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RESUMEN

En trabaojos del género FPhytophthora realizados por otros investi-
godores principaimente en torno a estudios bdsicos de Genética y Cito-
logfa, se ha visto la necesidad de contar con morcadores genéticos es-
tables que puedan ser utilizados en los mismos. El propésito de este
trabojo fue el de carocterizar algunas cepas de Phytophthora capsict
Leo. de la coleccién del Centro de Fitopatologla del Colegio de Postgra
duodos e inducir variabilidad en el hongo mediante lo radiacién ultra-
violeta {UV] con la finalidad de obtener cepas de comportamiento con-

trastante a la cepa original.

La esporulacién, reacciones de auto-repulsién y auto-estimulacién,
patogenicidad en chile (variedades V-2, jalopefio, serranc] y crecimien
to en verde maloquita (VM), fueron los caracteres evaluados en cosi todas
las cepas. A partir de lo cepa 6554 se obtuvieron concentraciones de
500,000 zoosporas por mililitre, los cuales fueron irradiadas con luz ul
travioleta de 11 W a 254 nm durante 3 min y se incubaron en medio V-8
agar con metolaxyl g 250 wg/mi, durante 24 horas, con la idea de ais-

lor mutantes resistentes af producto.

En la esporulacién se obtuvo un intervalo de variacién entre los
cepas, que fluctub desde cero en lo cepa 6557, hasta 125,500 esporan-
gios por ml en la cepoe 6552, Todgs las cepas presentaron autorrepul-

sién, variando desde un valor de 1.66 por la cepa 6563 hasta 5.76, por

lo cepa 6554. Se observaron diferencias en patogenicidad obteniéndose



cepas no patégenas a ninguna estirpe de chile como fue el caso de la
cepo 6553; en contraste con otras cepas como la 6554, 84 y 6550 que

fueron patégenas a las 3 variedades de chile probadas.

Cuando se inocularon plantas de chile (Capsicum annuum L.) va-
riedad V-2 procedentes dc semilla de ung sola planta, hubo cierta cons
tanciu en patogenicidad, observéndose diferencias marcadas en cepas

agresivas, medianamente agresivas y no patbgenas.

Se presentd variacién en inhibicién de crecimiento micelior entre
las cepas por efecto del (VM]), obteniéndose que la cepa 6551 presenté
0% de inhibicién con relacién al testigo, en comparacién con la cepa
6557 con 8§9,4%. Las cepas 6551, 84, C-23, 6563, C-22 y 6564 formaron

colonias con Iimites regulares por efecto del (VM)

El tipo de colonia de las diferentes cepas en PDA (papa, dextro-
sa, agar] fluctué entre formas arrosetados, uniformes oplanadas, de

aspecto "aborregado” y con llmites Irrequlares en general.

Se aislaron 11 colonias resistentes a metalaxyl, inducidas por
irradiacién y 10 colonias procedentes del tratamiento no irradiado. La
mayor tasa de crecimiento se presentd en aislamientos provenientes del
tratamiento irradiado (7-1, 52-1, 6-v!, 39-1), observéndose un aumen-

to de ésta @ mayor nGmero de transferencias.

La estobilidad del aislamiento 7-1, con resistencio inducido a me-
talaxyl, perdié parciolmente ésta Glitima después de tronsferencias su-

cesivas en VY-8 agar sin fungicida,




vi

Algunos oislamientos procedentes de lo cepo 6554 [patbégena) no
dieron lesién en chile después de irradiacién ultravicleta y/o varias

transferencias en metalaxyl (22-1; 6-X; 11-RN; 10-bRN].



1. INTRODUCCION

Se ha visto que poru llevor u caboe estudios de investigacién bb~
sico en torno a la genética o citologla del género Phytophthora se re~
quiere contor con informacién preliminor sobre el com_por:amienm de
los cepas en estudio; es decir, caracterizar y buscar morcodores ge-

néticos estables de referencia.

En otros hongos, el contar con cepas que presentan un compor
tomiento contrastonte o antagbénico, ho permitido realizar estudios més
especlficos donde se ha obtenida informocién con respecto o requeri-
mientos nutricienales, velocidad de crecimiento, produccién de pigmen
to y propiedades antibibticas como fue el caso del hongo Streptomycea
violaczoruber 23, cepa mutante obtenida por irradiacién ultravioleta.
Estas diferencios han ayudade incluse a inicior estudios encaminados
hacia la determinacién de la relocién taxonbémica que quardan las cepas

una vez ocurrida la mutacién.

En el casp de Phytophthora , la gran variabilidad del hongo ob~
servada @ nivel morfolbgico, fisicibgico, potégeno y de cultivo, difi-
culto el contor con morcaodores estables pues aln o partir de cultivos
monozoaspdbricos se presenta variobilidod. Sin emborgo, se ho repor-
todo fa utilidad de los marcadores genéticos, en trabajos realizados
con Phytophthora, . para trotar de entender aspectos genéticos del
hongo. La variabilidad del hongo es tan amplio que el concepto de es

pecie para Phytophthora no se encuentra bien delimitado, pues se --



requiere obtener mayor conocimiento del rango normal de variacién de

muchas especies.

Por otra parte los mecanismos de voriacién no podrén ser diluci-
dados si no se cuenta con mutantes de un solo gen que permitan des-

criir los patrones de la herencio.
1.1, OBJETIVOS

- Caracterizar algunas cepas de Phytophthora capsici L. de
Ja cofeccién del Centro de Fitopatologla {CEFIT), con el
propbsite de contar con informacién de referencia Otil en

estudios posteriores de investigacién bdsica.

- Inducir variabilidad en el hongo, mediante agentes flsicos
{radiacién ultravioletaj, con la finalidad de obtener cepas

de comportamiento contrastante a la cepa original.



I1. REVISION DE LITERATURA

-Variabilidad Natural de Phytophthora

Se han realizado un gran numero de trabgjos relacionados con la
variabilidad en Phytophthora tanto en diferentes especies como en lo
misma especie, Estos trabajos involucran aspectos morfolégicos, de cul-
tivo, fisiolégicos y patégenos. Es tal la variacién que se presenta en

. Phytophthora que la mayorla de los investigadores reconocen que el con-
cepto de especie se encuentra borroso o vago, pues no existe una de-
finicién lo suficientemente clara de lo que deberfa de ser una especie

para Phytophthora.

Existe fa tendencia a aceptar el concepto de que todos los aisia-
mientos deban ojustarse a la descripcién morfolégica exacta dada para
la llamodo "especie®, sin embargo, Leonian, 1934, menciona que: "Ei
accidente del primer descubrimiento y descripcién determino el aisla-
miento tipico, mientras que un descubrimiento subsecuente y observa-
cién de otro aislamiento, el cual puede diferir notablemente del origi-
nal, determina el aislamiento atfpico. Por lo tanto esto sdlo representa
nada mds tangible que un merc estado mentol*. Este mismo autor tam-
bién dice que: "no hay tal cosa como tipico o atfpico sino meramente

variabilidad de cosas vivientes”,

Leonian, 1934, encontrd variacién en tomario de esporangios @
partir de un aislamiento monozoospérico del potégeno P. parasitica Dast, .

var. rhei.



