COSISTEMAS
Y
CURSOS
ROPECUARIOS

Romero-Bastidas et al.

Termoacodicionamiento contra Peronospora belbahrii en albahaca
Ecosist. Recur. Agropec. 9(3): e3491, 2022
https://doi.org/10.19136/era.a9n3.3491

Ecofisiologia de Ocimum basilicum con termoacondicionamiento y su efecto

sobre Peronospora belbahrii

Ecophysiology of Ocimum basilicum with thermopriming and its effect on

Peronospora belbahrii

Mirella Romero-Bastidas (@]
Bernardo Murillo-AmadorzEI,
Luis Guillermo Hernandez-
Montiel

Enrique Troyo-Diéguez@
Alejandra Nieto-Garibay>'{®|

'Universidad Auténoma de
Baja California Sur, La
Paz, Baja California Sur.
Carretera al sur km 5.5, Col. El
Mezquitito, CP. 23080. La Paz,
Baja California Sur, México.
2Centro de Investigaciones
Biolégicas del Noroeste S.C.
Av. Instituto Politécnico Na-
cional 195, Playa Palo de Santa
Rita Sur CP. 23096. La Paz,
B.C.S. México.

*Autor de correspondencia:
anieto04@cibnor.mx

Articulo cientifico
Recibido: 21 de septiembre 2022
Aceptado: 22 de noviembre 2022

Como citar: Romero-
Bastidas M, Murillo-Amador B,
Hernandez-Montiel LG, Troyo-
Diéguez E, Nieto-Garibay
A (2022) Ecofisiologia de
Ocimum basilicum con termoa-
condicionamiento y su efecto
sobre Peronospora belbahrii.
Ecosistemas y  Recursos
Agropecuarios 9(3): e3491.
DOI: 10.19136/era.a9n3.3491

E. ISSN: 2007-901X

RESUMEN. El mildiu velloso (Peronospora belbahrii) afecta el desarrollo de la
albahaca (Ocimum basilicum) y su control es complicado, debido al uso restringido
de fungicidas. El objetivo de este estudio fue someter semillas de albahaca variedad
Nufar a tratamientos de termoacondicionamiento de 40, 50 y 60°C expuestas a
diferentes intervalos de tiempo (30, 60 y 90 min) para evaluar la relaciéon existente
entre la aparicién de los sintomas de la enfermedad con la humedad relativa y tem-
peratura ambiente, asi como el efecto de los tratamientos de preacondicionamiento
de la semilla en la severidad e incidencia de la enfermedad en la planta, y su
respuesta fisiologica. Las semillas se sembraron en macetas bajo malla sombra y
cuando las plantas alcanzaron 15 cm de crecimiento, se infectaron con P belbahrii.
La incidencia de la enfermedad se determiné semanalmente y 60 dias después de
la siembra se determinaron las variables morfométricas y fisiolégicas mostrando
diferencias significativas entre temperatura, tiempo de exposicion e interaccion
en la mayoria de las variables evaluadas. Se observé una disminucién en la
incidencia de la enfermedad en plantas de semillas sometidas a condicionamiento
térmico tratadas a 60°C por 60 min de exposiciéon. Este mismo tratamiento mostré
menor apertura estomatica y transpiracion y mayor concentracion subestomatal de
CO,, lo que sugiere una probable relacién con la entrada de P. belbahrii a la hoja
disminuyendo su incidencia.

Palabras clave: Control, crecimiento, mildiu, temperatura, vigor.

ABSTRACT. Downy mildew (Peronospora belbahrii) affects severely the de-
velopment of Ocimum basilicum; its control is complicated due to the restricted
use of fungicides. The objective of this study was to subject basil var. Nufar
seeds to thermopriming treatments at 40, 50 and 60°C in different exposure
time intervals (30, 60 and 90 min) to assess the existing relationship between
disease symptom emergence and relative humidity, environmental temperature
and seed pre-conditioning treatment effects on plant disease severity, incidence
and physiological response. The seeds weresowed in mesh house pots and when
plants reached 15 cm, they were infected with P belbahrii. Disease incidence
was determined weekly; at 60 days after sowing, morphometric and physiological
variables were determined showing significant differences between temperature,
exposure time and interaction in the majority of the variables assessed. A decrease
in disease incidence was observed in plants from seed thermopriming treated at
60°C for 60 min of exposure. This same treatment was found to show less stomatal
opening and transpiration and greater substomatal concentration of CO,, which
suggested a probable relationship P. belbahrii entering the leaf decreasing its
incidence.

Key words: Control, growth, mildew, temperature y vigor.
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INTRODUCCION

La especie Peronospora belbahrii es un
oomiceto biotrofico, agente causal de la enfer-
medad llamada mildiu velloso en albahaca (Ocimum
basilicum L.) (Zhang et al. 2019). Hasta la fecha
no se han reportado variedades resistentes a este
patégeno y la mayoria de los fungicidas no tienen
registro para su aplicacién (Cohen et al. 2013).
La diseminacion rapida del agente se atribuye a
semillas contaminadas (Falach-Block et al. 2019) y
el dano principal lo provoca en las hojas al producir
amarillamiento y necrosis, disminuyendo la calidad
comercial del follaje (Garibaldi et al. 2004).

