemplo, ejerce un
efecto en la diversidad microbiana del suelo debido a su interaccion con el suelo a
través de los exudados, lo que incentiva el crecimiento de ciertos hongos y bacterias
(Mao et al.,, 2014, Zhalnina et al., 2018). Se identificaron varias especies de endofitos
exclusivos de las raices, como hongos micorricicos, bacterias fijadoras de nitrogeno y
otros patdgenos y saprofitos. También se encontraron diferentes géneros de hongos
tanto en el suelo como en las raices, algunos con actividad patogénica y otros con
actividad supresora. Ademds, se detectaron posibles micoparasitos y patdogenos
fungicos de plantas, asi como bacterias involucradas enlos ciclos globales del carbono
y el nitrogeno (Fraser, 2004).

Aunque se detectaron diferencias en la diversidad de los suelos debido a diferentes
manejos y especies, se necesitarian mas réplicas para determinar su significado. Sin
embargo, los datos obtenidos permitieron identificar los taxa nucleares de diferentes
especies de Capsicum presentes en el sitio del ensayo. Los resultados indicaron que las

rizosferas de Capsicum se caracterizaron por tener una mayor proporcion de bacterias
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que de hongos y una equilibrada presencia de microorganismos patégenos y
supresores de enfermedades en ambos grupos. Entre los hongos mas abundantes
encontramos del género Fusarium, que suelen actuar como patdgenos en las plantas
de pimiento, y bacterias beneficiosas como el género Bacillus, utilizado para el control
bioldgico de plagas y como promotor del crecimiento de las plantas (Shafi et al., 2017).
Ademads, seidentificaron otros taxa nucleares con potencial para degradar compuestos
organicos complejos y actuar como biocontroladores de patdogenos. En general, los
resultados sugieren la importancia de comprender las interacciones entre los
genotipos delas plantasy las comunidades microbianas del suelo. Hubo un porcentaje
significativo de hongos y bacterias no fueron identificados por debajo del nivel de la
familia, lo que indica la necesidad de invertir mds en la investigacién de la
biodiversidad microbiana, destacando la importancia de comprender a profundidad
la biodiversidad del suelo y sus diferentes ecosistemas para la salud del suelo y el

éxito de la agricultura como una practica sustentable a largo plazo.
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7. Conclusiones generales.
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La resistencia al oidio en plantas esta controlada por varios genes y su nivel

varia segun la edad de la planta y el fondo genético. En este estudio se encontro:

Una alta tolerancia al oidio dentro del taxon C. annuum var. glabriusculum, lo
que puede facilitar la introduccion de genes de resistencia en variedades
comerciales de pimientos.

La morfologiade lashojas con una mayor densidad de pelos en estas accesiones
sugiere la presencia de mecanismos de defensa fisica inexplorados, lo que

indica que pueden ser una fuente prometedora de variacion.

La interaccidn entre los genotipos de pimiento y el suelo permite identificar las

combinaciones mas adecuadas para la salud del suelo. Asi, hemos identificado:

El sistema organico presentd actividades enzimaticas, conteos microbianos y
metabolismo de nitrogeno mads altos en la rizosfera y en el suelo control que el
suelo convencional.

El sistema convencional tuvo una respiracioninducida mas alta y emisiones de
gases derivados de nitrdgeno mas altos que el suelo organico.

Algunos genotipos modificaron las propiedades dela rizosfera de manera muy
dependiente del genotipo, probablemente debido a sus exudados, que
necesitan ser analizados mas detenidamente.

La morfologia de la raiz tuvo bajas correlaciones con las propiedades de la

rizosfera.

En el estudio del microbioma del pimiento cultivado en el Marjal dels moros,

para entender mejor las interacciones entre la planta y el bioma subterraneo hemos

identificado:



Mejora del chile: resistencias e interaccion con el suelo 142

El aumento de ciertos microorganismos en la zona de las raices y la
especificidad de algunas interacciones segun el genotipo de la planta.

El microbioma del suelo es muy complejo y contiene microorganismos tanto
patdgenos como supresores de enfermedades y que promueven el crecimiento
de las plantas.

Sin embargo, el hecho de encontrar muchos microorganismos no identificados
indica que todavia existe un gran desconocimiento sobre los suelos y se
necesitan técnicas mas avanzadas de identificacion para profundizar en este

tipo de estudios.
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