Zentmyer et al ., 1976, demostré due los diémetros de las colo-
nias de 187 aisiamientos de Phytophthora cinnamomi Rands provenien-
tes de diferentes regiones del mundo, varigron en un rango de 47.5
0 82.5 mm a los cuatro dfas de cultivo o 25°C, obteniéndose una me-

dia de 67.5 mm.

Shepherd y Pratt, 1974, estudioron 361 aislamientos monozoos-
* pbricos de P. cinnamomi provenientes de Australia y encontraron con-
siderable variacién en cuanto a tasa de crecimiento ¢n medio de culti-

Vo gvena agar.

Waterhouse, 1974, revisé la caraocterlstica de escisién de espo-
rangios en el género, explicondo que en algunos especies los esporan
gios son desprendidos tonto en el aire como en el agua como es el ca
so de P. infestans (Mont.} de By. y P. phaseoli Thaxt. y en algu-
nas otras especies son desprendidos sélo en el ogua como P. palmivora

Butl. y 17 especies mds.

Kaosiri et al,, 1978, reportaron lo longitud del pedicelo como
un criterio taxon6mico estable para cislomientos de P. palmivora a par

tir de cacao,

Al-Hedaithy y Tsao, 1979, reportaron que lo edad del cultivo
afecta grandemente el grado de desprendimiento de esporangios, debi
do a que éstos tienden o desprenderse del micelio sblo cuando éste es
t6 moduro. Aunque el porcentafe de esporangios deciduos fue bajo en
algunas especies y variaba en diferentes medios, lo longitud del pedi

celo fue siempre marcadamente uniforme.



Voriabilidad Fisiolégica

Zentmyer et al., 1979, demostraron que las zoosporas obtenidas
a partir del extracto de rofz y aquélias en medio sintético {Ribeiro et
al., 1875} eran consistentemente més grandes que las obtenidas o0 - -
portir de la cruzo en agar ncharia, avena agor, agar jugo V-8 clari-
ficado o jugo V-8 clorificado sin agar. Por lo tanto el tamorio de los 6r

ganos parg propdsitos taxonbmicos debe ser ‘monejade con precqucién.

También se ha consignado voriagcién en cuanto a tempergturg de
crecimiento para F. cinnamomi y se tiene de 5 o 16°C (minima), de 20
K 32°C {6ptimal y de 30 a 36°C {mdximo} estos rongos fueron conside-
roblements mbs amplios que los repaortados 'en la clove de Woterhouse,
1963, en lo cual la temperatura minima es de 5°C, una éptime de 24-

28°C y como mbxima de 32-34°C.

Shepherd y Prott, 1973, reportaron que un ecotipo de E drechsleri
Tucker de lo parte norte de Australia tenfo un limite de temperatura
mds oito de 36-37, 5°C, mientras que el limite para ¢l ecatipo del sur

era 33~36°C,

L. Erselius {comunicacién personal o D.C. Erwin]} ha desarrolio~
do un método mbs refinodo con enfoque jsoeléctrico para diferenciar
biotipos dentro de las especies. Estas herromientas son de gron valor

para considerar inter-relaciones entre especies similares.

Boccas y Zentmyer, 1876, Boccos, 1881, utilizaron electrofore~
sis en gel y Holsall, 1976, utilizé serolagfo para diferenciar potrones

de protelnas de oislamientos y especies de Phytophthora.



Galindo y Zentmyer, 1967, emplearon la caracterfstica de produc
cién de pigmento para diferenciar variantes dentro de lo progenie de
cruzas de aislamientos de Ay Az de P, drechsleri, sin embarge, es-
te parece ser un criterio demasiado variable parae ser utilizado como he

rramienta en la identificacién de especies de Phytophthoz-a;

Timmer et al,, 1970, utilizando un medio de cultivo sintético con
teniendo tirosina, reportaron la variacién en la produccién de un pig-
mento meloninico entre varios cultivos mono-oospbricos de P. capsici .
Por otra parte observé que dicho pigmento era producido por algunas

especies, pero no por otras.

Shepherd, 1976, encontré que P. cinnamomi produjo poco o nulo
pigmento en un medio que contenfa tirosina, pero que la produccién del
pigmento por el tipo de compatibilidad A f de P. paragitica era el do-
ble del que produchan los aislamientos AZ‘ por lo tanto concluyé que lao
produccién de pigmento serfa un criterio taxonémico pobre pero podria

utilizarse como técnica de prueba o de investigacién primaria.

Variabilidad Patogénica

La variacién en lo patogenicidad entre aislamientos dentro de las

especies se ha reconocido desde hace tiempo.

Coten, 1971; Erwin, 1966 y Jeffrey et al., 1962; han reportado
el fenémeno sobre la pérdida de virulencia en el cultivoe continuo, pues
se sabe que puede variar el tipo de raza potégena o el grado de agre-
sividad. Segtn Robinson, 1969, lo agresividad es un término aplicado

o un patégeno para describir los diferentes grados de hobilided del ~-



mismo parg pargsitar a la hospedera, tiene una connotacién cuantitative
¥ se considera sea la controparte de la resistencia horizontel en lo hos

pedera.

Galindo en 1962 determind grupos de P. capsici con diferentes
grados de patogenicidad en chile, pero no le fue posible la determino-
cién precise de razas debido o la folta de plantgs homocigbtices para re

sistencia, que sirvieran como diferencioles.

Romero en 1962 menciona la posible existencia de cierta especiali-
z0cién fisiolégico de P. capsici al inocular material de chile diferente

con ung suspensién de 2oosporas de 20 cepas del hongo.

Polach y Webster en 1972 proboron 23 aislemientos de P. capaici
en tomate, berenjena, caluboza, melbén, calabazo duice y € llneos de chi
le, establecfendo 4 grupos de patogenicidad con base en la reaccién

presentada por fos aislamientos en [as plantas probadas.

Redondo en 1974 agrupé 44 cepas de P. capsici en siete razas
patégenas, de acuerdo @ la respuesta que dabon en seis plantas de chi
le que utilizé como diferenciales, observando un range de patogenicidad

del 0-76.1%.

Se ha detectado variabilidad entre vislamientos medionte fa intro-
duccién de substoncias quimicos al medio de cultivo. Galindo y Zentmyer,
1967, diferenciaron el comportamiento de dos aistamientos de Phytophthora
por la respuesto de éstos al verde de maloquite adicionado al medio de
pope dextrose agar en una concentracion de 0.3 ppm; el oislomiento 6500

produjo una colenio pequera con morgen irregular mientras que el 6503



formé una colonio grande y con mérgenes irrequlares. Observaron ade-
més del grupo de compatibilidad sexual, las reacciones de auto-repulsitn
y auto-estimulacion mostradas por los gislamientos 6503 y 6500 respective
mente; éste Ultimo fendmeno se presentobo cuando dos o mds colonias del
mismo oislamiento crecfan en lo misma caje y of aproximorse los micelios
de ombas se formaba un espacio (auto-repulsidn) o una mayor concentro

cibn de micelio [outo-estimulocién).

Coffey y Bower, 1984, observaron la respuesta de un gran néme-
ro de agislamientos de & especies de Phyrophthora @l metalaxyl, obteniendo
una diversided morcodg de respuesta al mismo en cuanto o inhibicién de
micelio se refiere; pero detectando diferencias entre especies. Sugieren
que e/ metalaxyl podria ser Gtil como herramienta o elemento de oyuda

en lo identificacién de las especies de Phytophthora.