El Estado de Baja California Sur, México, es
uno de los principales productores de albahaca para
consumo en fresco; el mildiu velloso se identificé por
primera vez en 2015 en dicha entidad donde se es-
tima que disminuye hasta el 70% del rendimiento
de biomasa (Romero et al. 2015). Para contro-
lar el efecto negativo del mildiu velloso se utiliza el
pre-acondicionamiento de semillas con temperaturas
que han mostrado una incidencia menor de la enfer-
medad y un aumento en el vigor de la planta (Elad
et al. 2016). El aumento del vigor de la planta y su
relacion con la disminucion en la incidencia de enfer-
medades se ha observado en especies como maiz
(Rehman et al. 2015), donde los procesos fisicos
y quimicos relacionados con el desarrollo vegetal y
procesos fisiologicos como la fotosintesis (Castillo et
al. 1987, Omayio y Ndombi 2022). En albahaca,
de acuerdo con Romero et al. (2016) se reporta
efecto positivo de los tratamientos de calor sobre
las caracteristicas de vigor durante la germinacion,
donde a 50 °C se present6é el mayor porcentaje de
germinacién (85%), mientras que a 70 °C la germi-
nacion se redujo (46%), lo que lleva a considerar
que esta respuesta se relaciona con una disminucién
en la incidencia de la enfermedad del mildiu; bajo
condiciones controladas donde la temperatura y la
humedad permiten identificar el efecto de tratamien-
tos de pre-acodicionamiento de la semilla. Mien-
tras que en condiciones de campo, se reporta una
relacién entre la aparicion de los sintomas del mildiu
con la temperatura y la humedad ambiental (Gilardi

et al. 2015, Chen et al. 2021). Por lo anterior, es
importante detectar los umbrales de temperatura y
humedad relativa que provocan la aparicién de los
sintomas de la enfermedad en los sitios de siem-
bra, sobre todo si el efecto de tratamientos de pre-
acodicionamiento de la semilla sobre la incidencia
de la enfermedad en la planta mantiene la respuesta
ante estos umbrales. Por lo anterior, el objetivo de
estudio fue establecer la relacion de la temperatura
y la humedad relativa a la que se presentan los sin-
tomas del mildiu y como el pre-acondicionamiento
con calor interviene en la manifestacion de los sin-
tomas a través de la incidencia y sobrevivencia de la
enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Los tratamientos de las semillas a la exposi-
cién de calor y obtencion de plantulas se realizaron
en el campo agricola experimental y en el labora-
torio de fisiotecnia vegetal del Centro de Investiga-
ciones Biol6gicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) (24°
08 LN 110° 24’ LO a 27 msnm) en La Paz, Baja
California Sur, México. Las plantulas se trasladaron
para ser expuestas a la enfermedad del mildiu a una
casa de malla sombra localizada en las instalaciones
de la empresa Productores Orgéanicos Del Cabo, en
San José del Cabo, Baja California Sur, México a los
(23° 05’ 36.39” LN, 109° 42’ 18.83” LO a 28 msnm)
(CONAGUA 2014). San José del Cabo que se carac-
teriza por tener clima muy seco (Marco Geoestadis-
tico Nacional 2020), temperatura media anual de 18 a
22°C y precipitacion media anual de 200 mm (INEGI
2022).

Material vegetal

Para el experimento se utilizaron semillas de
albahaca variedad Nufar (Vis Seed® Company Inc.,
Arcadia, CA, USA) susceptibles a P. belbahrii.

Disefio experimental y tratamientos

El experimento se realizé mediante un disefio
completamente al azar con arreglo factorial con tres
repeticiones por tratamiento. El primer factor consis-
tié en tratamientos de temperatura a las semillas con
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cuatro niveles (40, 50 y 60°C) y el segundo factor
fueron los tiempos de exposicion de las semillas 30,
60 y 90 min. EIl grupo control estuvo representado
por semillas sin tratamiento térmico a las que se les
design6 como semillas no tratadas, al mantenerlas a
temperatura ambiente de 25 °C en el laboratorio de
Fisiotecnia vegetal (ISTA 1996). Cada repeticion es-
tuvo representada por 10 semillas para un total de 30
semillas por tratamiento. Las semillas se sometieron
a acondicionamiento térmico mediante la exposicién
a calor seco en un horno de secado de flujo laminar
(SheI-Lab®, modelo FX-5, serie 1000203, USA).

Siembra de semillas, transplante e infeccion de
plantas

Posterior a los tratamientos de calor, las
semillas tratadas y no tratadas, se colocaron en
charolas de poliestireno de 200 cavidades con sus-
trato comercial inerte (Sunshine® mix 3) y se re-
garon todos los dias. Las charolas se colocaron en
una casa de malla (modelo 1610 PME CR, con 40%
de sombreo). Cuando las plantulas presentaron las
primeras hojas verdaderas, se trasplantaron en bol-
sas negras de plastico para vivero con capacidad de
500 g, con sustrato comercial inerte (Sunshine®).
Se aplicaron dos riegos por semana para mantener
el sustrato a capacidad de campo, asi como una
fertilizacion por mes con Triple 17® (17-17-17 de
nitrégeno, fosforo y potasio, respectivamente), uti-
lizando 1 g de Triple 17® L-! de agua y aplicando
1 mL planta~!'. Quince dias después del trasplante
(ddt), las plantas se trasladaron a las instalaciones
de los productores organicos en San José del Cabo,
Baja California Sur y se colocaron en una casa de
malla donde habia presencia de Peronospora bel-
bahrii en plantulas de albahaca de la variedad Nu-
far, asegurando con ello la infeccién natural en las
plantas. Lo anterior, debido a que se realizaron prue-
bas previas de infeccion inducida con el patégeno sin
la expresién de los sintomas de este. Durante la
etapa de experimentacion, la temperatura ambiental
y la humedad relativa dentro de la casa de malla se
registraron con un HOBO modelo UX100-003 (Onset
Computer ® Corp., USA).