Coffey et al ., 1984, determinoron la variocién en sensibilidad ol
metaloxyl en aislomientos de P. einnamomi y P. citrfeola Sowedo me-
diante diferencias de crecimiento miceliar, produccién de clomidosporas,
produccién de esporangios , germinocién de zoosporas enquistodas y for

macibn de oospores.

Coffey y Young, 1984, estudiaron la respuesta de 3 cepos de P.
injeatana (1 sensible y 2 resistentes} al metalaxyl y el efecto que pro-
duce en diferentes concentraciones en: crecimiento micelior, germinocion
de zoosporas, esporulacién Tin vitro" y efecto *in vitro' sobre fo estruc

tura fina de 2. infestans.

Stack y Mitlar, 1985, de 40 aislomientos de P, megasperma , obtu-

vieron un aislomiento insensible a metoloxyl; con excepcién de la -~ - -



insensibilidad a metaloxyl, dicho odislamiento no diferfa de la cepa origi-
nal en cuanto o crecimiento total, tasa de crecimiento, esporulacién, ger

minacién de propégulos y patogenicidad a alfolfa.

Coffey y Bower, 1984, deteminaron la variabilidad entre 8 especies
de Phytophzhoru con relacibn a la respuesta que presentaron gl 4cido fos
férico. Reportaron entre los especies més sensibles a: P, citricola; P,
eitrophthora (Sm.and Sm.) lLeo., P. cinnamomi y la mds tolerante P. megas=
perma Drechsler f.sp. medicaginis ; fue posible diferenciorias a nivel de

especie en términos de respuesta en crecimiento al HJPOJ.

Induccién de Variabilidad

Castro, 1968, indujo la produccién de mutantes ocuxotréficos, me-
diante irradiacién de zoosporas; obtuve 1 mutante de P. eapsici depen-—
diente de metionina y 2 mutantes de P. drechsleri dependientes de trip

tofano.

Shattock y Shaw, 1975, después de hober tratado a las zoosporas
con el mutdgeno N-methyl-N'nitro-N-nitroso-guanidina obtuvieron 2 cepas
de P. infestans, una resistente a cloramfenicol y la otra resistente a

estreptomicina.

Bruin y Edgington, 1982, obtuvieron mutantes resistentes de P.
capsici y de P. ultimum Trow por irradiacién ultravioleta (UV), utili-
zando concentraciones de zoosporas del orden de 3x106, irradiéndolas

durante 3 minutos.
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Joseph y Coffey, 1984, indujeron resistencia a metalaxyl "in vitro"
mediante el tratamiento a zoosporas con (UV]}, o con la substancia mutd-
geng N-methyl-N'-nitro-N-nitroso-guanidina, ambos métodos produjeron

un nGmero similar de mutantes resistentes.
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I1l. MATERIALES ¥ METODOS

3.1. Variacién Natural de las Cepas
3.1.1. Coleccién de Cepas

Los cepas que se utilizaron en el presente trabajo fueron obteni-
das a partir de la coleccién de cepas de P. capsici Leo. del Centro de
Fitopatologla del Colegio de Postgraduados. En el Cuadro 1 se puede ver
le procedencia de codo una, asi como la parte de la planta de chile de

donde fueron gisladas,

CUADRO 1. CEPAS DE Phytophthora capsici Leo. DE LA COLECCION DEL
CENTRO DE FITOPATOLOGIA, C.P. MONTECILLOS, MEX.

Nam., Parte de la pilanta
de cepa de donde se aislé Lugar de procedencia
6554 Rama San Pablo Tolimén, Qro.
Cc-22 - Delicias, Chih.
6551 Tallo Zacatecas, Zac.
6518 Rama Guoadalupe. Edo. de México
6522 Fruto Xaltepa Chapingo, Méx.
6552 Fruto Zocatecas, Zac.

6550 Ralz Zacatecas, 2ac.

6558 Rama Hacienda El Roble Celaya, Gto.
6553 Fruto 2acatecas, Zac.

6557 Tallo Hacienda El Roble Celaya, Gto.
6564 Fruto San Mart/n Texm., Puebla
Cc-23 - Delicias, Chih.
6563 Fruto San Luls de la Paz, Gto.

84 - -




3.1.2. Esporulacién de las Cepas de Fhytophthora capeiei Leo.

Para cuantificar lo produccién de esporangios de cada cepa se hi-

20 lo siguiente:

El hongo se cultivé bajo condiciones ambientales en medio V-8 agar
y cugndo la colonia tenfa aproximadamente 7 c¢cm de didmetro, con un sa-
cabocados de 5 mm de diémetro se cortaron 10 clfrculos a partir de cada
cepa cultivado en una cajo petri; éstos se colocaron nuevamente en cajas
agregéndoles agua destilada estéril y sometiéndolos después a lo luz cons
tante y o temperaturc entre 27 y 28°C para inducir lo produccién de es-
porangios. Al octavo dla se depositaron los clrculos de cada cepa por se
parado en un tubo de ensayo conteniendo 2 ml de agua destilada estéril
y una gota de tween 20, Se agité en Vortex durante minuto y medio to-
méndose posteriormente 8 lecturas a partir de cada tubo mediante el he-
matocitémetro; en cada lectura se conté el total de esporangios encontra
dos en 5 cuadrantes de la camaro (4 externos y uno central}], obtenien-
do asi el namero de esporangios por mililitro. A estos datos se les prac-

ticé anélisis de varianza y prueba de Tukey (¢ = 0.05).

3.1.3. Reacciénes de Auto~Repulsién y Auto-Estimulacién

Para realizar esta pruebg se utilizaron 13 cepas de P. capsici
disponibles, las cuales se pusieron a crecer en medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA) y antes de que el micelio cubriera la cagja, se tomg
ron discos con un sacabocados de 5 mm de diémetro a partir de los IImi-
tes de la colonia. Se prepararon cajas con medic PDA y se marcaron en

lo base de la misma en 5 puntos, uno en el centro y 4 distribuidos



de manera equidistonte unos de otros formando un cuodrado. Se sembra
ron 5 colonias de la misma cepa en cada caja de PDA en los puntos pre-
viamente marcedos, colocando el micelio del disco en contacto con la su-

perficie del agar.

Se hicivron 3 repeticiones de cada tratamiento y se dejaron crecer
bajo condiciones de {aboratorio, toméndose las lecturas u observaciones

7 dias después.

Para cuantificar el grado de repulsién entre los diferentes visla-

mientos, se utilizb mica de pléstico transporente lo cual fue colfocada y -~

fijada con tela odhesiva debajo de cado caja petri. Después con la ayudo
de une caja de transiluminaciébn se fue delimitando el contorno del érea
por donde pasaba la luz a través de la zona de repuisién, donde no se
-presenté crecimiento de micelio. Posteriormente esta érea fue recortada
vy pesada en balanza de precisién como una forma de cuantificar el por-
centaje de Grea de repulsién de cada cepa. Se realizb6 anélisis de varion

za y prueba de Tukey a.= 0.05.

3.1.4. Patogenicidad de los Cepas de Phytophthora capsiei Leo. en Chile

Se inoculoron 3 plantas de chile de cada una de las siguientes va-
riedades: serrano, jolapefo y mulato V-2 de 4 @ 5 semanas de edod y
una altura de 30 cm,cada planta fue inoculoda con 13 cepas disponibles

del hongo.

Las diferentes cepas fueron cultivadas en medio PDA y se dejaron
incubar a temperatura de 25°C hasta que el micelio cubrié las 3/4 partes

de la coja. Con un sacabocados de 5 mm de diémetro se cortaron discos

13



de codo cepa, empleando la técnica de inoculacién sobre la hoja estable-

cida anteriormente por Galindo en 1962 con resultados satisfactorios.

Se introdujeron las plantas de chile en unag cémara hGmeda, hasto
que se formd ung pelfcula de aqua sobre [a hoja, se procedié a colocar
el disco de agar con micelio del hongo, poniendo en contacto el micelio
sobre el ho:z de lo hojo. Parag osegurar lo infeccién se utilizé un humifi-
codor con objeto de evitar que se secara el roclo de las hojas por lo me

nos en 24 horas.

Las lecturas de patogenicidod fueron tomados 72 horas después de

{a inoculacién,

Una segunda inoculacién se llevé o cabo con la idea de encontrar
mayor consistencia en la patogenicidad de las cepas; paro lo cual se con
servé lo semilla de plantas de chile mulato V-2 inoculodas lo primero

ocasién.

Una vez obtenidas los nuevas plantos, se seieccionaron 10 prove-
nientes de un progenitor y 10 mbs de otro. Cada planta fue inoculada
con los 14 cepas del hongo y siguiendo lg técnica de inoculacibn por mi-
celio descrita onteriormente; asimismo los lecturas se romaron‘n horas

después de inoculadas los plantas.
3.1.5, Reaccién de las Cepas de Phytophthora capsici Leo. al Verde
de Moloquita

Se preparé una solucibn base de verde de malaquits a ung concen
tracién de 300 ppm de la cual se oriadié al medio la cantidad necesaria

para que diera una concentracién final de 0.3 ppm,
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Se sembraron 3 cajas de cada cepa en medio con verde de malaqui_
ta (VM) y otras tres cojas sin VM como testige, dejéndose crecer enuna

estufa ¢ una temperatura constante de 24-25°C.

Periédicomente se tomoron lecturas de crecimiento miceliar, midien-

do el diémetro, el tipo y la forme de colonia de cada cepa.

Se efectub anélisis estadlstico de vorianzo de los medias de creci-
miento correspondientes a los diémetros, las cuales fueron comparadas

con lo prueba de Tukey a = 0.05.

3.2. Induccibén de Variabilidad de la Cepa 6554 de Phytophthora capsict

o] Seleccién de la Cepa 6554 de P. capsici

Para aumentar la posibilidad de obtener mutantes en P. capsici
después de lo irradiocién con lur ultravioleta, se utilizaron en este tra-

bajo concentraciones de 500,000 zoosporas por mililitro.

Se efectud un bioensayo el cual consisti6 en seleccionar primera-
mente tres cepas que hubiesen producido moyor nGmero de esporangios
por mililitro, para después inducir la liberacibn de zoosporas con el pro

posito de determinar aquélla que tuviera mayor copgcidad paera hacerlo.
b) Preparacién del Medio con Metalaxyl

Para lo preparacién del medio con metaloxy! se utilizé metalaxyl en
polvo grado técnico 100% puro, esta substancia fue provisto por CIBA-
GEIGY. Se agregb 0.25 g de lo misma a un litro de medio V~8 agor para

obtener una concentracién final de 250 wg/ml; esto concentracibn inhibe
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el crecimiento del micello de P. capsici en un 90% (Bruiny Edgington

1962).

Paro disolver el metalaxyl en polvo se utilizb un mililitro de etanol

al 70% y se aforé a 1 It de medio V-8 agar.
3.2.1, Irradigcién de Zoosporas con Luz Ultravioleta

Siquiendo la técnica de Bruin y Edgington, 1982, con Glgunas mo-
dificaciones, se indujo el crecimiento del hongo en agar V-8 conteniendo
250 ml de jugo V-8 (clarificado medionte centrifugaciébn por 5 minutos o
5,000 rpm); 4.5 g de CaC03 y 16 g de ogar por litro, Para inducir la
produccién de esporangios se procedi6 a colocor las cajos con un 60% de
crecimiento de micelio debajo de dos tubos de luz fluorescente de 40 W.
durante dos dfas. Una ver que el micelio habia cubierto la cajo y se ob-
servabon grendes contidades de esporangios en lo superficie, se vertie-
ron 10 ml de agua destilada estéril en cada caja; se introdujeron éstas
al refrigerador @ 4°C 5 min, luego se sometieron a 12°C durante 10 min y
después se dejaron a temperatura ambiente hasta que se observaro ia
gren mayorfo de esporangios liberondo zoosporas; la concentracibn de
z;)osporas por mililitro fue de 500,000. Se transfirié el contenido de cada
caja gotru estéril con ayudo de una pipeta de 10 ml con punta estéril (Ma
croset); agregdndose enseguida 1 ml de medio V-8 Ifquido a cada caja
dejéndolas reposar por 15 min para provocar €l enquistamiento y adhe-

rencia de zoosporas al fondo de la caja.

Después de 15 min, se evacugron las cajas con un aspirador y se

marcaron en las mismas los siguientes tratomientos:



Trotamiento NOm,. de repeticiones
1. Zoosporas sin metolaxyl, sin irradfacién 10
2. Zoosporas sin metaloxyl, con irradiacién 10
3. Zoosporas con metaloxyl, sin irradiacién 10
4. Zoosporgs con metalaxyl, con irradiacién 10

Se irradiaron 20 cojos que corresponden a los tratamientos 2 y 4,
colocéndolas debajo de una lémpara de 11 W. de luz ultravioleta ¢ 254 nm

y @ una distancia de 20 cm durante 3 minutos.

Los otras 20 cojes quedaron sin irradiar como testigos. Las z00spo
ros fuercn incubadas en medio V-8 agar, conteniendo metaloxyl para los

tratamientos 3 y 4.

3.2.2. Porcentaje de Germinacién de Zoosporas Irradiadas

Después de 2 g 3 horas de haber sido irradiodas los zoosporas.y
de haber agregado el medio V-8 con metalaxyl, se tomaron lecturas de
germinacién de zoosporas; esto se fizo contando 10 campos por caja, y
en codo campo 10 z00sporas observadas al czar, sumando un total de 100
zoosporas por ceja. Asimismo, se tomaron observociones del tubo germi-
nativo de fas zoosporas en los diferentes tratamientos después de 24 y

48 horas, tanto en lo buse de la caja como en la superficie del agar.

3.2.3. Aislamiento de Colonias Resistentes o Metalaxyl

Después de 24 horas se aisloron colonias a partir de los siguientes

tratamientos:



3. Zoosporags con metaloxyl, sin irradiacién

4, Zoosporas con metalexyl, con irradiacion

Los aislamientos de las colonios se hicieron cuondo éstas apenas
mostrabon crecimiento en lo superficie del agar, con ayuda del microsco-
pio y de una oguja de diseccibn aplonada por un extremo a monera de
espbtula. Se realizaron un totol de 100 aislamientos por tratomiento, trans
firiendo éstos nuevamente a medio V-8 agar més metaloxyl a la misma con

centracién de 250 ug/ml.