Evaluacion de la enfermedad

La evaluacion de la enfermedad se llevo a cabo
mediante la determinacion de la incidencia del mildiu
velloso. Todos los dias se realizaron inspecciones
visuales de las plantas y una vez que presentaron
sintomas de la enfermedad se obtuvo el nimero de
plantas enfermas para cada tratamiento en relacién
con el total de plantas evaluadas. Las plantas se
consideraron enfermas, cuando presentaban en sus
hojas esporangiéforos tipicos del hongo, combinados
con manchas cloréticas. Sesenta dias después de
la siembra (dds) se determin6 la sobrevivencia del
patégeno, mediante el conteo del nimero de hojas
con esporulacion en relacion con el total de hojas
por planta. Los resultados se expresaron como por-
centaje de hojas infectadas. Con estos datos, se
calcul6 el area bajo la curva del progreso de la en-
fermedad (ABCPE) de acuerdo con el método de
Sharner y Finney (1977).

Analisis morfométrico y fisioldgico en plantas de
albahaca infectadas por P. belbahrii

Sesenta dias después de la siembra (dds), se
extrajeron cinco plantas por tratamiento para medir
la longitud de la parte aérea y raiz (cm), peso fresco
y seco (g) de raices y parte aérea utilizando una
bascula analitica (Mettler Toledo AG204) y un horno
de flujo laminar a 70 °C (Shel-Lab®, FX-5, se-
ries 1000203) hasta alcanzar peso constante. Las
variables fisiolégicas se registraron a los 50 y 60 dds,
cuando la planta se encontraba en su etapa vegeta-
tiva, mediante un analizador portatil de gas infrarrojo
(IRGA) y un sistema de fotosintesis portéatil LCpro-SD
con una camara de amplificacion de la hoja (ADC®,
Hoddesdon, Herts, UK). Las variables registradas
fueron la tasa fotosintética (A, umol m=2 s~ 1), la
transpiracion (E, mmol m—2 s~1), la temperatura de
la hoja (Th,°C), la conductividad estomatica (g, mol
m~2 s7!) y el contenido sub-estomatico de carbono
(Ci, umol mol~!). Las variables se midieron a las
11:00 horas en la tercera hoja inferior del meris-
temo apical de cada planta, tratamiento y repeti-
cién, respectivamente. Posteriormente cada hoja
se cosech6 para cuantificar la clorofila a, b y total
mediante la metodologia de Bruinsma (1963) uti-
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lizando un espectrofotometro (Beckman® Coulter,
modelo 800).

Analisis estadisticos

Se realizaron andlisis de varianza con-
siderando un disefio completamente al azar con
arreglo bifactorial y comparaciones mudltiples de me-
dias cuando se presentaron diferencias significativas
(Tukey HSD, p = 0.05). Los valores de incidencia y
sobrevivencia expresados en porcentaje, se transfor-
maron mediante arcoseno (Little y Hills 1989, Steel
y Torrie 1995). Con el fin de conocer la relacion en-
tre la temperatura ambiental y humedad relativa con
la incidencia y sobrevivencia de la enfermedad, se
analizaron los datos a través de un modelo de re-
gresion lineal simple. Los analisis estadisticos se
realizaron con el programa Statistica v. 10.0 para
Windows (StatSoft® 2011).

RESULTADOS

Las condiciones microclimaticas donde se es-
tablecieron las plantulas de albahaca presentaron
una temperatura promedio durante el experimento
de 29.93 + 12.57 °C (Max = 52.95 °C/min 3.31
°C), con una humedad relativa de 38.46 4+ 17.67%
(Max. 91.6%/min. 23.4%). La temperatura prome-
dio diurna disminuyé a 13 + 3.89 °C (Max = 22.09
°C/min. 3.31 °C) y la humedad relativa fue de 68.92
+ 12.88% (Max. = 89.3%/min 34.5%). El mildiu
velloso se detect6 a los 12 dias después del traslado
a campo para su infeccién natural, es decir al dia
23 después de la siembra (dds), como se muestra
en la Figura 1. La temperatura incrementé progresi-
vamente hasta 23.61°C, correspondiendo a la apari-
cion de sintomas de la enfermedad. La mayor fluc-
tuacién de temperaturas se presenté entre el dia 26 y
27 descendiendo de 23.4°C a 18.4°C. La humedad
relativa se mantuvo estable con diferencia de dos
unidades del valor mas alto al mas bajo registrado
en los dias de observacion.