Las colonios que presentaron crecimiento més répido, fueron trans
feridas a cajas individuales con objeto de determinar su tasa de creci-
miento, Se reaislaron 10 colonias procedentes del tratamiento no expues-
to a irradiacién y 11 colonias a partir del irradiado; dichos aislamientos

fueron registrodos arbitrariomente con una clove para su control.

3.2.4. Tosa de Crecimiento de los Aislamientos con Resistencig Natural e
Inducida o Metalaxyl

Con la idea de observar las diferencias entre estos dos tipos de
gislamiento, en lo que ¢ taso de crecimiento y tipo de colonia se refiere,
asl como lo estobilidad que presentaban los mismos, se hicieron transfe-
rencias sucesivas a medio V-8 agar con metalaxyl @ una concentracién de

250 wg/iml, y a V-8 ager sin fungicida como testigo.

Se tomaron lecturas de crecimiento de micelio, midiendo 2 diGmetros
constantes de cado colonia codo 24 horgs., registrando las caracteristicas

de la colonia en cuonto a forma, limites y concentracién de micelio.

Los dotos de crecimiento micelior fueron groficados y a partir de

estas gréficas se obtuvo el tiempo que tordaron en crecer hasta completor



60 mm de diémetro en la cajo; lo mismo se hizo paro las colonias que cre

cieron en medio V-8 sin metalaxyl.

Los resultados obtenidos a partir de fas gréficas se vaciaron en
una tabla de datos en la que se indica el namero de horas que tardé ca
da aislamiento e¢n vicenzar 60 mm de crecimiento en cada transferencia.
Para concluir esta prueba, se realizé un anélisis estadfstico de varianza
con la idea de ver si existlan diferencias significativas de crecimiento en
metaloxyl entre aislamientos procedentes de z00sporas irradiodas y no

irradiedas.

3.2.5, Pruebo de Estgbilidad de la Resistencia a Metalaxy! de Un Aisla-
miento con Tasa de Crecimiento Alta

El aislamiento 7-1, con tasa de crecimiento alta, se seleccioné con
el propbsito de determinar la estabilidad de dicho carécter. Se realitaron
hasta 6 transferencias sucesivas de este alslamieqto y de la cepa original
6554 en medio V-8 sin metalaxyl y con metalaxyl. Posteriormente la cepa
que se hablo venido transfiriendo en agar V-8 sin el fungicida, fue so-
metida ol medio con fungicida, tomando las lecturas correspondientes a

taso de crecimiento.

3.2.6. Variacién en la Esporulacién de la Cepa 6554 y Aislamientos con
Resistencia a Metalaxyl

Para determinar si habla diferencias en esporulocién entre la cepa
original y los agislamientos resistentes a metalaxy! se seleccionaron los

aislamientos 39-1 y 7-1, los cuales fueron obtenidos g partir de zoospo-

ras irradiodas y el aislamiento 21-RN,el cual fue obtenido g partir de un
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tratomiento sin irradiacién. Asimismo, se tomé la cepa original 6554 y se
indujo a esporular; toméndose discos de 5 mm de diémetro colocando 10
discos por cojo, 3 repeticiones de cada aislemiento, se agregé ogua des-
tilada estéril, colocando las cajas bajo luz constante durante 7 dias. Pos
teriormente se vaciaron los 10 clfrculos en un tubo con agua destilada es
téril; se agregd a cado tubo 2 gotas de tween 20 y se agitaron los tu
bos durante 1 minuto y medio. Se realizaron, con aybda del hematocit6-
metro, seis conteos por tubo.
3.2.7. Variacién en la Morfologla de las Coloniss de los Diferentes

Aislamientos

Para observor la constancia en cuanto ¢ forma y tipo de colonia,
se sembraron los aislamientos con resistencia natural e inducida, en me-
dio V-8 agar con y sin metaloxyl, 3 repeticiones de cada une en cada

trotomiento.

Para determinar la tasg de crecimiento miceliar de los aislamientos,

cada tercer dla se tomaron lecturas de dos didmetros constantes.

3.2.8. Patogenicidad en Chile Capsicun annuum L. de los Aislamientos
Resistentes a Metolaxy! Procedentes de lo Cepa 6554

Con el propbsito de ver si los aislamientos resislentes a meloloxyl
hablan conservado lo patogenicidad que presentd la cepa original 6554;
se‘ inocularon 10 agislomientos inducidos por radiocién y 9 aislamientos re
sistentes naturales (RN}. Se utilizé la mismo técnica de inoculacién des-
crita anteriormente, Se inocularon § plantas por aislamiento con excep-
cién del testigo 6554, el cual se inoculé en 11 plantas de cada variedad

utilizando chile early jalaperio y serrano. Una vez obtenidos los resultedos



" de esta inoculacién, se seleccionaren aquellos aislamientos que no fueron
patégenos o una varieded o a otra y se volvieron ¢ inocular; en estaoca

sién se inoculb solamente chile jalapefio.

21



1V, RESULTADOS

Esporulacién de las Cepas de Phytophthora capsieti

De ocuerdo a los datos obtenidos (Cuodro 2) se identificaron vao-
rios grupos: el grupo a que incluye a las cepas 6552 y 6522 con un pro
medio de 125,500 y 124,875 esporangios por mililitro respectivamente; el
grupo b con las cepas 84 y 6554 con 62,500 y 65,750 esporangios por mi
lilitro; el grupo ¢ abarco valores que von desde 15,500 hasta 33,000 es-
porangios por mililitro y en el cual estén contenidas las cepas C-23, C-22,
6518, 6558 y 6551; el grupo d con un intervalo de esporulacién de 11,750
a 30,250 incluye a las cepas 6564, C-23, C-22, 6518 y 6558 y el grupo
e con esporulacién de cero hasta 21,750 esporangios por mililitro en el

cual se encuentran las cepas 6657, 6550, 6553, 6563, 6564, C-23 y C-22.,

Reacciones de- Auto-Repulsién y Auto-Estimulacién

Se observan diferentes grados de auto-repulsibn entre los cepas

(Fig. 1-3J; no se detectaron reacciones de auto-estimulacién.

La 6554, 6522 y 6553 estén incluidas en el grupo @ con 5.76, 4.44
y 3.97 de érea de repulsién promedio, respectivamente. Dentro del gru-
po b que abarca desde 2.5 hasta 3.97 de brea de repulsién estén las cg
pas 6518, 6552, 6558, 6551 y 6553, El intervalo del grupo ¢ abarca valg
res desde 1,66 hasta 3,24 de drea de repulsién en donde estén incluldas

las cepas 6563, 6564, 6557, C-22, C-23, 84, 6518, 6552, 6558 y 6551 {Cuadro 3).

22
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Patogenicidad de las Cepas de P. capsici L. en Chile

Los aislamientos que produjeron un mayor nGmero de hojas con le
sién fueron el 6554, 84 y 6550 que de 9 hojas inoculadas 8 hojas presen

taron sintomos (Cuadro 4).

La cepa 6553 no produjo lesibn en ninguna de las tres variedades

de chile. Entre estos dos extremos hay niveles diversos en patogenicidad.

Especificamente para cada variedad de chile se obtuvo que en el
coso de lo veriedad V-2, la cepa 6553 no fue potégena y la 6557 dio una

hoja con lesién de 3 inoculadas.

Para lo variedad early jolapeiio las cepas 6522, 6557, 6564, 6558,
6553, 6552 y C-23 no fueron potégenas y las demés variaron de regular-

mente patbgenas (2/3]* hasta poco patbgenas (1/3) (Fig. 4).

En lo variedad serruno se obtuvo que las. cepas 6557 y 6553 no die
ron lesién y las dembs variaron desde muy patébgenos (3/3); requlormen-

te patégenas (2/3) y poco paotégenas (1/3].

Se observa cierta constancia en la patogenicidad de las cepas inocu
ladas en 10 plantos de chile procedentes de auto-fecundacién de una es-
tirpe de chile P, {Cuadro 5) y otras lo.planta§ procedentes de otro pro

genitor Pz {Cuadro 6].

Las cepas que dieron lesién en moyor nlmero de plantas (10/10)**

fueron: 6563, C-23, C-22, 84, 6558, 6518, 6564 y 6554, Ia cepa 6522 dib

* Num. de hojas con sintomas/NGm. de hojas inoculadas.
** Nam,. de plontas con lesién/Nam. de plantos inoculodos.



24

9/10 en Pyy 10/10 en PZ; la cepa 6552 indujo lesiones en 8/10™,; la 6551
en 6/10; la 6550 1/10; la cepa 6557 di6 3/10 en P, y 0/10 en PZ y la ce-
pa 6553 no fue patbégena al chile V-2 (Cuadros 5y 6).

Reaccién de los Cepas de Fhytophthora capsici ol Verde de Malaquita (VM)

Se observéd diferencia en sensibilidad ol verde de maloquita (Cuo-
dro 7). Los cepos que menos crecieron en el medio con verde de malaqui
ta con relacién al testigo fueron: la 6557 con un 89.4% (Fig. 8); la C-22
con un 88.8% (Fig. 5); la 6553 con un 86.0%; la 6554 con un 85%; lo 6563
con un 80.6% lo 6550 con 78.45%; la C-23 con 72%; la 6558 con 69.6%
(Fg. 6); lo 6522 con 69.48%. Las que fueron inhibidas en términos regulares
fueron: la 6552 con 64.2%; la 84 con 51.1% y las de menor inhibicién fueron:
lo 655 con 39.8% y la 6518 con 37.5% Lacepa 6551 no fue afectada en el
medio con el verde de maloquita (Fig. 7). En cuanto ol efecto del verde
de malaquita en la morfologfa de las colonias en general se observé mayor
definiclén en la formo de las mismas, micelio aplanado y formacién de bor-

des regulares en los cepas 84, C-23, 6563, C-22 y 6564 {Cuadro 8).

Irradiacién de Zoosporas con Luz Ultravioleto

Porcentaje de Germinacién de 2oosporas Irradiodas

En el tratamiento | (testigo) donde las zoosporas no fueron frradia
das ni tratadas con metalaxyl, se obtuvo 90.2% de germinacién. Las z00s
poras tratodas sin irradiacién y con metalaxyl tuvieron 87.0% este trato-
miento esté incluldo en el grupo a igual que el testigo. Un 73% de las
zoosporas irradiodas y sin metalaxyl germinoron, este tratamiento es sig
nificativamente menor al testigo de ocuerdo con la prueba de Tukey; las

que fueron sometidas tanto a irrediacién como a metaloxyl tuvieron un =-

** Nam. de plantas con lesién/Num. de plantas inoculadas
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27,2% de germinocién, observéndose una diferencic marcada con relacibn

al testigo grupo ¢ (Cuadro 9).

En cuanto of tubo germinativo, se ebservd que después de 2-3 ho
ras los tratam'ientos en donde se aplicé radiacién, tuvieron mayor inhibicién
del crecimiento, siguiéndole en segundo lugor las tratadas con metalaxyl
y luego el testigo que present6 un tomaorio de 5 a 6 veces mayor que el
tomario de lg zoospora. En lus lecturas tomadas después de 24 horas se
observé que en los trotemientos en los que se utilizb metalaxyl (Il y IV}
las zoosporas produjeron tubos germinativos hasta 16 veces mayor a su
tamado y en lo superficie del agar no hubo formacién de colonias {Cua-
dro 10). En el tratamiento ll, en donde se utilizé irradiacién sin metola
xyl {(Cuadro 11}, se observé que el micelio cubria el fondo de la caja y
colonias bien delimitodas en lo superficie del agar que no tendlan @ coa-
lescer unas con otras como fue el caso del testigo (Fig. 8). Posteriormen
te, o las 48 horas se observé que en el tratamiento en el que se utilizé
metalaxy! (111} los tubos germingtivos de la zoosporas empezaron a rami-
ficarse; sin embargo, en lo superficie del agor se formaron escasas colo-

nios (Fig. 10).

Asimismo, paro el tratamiento (1V) con irradiacién y metalaxyl casi
no se observaron colonias én la superficie (Fig, 11}, y las que llegaron

u formarse, fueron cisladas como posibles mutantes.

Aislumiento de Colon'ias Resistentes a Metalaxyl!

Se observé que las colonias procedentes de 1oosporas sin irradior

y ‘expuestas a metaloxyl presentaron un crecimiento més lento que las -~
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irradiadas. Al tercer dfa 37% de los colonias procedentes de z00sporas
irradiadas creciendo en metalaxyl, tuvieron un tamario promedio de 1.6
mm; al noveno dfa se obtuvo un 87% de colonias creciendo con un tamario

promedlo'de 11,2 mm.

De los colonias procedentes de 200sporas no irradiadas y sembra-
das en metalaxyl se obtuvo, al tercer dlo un 3% de colonias en crecimien
to con un temaro promedio de 0.1 mm y ol So. dia se obtuvo un 90% de

colonias creciendo con un tamano promedio de 5.5 mm {Cuadro 12).

Tasa de Crecimienlo de los Aislamientos con Resistencia Natural e Indu-
cida a Metaloxy!

Los aislamientos irradiados que crecieron a una temperotura cons-
tante de 24-25°C oumentoron su tasa de crecimiento conforme se incre-
mentb el ntmero de tronsferencias, esto se presenté tanto en V-8 agor,
como en V-8 agar con metalaxyl, sin embargo, las que creclan en V-8
agar con metalaxy! no alcanzaron la taso de crecimiento de sus testigos

creciendo en V-8 Agar solamente (Cuadros 13 y 14},

En el aislamiento 7-1 creciendo en V~8 Agor con metalaxyl por ejem
plo, en la 20, transferencia a metalaxyl tard6 192 horas para cubrir el
66% de lo cojo y 143.5 horas en V-8 sin fungicida (Cuadro 13). Posterior
mente el mismo aislal;;iento 7-1, en su sexta transferencio o metalaxyl tar
db 110 horas en cubrir nuevamente el 66% de lo caja y 94 horas en V-8 -

sin metalaxyl, lo mismo sucedié en todos los demés aislamientos (Cuadro 14).