La incidencia presenté diferencias significati-
vas entre temperaturas (p < 0.03), pero no entre tiem-
pos (p > 0.20) ni en la interacciéon de temperaturas

x tiempos (p > 0.50). Las plantas procedentes de
semillas tratadas con 60 °C mostraron el porcentaje
de incidencia menor respecto a las plantas cuyas
semillas se trataron con 40, 50 °C y el grupo de
semillas no tratadas (Tabla 1). La sobrevivencia del
patégeno mostré diferencias significativas entre tem-
peraturas (p < 0.000014), pero no entre tiempos (p
> 0.78), ni en la interaccién temperatura x tiempos (p
> 0.17). Las plantas cuyas semillas se sometieron a
60 °C mostraron un porcentaje menor de hojas infec-
tadas; sin embargo, las plantas de semillas tratadas
con 40 °C mostraron el porcentaje mayor de hojas
infectadas, seguido por las plantas de semillas no
tratadas (Tabla 1).

Quince dias después de que las plantas se
expusieron a la infecciéon de P. belbahrii, las plantas
procedentes de semillas no tratadas presentaron los
primeros sintomas de amarillamiento y esporulacion,
al mostrar un 5% de incidencia, en las hojas supe-
riores cercanas al meristemo apical de la planta. El
progreso de la infeccidén continud principalmente en
plantas de semillas no tratadas y en las plantas con
semilla tratada con 40 °C. Las plantas procedentes
de semillas tratadas con 60 °C en los tiempos de 30,
60 y 90 min de exposicion mostraron el porcentaje
de incidencia menor en cada evaluacién realizada.
Las plantas de semillas tratadas con 40 °C durante
90 min y 50 °C por 60 min redujeron el porcentaje
de incidencia, pero fue mayor respecto a plantas de
semillas tratadas con 60 °C expuestas a 30, 60 y 90
min (Figura 2).

Al analizar los datos de cada tratamiento de
temperatura sin tomar en cuenta el factor tiempo,
se observé una relacion lineal significativa con la
humedad relativa (Figuras 3a, b, ¢, d). Las plan-
tas procedentes de semillas tratadas mostraron un
aumento en la sobrevivencia, al incrementarse la
humedad relativa; sin embargo, la magnitud con
que aument6 es menor para las plantas de semillas
sometidas a 60 °C (Figura 3a). La relacién en-
tre la sobrevivencia y la temperatura fue significa-
tiva para las plantas de semillas no tratadas y para
el tratamiento de 40 °C en temperaturas entre 21
y 24 °C (Figura 3b). La respuesta de sobreviven-
cia del patégeno en plantas de semillas tratadas a
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Figura 1. Temperatura ambiental (AT) y humedad relativa (HR)/dia del microambiente con plantas de
albahaca para la infeccién natural de mildit. Las flechas indican el tiempo de aparicién de sintomas.

50 y 60 °C, no parece depender de la temperatura
ambiente durante el tiempo de experimentacién. La
incidencia al igual que la sobrevivencia, presentaron
una relacion lineal con la humedad relativa, siendo
de magnitud menor las plantas de semillas someti-
das a 50 y 60 °C (Figura 3c). La relacién de in-
cidencia con la temperatura fue lineal para todos
los tratamientos a excepcion de 60 °C (Figura 3d).
El pre-acondicionamiento de semillas de albahaca a
diferentes temperaturas y tiempos permite determinar
umbrales en los que la incidencia y la sobrevivencia
del patégeno, fueron menores. Este umbral se de-
tecté cuando las semillas se trataron con 60 °C in-
dependientemente de los tiempos a los cuales se ex-
pusieron.

Tabla 1. Termoacondicionamiento sobre la incidencia y sobre-
vivencia P, belbahrii en albahaca.

Temperaturas (°C) Incidencia (%)  Sobrevivencia (%)

Semillas no tratadas 904 27.6%°
40 79.7% 32.1¢
50 82.6% 26.15¢
60 70.8" 21.4¢

*Medias dentro de columna con letras diferentes son diferentes
segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Para la relacion entre la temperatura ambiente
y el porcentaje de hojas infectadas, se observo

que éste Ultimo disminuyé con el aumento de la
temperatura. Esta relacién se observo significativa-
mente en plantas de semillas no tratadas y tratadas
a 40 °C. La tendencia observada fue igual en plantas
de semillas tratadas con 50 y 60 °C; sin embargo,
no fueron significativas lo que sugiere que el por-
centaje de hojas infectadas es independiente de la
temperatura ambiente y que ademas disminuye, de-
bido al tratamiento de calor que recibe la semilla.

El peso fresco, seco y longitud de la parte
aérea de la planta no presentaron diferencias signi-
ficativas entre temperaturas, pero si entre tiempos y
en la interacciéon temperaturas x tiempos (Tablas 2
y 3). Las diferencias en los tiempos de exposicién
corresponden a plantas de semillas cuya exposicién
fue de 90 min, observandose los valores menores,
mientras que para los tiempos de 30 y 60 min los
valores fueron significativamente altos (Tabla 2). En
la interaccion de los factores, las plantas de semillas
no tratadas, seguidas por plantas procedentes de
semillas tratadas con 60 °C y 60 min de exposi-
cién, presentaron los valores més altos de peso seco,
fresco y longitud de la parte aérea, mientras que las
plantas de semillas tratadas a 60 y 40 °C a 90 min
y 50 °C a 60 min de exposicion, disminuyeron los
valores en esta variable (Tabla 3), demostrando que,
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Figura 2. El area bajo la curve del progreso de la enfermedad (ABCPE) en plantas de albahaca infec-
tadas naturalmente con Peronospora belbahrii de semillas no tratadas y plantas de semillas tratadas a
40, 50 y 60°C y tiempos de exposicién de 30, 60 y 90 min.

la interaccién de los factores en estudio es mas evi-
dente en la exposicion de 90 min y produce un efecto
negativo en el crecimiento.