El orden de los agislamientos de mayor a menor tasa de crecimiento
tiende a variar, qunque se observa cierta constoncia entre los que tie-

nen mayor tasa de crecimiento como son: el 7-1; 52-1; 6-VI; 39-1; los de
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tasa de crecimiento boja: 10-1, 32-1 y 6-VIII (Figs. 12 y 13}.

En los oislamientos procedentes de zoosporas ne irradiadas, también
se abservd un incremento en la tasa de crecimiento o medida que aumen-
té el nimero de transferencias tanto en medio con metaloxyl como en V-8
(Cuadros 15 y 16]. A diferencia de lus unteriores, el intervalo en la ta-
so de crecimiento en general es menor, ounque existen algunos que tie-

nen tasas de crecimiento similares.

En los Cuadros 17 y 18 después de llevar a cobo anédlisis estadisti~
co con lo prueba de Tukey, se obtuvieron diferencias significativas en
cuanto a la tesa de crecimiento en metaoloxyl tanto de aislomientos proce-
dentes del tratamiento irradiado (Cuadro 17),como del no irradiado (Cua-
dro 18). Se observe que el orden de los aislamientos tiende a ser similar
al de cuadros anteriores, sobre todo de aquélios que presentaron taso de

crecimiento alta (Figs, 14 y 15).

Prueba de Estabilidad de fa Resistencia o Metalaxyl de un Aislamiento
con Tasa de Crecimiento Alta

El aislamiento 7-1 después de haber sidoc transferido en 6 ocasiones
en medio V-8 y puesto ¢ crecer nuevamente en medio V-8 con metalaxyl,
tuvo un porcentaje promedio de cobertura de 24.8 con relacién al testigo
(6554} que presenté un 2.9%. Se observd una diferencia significativa en-

tre estos tratamientos, segln el an6lisis estadlstico (Cuadro 19)}.

Cuondo el aislamiento 7-1 fue transferido sucesivomente en medio
con metalaxyl! hasta su 70, transferencia (ver Cuadro 19), el porcentaje
medio de crecimiento micelior (34.3), fue significativamente mayor grupo

c) que en el caso en donde el aislamiento 7-1 fue transferide sucesivomente
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en V-8 y después transferido a medio con metalaxyl {grupo d).

£l aislamiento 7-1 presentd menor tasa de crecimiento miceliar pro-
medio (75.6) que lo cepa 6554 original (88.2) en medio sin metalaxyl, es

ta diferencio es significotive segin onélisis estadistico.

La cepo original 6554 al ser expuesta por primera vez a medio con
fungicida crecié muy escasemente, cbteniéndose un valor promedio de
crecimiento miceliar (2.9) significativamente menor al del gislamiento 7-1
expuesto o metaloxyl después de sucesivas transferencios en V-8 sin me

tolaxyl (24.8).

Vuriacién en lu Esporulacién de lo Cepa 6554 y Atslomlentos con Resisten
cia a Metalaxyl

El gislamiento 39-1, resistente inducido a metalaxy! creciendo en
medio V-8 agor produjo una concentracién promedio de 94,222 esporan-
gios por mililitro. EI mismo aislamiento creciendo en V-8 agar con el fun
gicida produjo ung concentracibn promedio de 65,722 . esporangios por

mililitro. La cual es significativamente menor que la anterior (Cuadro 20)}.

Por el contrario, el aislomiento 21RN (resistencio noturol} presents
una mayor concenlracién de esporangios por mililitro cuando se puso ¢

crecer en metolaxyl (61,500) que el que crecié en V-8 agar (48,056).

E1 aislamiento 6-VI, resistente inducido, produjo una concentrocién
de 22,278 esporangios por mililitro creciendo en V-8 agar y de 17,833
creciendo en V-8 més el fungicida, lo que no es significativamente dife-

rente.
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En el caso del testigo, que fue la cepa original 6554, su esporufa-
cién fue significativamente menor con relocién o los aislomientos 39-1 V8;
21-RN META; 39-1-META y 21-RN V-8.Para el aislamiento 6-VI Ri (resis-
tente inducido) no hubo diferencios en comparacién con el testigo. En ge
neral no se observd que existiera una correlacién éntre el grado de espo

rulocién y el tipo de dislamiento.
Variacidn en ta Morfologia de las Colonias de los Diferentes Aislamientos

Oe manera general se observaron colonias de formas arrosetados, es
trelfadas, lisas uniformes que por efecto del metalaxyl ocentuaban més es
tos coracteres. La mayorio de fos aisfamientos presentaron bordes irregu
fores y micelio aterciopelado o algodonoso mds concentrado ol centro de
la colonia que en los Iimites. El micelio en olgunos aislamientos creci més
obundantemente en medio V-8 agar sin metalaxyl (Cuadros 21 y 22) --

(Figs. 16-19).

Patogenicidad en Chile Capsicim annuum L. de los Aisfamientos Resistentes
a Metolaxy! Procedentes de la cepa 6554

Los aislamientos 6-Vill; 22-1, &-X resistentes inducidos y los ais-
Jamientos: 14-RN, 18-RN y 10-b RNresistentes naturales, no fueron paté-
genos a chile Capsicwn annuwn variedad early  jolapefio y fos cisiamien-
tos: 6-X, 14-RN, 11-RN y 10-b RN no dieron lesién en la variedad serra-
no (Cuadro 23).

Al ser inoculados por segundo vez en chile jalapeiio, los aistamientos
22-1, 6-X, 14-RN, 11-RN y 10-bRN se montuvieron estables, es decir, no fueron
patégenos; mientrus que los aisfamientos 6-VIII y 18-RN sT dieron lesién en esta
vaeriedad (Cuadro 24}.



CUADRQ 2. ESPORULACION DE LAS CEPAS DE Phytophthora capsicil.

NGm. Cepa Esporangios por ml
6552 125,500 o
6522 124,875 a
6554 65,750 b

84 62,500 b
6551 ’ 33,000 ¢
6558 30,250 c¢d
6518 ] 30,250 «cd
c-22 21,750  cde
c-23 15,500 cde
6564 11,750 de
6563 - - 10,000 e
6553 5,425 e
6550 5,375 e
6557 0 e

Las cepas con lg misma letra no son significativamente diferentes de
acuerdo con la prueba de Tukey { a =.0.05).



CUADRO 3. AREA DE REPULSION DE LAS CEPAS DE Phytophthora
capstel L. EN mg DE POLIETILENO

Ntm. Cepa X
6554 5.7600 o
6522 4.4400 @
6553 X 3.9667 ab
6551 3.2367 bce
6558 3.1200 be
6552 3.0033 be
6518 2.5700 be
84 . 2.1667 ¢
C-23 2.0600 ¢
c-22 2.0433 ¢
6557 : 1.8708 ¢
6564 1.7433 ¢
6563 1.6633 «c¢

Las cepas con lo misma letra no son significativamente diferentes de
acuerdo con lo prueba de Tukey (o = .05}, '



Fig.
1.Fenébmeno de Auto-Repuision en diferentes cepas de
Phytophthora capsici
L., observéndose variacién entre las mismas.