El peso fresco y seco de raiz tuvo diferencias
significativas entre temperaturas y tiempos (Tabla 2),
pero no en la interaccion temperaturas x tiempos
(Tabla 3). Las plantas procedentes de semillas no
tratadas y aquellas derivadas de semilla tratada a 60
°C incrementaron el peso seco de raiz, mientras que
las procedentes de semilla tratada con 40 y 50 °C
mostraron lo contrario (Tabla 3). Las diferencias en
los tiempos de exposicién corresponden a plantas de
semillas cuya exposicion fue de 90 min, observan-
dose los valores mas bajos, mientras que para 30 y
60 min los valores fueron significativamente mas al-
tos (Tabla 2). La longitud de raiz no exhibié diferen-
cias significativas entre temperaturas (p > 0.07) pero
si entre tiempos (p < 0.00013) y en la interaccién
temperaturas x tiempos (p < 0.003). En los tiem-
pos de exposicién, la longitud de raiz fue mayor en
plantas cuya semilla se expuso a 30 y 60 min (Tabla
2). Los resultados indican que a 90 min de exposi-
cién, independientemente de la temperatura, causo
un efecto negativo en la morfometria de las plantas,
disminuyendo el peso seco, fresco y longitud de raiz
y parte aérea de la planta. Al comparar los tratamien-

tos de calor y tiempo como interaccién no se pre-
senta una diferencia en las variables morfométricas
con respecto al grupo de semillas sin tratar.

Las condiciones climaticas y microclimaticas
en la aparicién de los sintomas de la enfermedad
del mildiu son relevantes y es preciso determinar la
relacion de variables fisiolégicas con la presencia de
enfermedad.

Para la temperatura, muestreo x temperatura,
temperatura x tiempo y en la interaccién muestreo x
temperatura x tiempo se encontraron diferencias es-
tadisticas. La temperatura de la hoja fue mayor en
las plantas de semillas sometidas a 60 °C. Para el
andlisis de los factores muestreo y temperatura se
observd que la diferencia mayor correspondié a una
temperatura mas alta en plantas no tratadas en el se-
gundo muestreo con respecto a plantas de semillas
tratadas a 40 °C en el segundo muestreo. La in-
teraccion de la temperatura y tiempo mostré que la
temperatura de la hoja fue mayor a las plantas de
semillas tratadas con 60 °C independientemente del
tiempo de exposicién. En la interaccion de los fac-
tores la temperatura de la hoja mostr6 diferencias
mayores en las plantas de semillas tratadas con 60
°C a los 30, 60 y 90 minutos de exposicion, siendo
mayor para el primer muestreo que para el segundo
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Figura 3. Relacién entre la sobrevivencia del patégeno mildiu (hojas esporulantes a, b), incidencia (c, d) con la humedad relativa y la

temperatura ambiental durante el tiempo experimental, en plantas de albahaca provenientes de semillas no tratadas y semillas tratadas con

termoacondicionamiento a 40, 50 y 60° C.

E. ISSN: 2007-901X
©

www.ujat.mx/era
7


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

COSISTEMAS
Y
CURSOS
ROPECUARIOS

Romero-Bastidas et al.

Termoacodicionamiento contra Peronospora belbahrii en albahaca

Ecosist. Recur. Agropec. 9(3): e3491, 2022
https://doi.org/10.19136/era.a9n3.3491

muestreo (Tabla 4).

Tabla 2. Efecto de variables morfométricas de albahaca a partir de
semillas sometidas a termoacondicionamiento a diferentes intervalos de
tiempo de exposicion.

Tiempo  PSPA PSR PFPA PFR LPA LR

(min) @ (@ (9" @™  (em)*  (cm)
30 0.749 0487 10.1° 547 2187 24157
60 0.72¢  0.50% 107 6.19 2237 24427
90 0.30° 0.19% 4.3b 2.3b 13.6>  14.9°

P< 0.001  0.001 0.0001 0.0001 0.001 0.0001

1 1 3
PSPA = Peso seco de la parte aérea, PSR = Peso seco de raiz, PFPA
= Peso fresco de la parte aérea, PFR = Peso fresco de raiz, LPA = Lon-
gitud de parte aérea y LR = Longitud de raiz. * = significativo para p
< 0,05 ** = significativo para p < 0,01. ns = no significativo. *Medias
dentro de columna seguidas de letras diferentes son diferentes segun la
prueba de Tukey (P < 0.05).

La tasa fotosintética present6 diferencias entre
los muestreos, temperaturas, tiempos, muestreos x
tiempos, temperaturas x tiempos, muestreos x tem-
peraturas x tiempos. La tasa fotosintética fue mayor
en la primera evaluacion, mientras que en plantas de
semillas tratadas con 60 °C fue menor comparada
con el resto de los tratamientos y las semillas no
tratadas (Tabla 4). Las plantas de semillas expuestas
a 90 minutos presentaron una A menor. Al considerar
la interaccion muestreos x tiempos, la A disminuy6 en
las plantas de semillas expuestas a 90 min en los dos
muestreos, comparado con las semillas no tratadas,
al presentar una A mayor en el primer muestreo con
respecto al segundo. La A se increment6é en plan-
tas de semillas no tratadas disminuyendo en valor del
primer muestreo con respecto al segundo muestreo.
La A disminuy6 en las plantas de semillas expues-
tas a 60 °C durante 60 y 90 minutos (Tabla 4).
Dentro de los efectos de los tratamientos de prea-
condicionamiento con calor de las semillas esta la
estimulacién metabdlica lo que se puede traducir en
un incremento en la fotosintesis, sin embargo, cada
planta puede presentar diferentes umbrales en esta
estimulacién. En este caso fue claro que plantas
cuyas semillas se trataron a los 60 °C no presentaron
un incremento en A, por lo que sugiere un umbral de
estas plantas.

La E present6 diferencias significativas entre
los muestreos, temperaturas, tiempos y la interaccion
muestreos x tiempos. La E disminuy6 en las plan-

tas de semillas tratadas con 60 °C e incrementé en
las plantas de semillas sin tratar (Tabla 3). La E fue
mayor en plantas de semillas tratadas durante 30 min;
pero disminuyd conforme el tiempo de exposicién se
incrementd a 90 min. La E se increment6 en el primer
muestreo en las plantas de semillas expuestas a 60
min y a 30 min en el segundo muestreo (Tabla 4). Las
diferencias de la E parecen deberse mas probable-
mente a otro factor que al preacondicionamiento de
las semillas con temperatura.

La g present6 diferencias significativas entre
muestreos, temperaturas, tiempos y muestreos x
tiempos. La g fue mayor en el primer muestreo con
respecto al segundo muestreo (Tabla 4). Las plan-
tas de semillas sometidas a 60 °C presentaron una g
menor y las de semillas no tratadas incrementaron la
g. Las plantas de semillas expuestas a 30 min incre-
mentaron la g y lo contrario ocurrié con las semillas
expuestas 90 min. En el primer muestreo las plan-
tas de semillas expuestas a 60 min presentaron una
g mayor pero esta disminuy6 en el segundo muestreo
(Tabla 4).

El contenido de carbono subestomatico
presenté diferencias entre los factores estudiados
y en la interacciéon. Las plantas procedentes de
semillas tratadas a 50 y 60 °C presentaron un con-
tenido mayor de carbono subestomético con respecto
al grupo control (Tabla 4). El contenido de car-
bono subestomatico se incrementé en las plan-
tas de semillas expuestas a 90 min y lo contrario
correspondié al grupo control. El Ci se increment6
en las plantas cuya semilla se traté durante 30 y 60
min, mientras que los valores menores lo presentaron
las de semillas no tratadas. En el segundo muestreo
la respuesta fue similar para las plantas de semillas
tratadas a 60 °C con un incremento del Ci en plantas
expuestas a 90 min (Tabla 4).

Ninguna de estas variables mostré diferencias
significativas entre temperaturas, tiempos, ni en la in-
teraccion temperaturas x tiempos, donde se observo
que estas presentaron un nivel de significancia su-
perior a la p > 0.05 de probabilidad (Tabla 5). Las
diferencias obtenidas en las variables fisiologicas per-
mitieron observar que las plantas del tratamiento a
60°C tuvieron un cierre estomatico parcial, mismo
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Tabla 3. Variables morfométricas de albahaca sometidas a temperaturas y tiempos de ex-

posicion.
Temperatura Tiempo PSPA PSR PFPA PFR LPA LR
(°C) (min) @ (@ (@ (@ (m)* (cm)
Semillas no tratadas 14 0.5 134 7¢ 27¢ 284
40 30 0.7 02¢  10% 5¢ 2pabe p5ab
60 0.7¢¢  0.9¢ gab 4¢ 19¢=d  ppab
90 02>  0.7¢ 4t 14 11de 8¢
50 30 0.4% 08¢ 79 3¢ 17b—¢  ppabe
60 0.3 0.8 5P 3¢ 17bed  qgabe
90 0.4% 08¢ 6" 3¢ 20¢be  2qab
60 30 0.6  0.9¢ 9 6¢ 2044 5%
60 0.7 1¢ 13¢ 8¢ 25 26¢
90 02" 0.8 4b 20 14¢cde qgqbe

PSPA = Peso seco de la parte aérea, PSR =

Peso seco de raiz, PFPA = Peso fresco de la

parte aérea, PFR = Peso fresco de raiz, LPA = Longitud de parte aérea y LR = Longitud
de raiz. * = significativo para p < 0,05 ** = significativo para p < 0,01. ns = no significativo.
*Medias dentro de columna seguidas de letras diferentes son diferentes segun la prueba

de Tukey (P < 0.05).

Tabla 4. Variables fisiol6gicas de albahaca tratadas a temperaturas y tiempo de exposicion.

T Tiempo TH A E Ci*
(°C) (min) (°C) (@molm=2s71)  (molm=2s~') (mmolm~2s71) (umol mol~1)
MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
No tratada  No tratada  30°~" 30¢" 8¢ 65°¢ 02" 015" 4 3 303P-9 29204
30 60 30" 30" 8 36°7¢ 02" 0.09" 4" ons 306°~¢ 2994
30 90 30¢ " 30.7b-¢ 154 3ee 0.1™  0.10™ 3% 3 363% ¢  33gh¢
40 30 304" 30.8¢ ¢ 5¢d 5e—d 0.2  0.08™ 3% ons 3254 2657
40 60 30¢" 30.7b-¢  4b—e 3¢-¢ 0.2  0.08™ 3% ons 338P-¢ 3067
40 90 30¢" 30/¢" 1.8 1.74¢ 0.1™  0.06"™ 3% ons 36497¢  328b~d
50 30 30¢" 30.7b-¢  449¢  37°°¢ 04" 010" 3% 3 337b-4 30764
50 60 30.5b-¢  30.7b-¢  2de 357¢  0.1™  0.07% 3" ons 3654 ¢ 285
50 90 30" 30¢" 1.54=f  1.44-S  oam  o0.07" 2.5% ons 36547¢ 34164
60 30 31.5¢ 308 gb—e 1.749-1 04™ 0.0 2.5 ons 311b-d  3p7b-d
60 60 314b 30508 154 of 0.2  0.04" 3™ ons 3814b 455¢
60 90 3104 30.7b7¢  0.9¢/ 3c¢ 0.1™  0.05" 2w ons 3804°¢ 2904

TH = Temperatura de la hoja, A = Tasa de fotosintesis, g = conductancia estomatica, E = transpiracion, Ci = contenido de carbono
subestomatico. * *Medias dentro de columna seguidas de letras diferentes son diferentes segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Tabla 5. Efecto de temperatura en la cl
con P._belbahrii.

orofila a, b y total de albahaca infectada

Temperatura Ca Cb Ctot
(c) (ugem™)ns  (ugem™*ns  (ugem=3) ns
Semillas no tratadas 22¢ 6.6 294
40 25¢ 7¢ 334
50 234 7¢ 334
60 224 7¢ 294
Nivel de significancia p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05

Ca = clorofila a, Cb = clorofila b, Ctot = clorofila total, ns = no significativo. La

misma letra en las columnas indica que

que se vio reflejado en las dos mediciones realizadas
antes y después de haberse presentado la sintoma-
tologia de la enfermedad, donde esto, consecuente-
mente repercutié en una disminucién de su tasa foto-
sintética.

no hay diferencias significativas.

DISCUSION

La busqueda de soluciones a los efectos de la
enfermedad del mildiu velloso, se ha incrementado
en la Gltima década, debido a las pérdidas econémi-
cas que ésta enfermedad produce para el cultivo de
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albahaca. Estas soluciones seran acertadas en la
medida que se conozca la relacion que guarda el
hongo y la aparicion de la sintomatologia de la en-
fermedad con su medio ambiente y la respuesta de
su huésped. El pre-acondicionamiento de semillas,
ha sido un tema de estudio a través del cual, se
conoce la respuesta de la planta ante enfermedades
provocadas por patégenos, al mismo tiempo per-
mite identificar aquellos tratamientos que mejoran
la respuesta y el desarrollo de la planta (Chandra
et al. 2010). La ventaja es que estos métodos son
econdmicos, facilmente aplicables, ademas, diversi-
fican las posibilidades de control en una agricultura
que se desea amigable con el ambiente, especial-
mente aquella cuya normatividad debe ser cumplida,
como lo es el caso de la agricultura organica certi-
ficada. Este pre-acondicionamiento de semillas de
albahaca a diferentes temperaturas y tiempos permi-
tié6 determinar umbrales en los que la incidencia y la
sobrevivencia del patégeno, fue menor. Dicho um-
bral, se detectd cuando las semillas fueron tratadas
a 60°C independientemente de los tiempos a los
cuales se expusieron. Estos resultados coinciden
con lo encontrado por Gilardi et al. (2015) quienes
observan que el tratamiento de calor, es uno de los
mas efectivos para el control de la posible infeccién
de la semilla, que consecuentemente puede tener
relevancia en una disminucion en la presencia de la
enfermedad en la planta (Niranjan et al. 2004). Asi
mismo, estudios realizados por Banziger et al. (2022)
en plantas de avena, confirmaron que, al someter
semillas a un pretratamiento con agua caliente, dis-
minuyd la enfermedad por Microdochium spp. de
acuerdo a Garibalbi et al. (2004), la enfermedad del
mildiu requiere temperaturas medias (20 °C) para de-
sarrollarse y se inhibe con temperaturas altas y bajas
(25, 27 y 30°C). En este trabajo, las temperaturas
medias presentadas hasta los 11 dias antes de la
aparicion de los sintomas de la enfermedad, se en-
contraron entre los rangos que Garibalbi et al. (2004),
describen. Para la relacion entre la temperatura am-
biente y el porcentaje de hojas, se observé que éste
ultimo disminuy6 con el aumento de la temperatura.
Esta relacién se observé en plantas de semillas no
tratadas y las tratadas a 40°C. Aunque la tendencia

se observa igual en plantas tratadas a 50 y 60°C,
la no significancia sugiere que el porcentaje de ho-
jas infectadas se vuelve independiente de la tem-
peratura ambiente y que ademas disminuye, debido
al tratamiento de calor de la semilla. Al respecto,
Thakur et al. (2020) mencionan, que esto se puede
deber a que los tratamientos de calor en semillas,
han sido reportados como estimulantes en los pro-
cesos bioquimicos como la sobreproducciéon de azu-
cares y proteinas, dentro de los cuales, algunos se
relacionan como precursores de compuestos con
accién de senalizacién para contrarrestar factores
causantes de estrés como la infeccién de patégenos
y de esta manera, regular de forma efectiva su sis-
tema fisioldgico sin sufrir dafio en su metabolismo
(Pal et al. 2015, Qu et al. 2020). Los resultados
indican que un tiempo de 90 minutos independiente-
mente de los tratamientos con temperatura, causé un
efecto negativo en las variables morfométricas, dis-
minuyendo el peso seco, fresco y longitud de raiz y
parte aérea de la planta. Cuando se comparan los
tratamientos de calor y tiempo como interaccién no
se refleja una diferencia en las variables morfométri-
cas con respecto al grupo de semillas sin tratar. De
acuerdo a lo reportado por Van ef al. (2006) y Lopez-
Sanchez et al. (2021), sefalan que estos caracteres
morfométricos se reducen durante la activacién di-
recta de la defensa de la planta, debido a un costo
ecoldgico de ésta, una exposicién a 90 min inde-
pendientemente de los tratamientos de temperatura,
representod un umbral en donde se afectan los carac-
teres morfométricos. Para los tratamientos de tem-
peraturas, se observé que las variables morfométri-
cas no se afectaron, probablemente debido a algun
proceso de regulacién que la planta pueda activar
para inhibir el dafo del patégeno (Perez y Lehner
2019). Al respecto, Pal et al. (2015), mencionan que
es probable que el dario por el patdgeno se minimice
por el acondicionamiento de la misma planta, ya
que una sobreexpresion de proteinas relacionadas
al metabolismo de la glucosa sugiere que el acondi-
cionamiento de la semilla asegura la proteccion de
la planta contra enfermedades sin comprometer su
crecimiento y desarrollo normal. Otra de las respues-
tas de la planta para mantener su crecimiento y de-
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sarrollo aun enfrentando un estrés ocasionado por
un patégeno, se logra a través del ajuste de es-
trategias fisiolégicas (Maroufi et al. 2011). En el
presente estudio, las diferencias obtenidas en las
variables fisiolégicas permitieron observar que las
plantas del tratamiento a 60°C tuvieron un cierre
estomatico parcial, mismo que se vio reflejado en
las dos mediciones realizadas antes y después de
haberse presentado la sintomatologia de la enfer-
medad, donde esto, consecuentemente repercutié en
una disminucién de su tasa fotosintética. También se
observé que el contenido de carbono sub-estomatico
en este tratamiento de 60°C, también fue el mayor
comparado con el resto de los tratamientos y el grupo
de semillas sin tratar. Este mecanismo es descrito por
Wall et al. (2011) en alfalfa, quienes explican que can-
tidades elevadas de CO; inducen una acumulacién
de carbohidratos no estructurales en el tejido de la
hoja que causa una limitacién no estomatica, sino
mas bien una inhibicién bioquimica transitoria basada
en la capacidad fotosintética. Asi mismo, Zheng et al.
(2019) sefialan que una concentracién elevada de
CO, induce la regulacién a la baja de la fotosintesis
con cambios en la estructura de la hoja, los carbo-
hidratos no estructurales y el contenido de nitr6geno
de la soja. Por lo que, aun a bajas tasas fotosintéti-
cas, la planta mantiene el crecimiento y desarrollo de
los érganos (raiz, tallo y hojas), a través de conservar
el contenido de carbdn sub-estomatico como materia
prima (Mahatma et al. 2009). El cierre parcial de
estomas, explica también la mayor temperatura de la
hoja y la menor transpiracién con respecto a las plan-
tas sin tratar y el resto de los tratamientos. La relacién
de estas variables fisiolégicas se evidencié también
en el grupo de plantas sin tratar presentaron los
mayores valores de tasa fotosintética, transpiracion
y apertura estomatica. Estas relaciones entre las
variables fisiologicas han sido explicadas por Raven
y Giriffiths (2015) y por Yong-Jiang (2017), quienes
explican que el cierre estomatico regula la pérdida
de agua disminuyendo la transpiracién, con el costo
que implica la limitacién del intercambio gaseoso y
por lo tanto una disminucién de la fotosintesis. Por
otro lado, los resultados de este trabajo nos llevan

a formular la hip6tesis de la posible relacion entre
el tratamiento de calor a 60°C, donde se obtuvo un
menor porcentaje de hojas y plantas infectadas, y el
cierre estomatico como una limitante en la emergen-
cia de esporangiéforos a través de los estomas. Por
lo tanto, la expresion de la sintomatologia de la enfer-
medad disminuye probablemente por la disminucion
de la emergencia de los esporangioforos. Al respecto
Driesen et al. (2020), menciona que la apertura de
los estomas puede ser afectado por varios factores,
entre éstos la temperatura y el viento, los cuales indi-
rectamente afectan la emergencia de los esporangio-
foros, lo que limita la esporulacién y diseminacion del
patdégeno (Su et al. 2004).

CONCLUSIONES

El tratamiento més efectivo para disminuir la
incidencia y severidad de los sintomas de la enfer-
medad causada por Peronospora belbahrii fue 60 °C
por 30 y 60 min de exposicién. Se encontro relacién
entre severidad e incidencia con la humedad rela-
tiva en todos los tratamientos de temperatura y con
la temperatura ambiental, excepto para las semillas
tratadas a 60 °C en el caso de este Ultimo. Los re-
sultados proponen la hip6tesis de la relacion entre el
tratamiento térmico a 60 °C, el cierre estomatico y un
porcentaje menor de hojas y plantas infectadas como
consecuencia de una limitacion de la emergencia de
esporangiofros a través de los estomas.
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