Fig.
7.Fenémeno de Auto-Repulsién en diferentes cepas de
Phytophthora capsici
L., observéndose variacién entre las mismas.
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Fig. 2. Cepa que presentd
el menor grado de
guto-repulsién. Se

distingue levemente

dicha drea.

Fig. 3. Cepa con grado in-
termedio de auto-
repulsién (Cuadro 2).



CUADRO 4. PATOGENICIDAD DE LAS CEPAS DE Phytophthora capsici L.

EN CHILE

Nam. de Variedad de Chile
Cepa V=2 Early Jalaperio  Serranc Suma
6518 213 113 213 Zas/9
c-22 2/3 A3 3/3 7/8
Cc-23 3/3 0/3 2/3 5/9
6552 2/3 0/3 1/3 3/9
6553 0/3 0/3 0/3 0/9
6554 3/3 2/3 L33 8/9
6558 2/3 0/3 3/3 ' 5/9
6563 2/3 1/3 3/3 6/9
6564 3/3 0/3 . 3/3 6/9

84 3/3 2/3 303 8/9
6550 3/3 2/3 3/3 8/9
6557 1/3 0/3 0/3 1/9
6522 3/3 0/3 2/3 5/9

* Nim. de hojas con sintomos/Nam. de hojas inoculadas.

Z'Nam. total de hojas con sintomas/Nim. total de plantas inoculadas.



CUADRO 5. PATOGENICIDAD DE LAS CEPAS DE P. capsici L. DE LA
COLECCION DEL CEFIT EN PLANTAS DE CHILE MULATO
(Capaicun annuum L.) VARIEDAD V-2, PROCEDENTES DE SE
MILLA DE UNA SOLA PLANTA P’.

Nam. de Num. de plantas con lesién Intensidad promedio*
Cepa NOm. total de plantas inoc. de ataque
6563 10/10 2.9
c-23 16/10 3.0
c-22 16/10 2.9
6522 S/10 1.8
6557 3/10 - 0.4
6550 i/te 0.1

84 16/10 2.7
6552 8/10 - n2
6558 16/10 3.0
6518 10/10 2.7
6551 6/10 : 1.0
6564 10/10 2.9
6554 10/10 2.8
6553 a/10 0.0

* Escalo (considerando el tomaiio de lg lesién o grado de marchitez de
la hoja).

0 = sin atoque

! = ataque benigno
2 = ataque medio_
3 = atoque fuerte



CUADRO 6. PATOGENICIDAD DE LAS CEPAS DE P. capeici L. DE LA
COLECCION DEL CEFIT EN PLANTAS DE CHILE MULATO
(Capeicum annuunl.) VARIEDAD V-2, PROCEDENTES DE SE
MILLA DE UNA SOLA PLANTA P,. -

2

Nam. de Num. de plantas con lesién Intensidad promedio*
Cepa NGm. total de plantas Inoc. de otaque
6563 10/16 2.7
c-23 10/10 2.8
c-22 10/10 3.0
6522 10/10 1.9
6557 0/10 0.0
6550 1110 0.1

84 10/10 2.8
6552 8/10 1.2
6558 10/10 3.0
6518 10/10 . 2.9
6551 6/10 1.0
6564 10/10 3.0
6554 10/10 3.0
6553 a/10 0.0

* Escala (considerando el tamario de lo lesibn o grado de marchitez de
la hoja}.
0 = sin ataque
! = ataque benigno
2 = otoque medio
3 = ataque fuerte
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Sintomas caqusados por P. capsici en plantas de chile variedad
early jalapefio.



CUADRO 7. CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Phytophthora capsiei L.
EN VERDE DE MALAQUITA (VM).

% Caobertura % Inhibicién

Nom. X% Cobertura X% Cobertura con relgcién  con relacién
Cepa con (VM) sin (VM) al testigo al testigo
6551 100 a 100 a 100 0
6518 62.5 cd 100 a 62.5 . 372.5
6554 49.5 e 82.2 b 60.2 39.8
84 48.9 ef 100 a 48.9 51.1
6552 29.0 gh 80.9 b 35.8 64,2
c-23  28.0 gh 100 a 28.0 72.0
6563  19.4 hi 100 @ 19.4 70.6
6550 13.9 ij 64.5 ¢ 21.6 78.5
6522 11.8 if 38.4 fg 20.7 69.5
c-22 11.2 i 100 o 1.2 888
6558 11.1 ij 36.5 g 30.4 69.6
6564 10.1 i 67.3 ¢ 15.0 85.0
6553 7.3. | 52.0 de 14.0 86.0
6557 6.1 i 57.3 cde 10.6 89.4

Los tratamientos con lo misma letra son significativamente diferentes
de acuerdo o lo prueba Tukey [ o = 0.05],



" "CUADRO 8. MORFOLOGIA DE COLONIAS DEP. ageioi L. CRECIENDO EN PDA CON VERDE DE MALAQUITA

PDA PDA CON VERDE MALAQUITA
NGm, de Aspecto . Aspecto
Cepa Forma Colonia Limites Formo Coloniu Limites
6551 Uniforme Aterciopelada + Regulares Uniforme Aterciopelada Regulares
extendida extendida :
6518 Uniforme Aterciopelada,  Irregulores Uniforme Aterciopelada, Irregulores
extendida lisa extendida liso :
6554 Roseta Algodonosa, Irregulores Estrelloda ra  Aterciopelada, Irregulares
difusa abultada yos definidos sin obultamiento
84 Roseta Algodonosa Irregulares Uniforme Lisa, aplaneda Regulares
difusa extendida
6552 Circular Algodonosa Irregulores Indefinida Algodonosa al Irregulares
"aborregadg” centro, aplanada
hacio_orillas
C-23 Indefinida Algodonosa Irregulares Indefinida Algodonoso al cen Regulares
tro, aplanado ra-
dial hacia_orillas
6563 Roseta Aterciopelada Irregulares Uniforme Lisa, aplanado Regulares
difusa aplanada extendida micelio_escaso
6550 Roseta Aterciopelada Irregulares Estrellada ra  Aplenada no al- Irregulores
yos definidos _godonosa
6522 Indefinida Algodonosa Irregulares Indefinida Algodonosa al cen Irregulares

tro, aplonade ra-
dial hacia orillas

6€



Cuadro 8 (cont. ),

i

abundante ol
centro

micelio al centro

P DA PDA CON VERDE MALAQUITA
Nam, de Aspecto Aspecto
"Cepa  Forma Colonia Limites Formu Colonia Limites
C-22 Indefinida Algodonose Irregulares Uniforme Algodonose Regulores
concentrado extendida homogénea -
en partes
6558 Labulado Aterciopelado Irrequlares Roseta Aplanada, es- Irreguiares
marcada definida caso micelio
6564 Aborreyada Algodonosa Irregulares Circular Aterciopelada Regulares
abundante regular
6553 Indefinida Aterciopelada Irrequlares irregular Aterciopelada lrrequlares
lobulados amorfa lobulados
6557 Indefinida Aterciopelada irregulares Indefinida Aterciopelada irregulares
con micelio lobulados aplanada con

ok



Figs. Inhibicién por efecto del verde malaguita. La cepa C-22
Y 6. presenté 88.8% de inhibicién con relacién al testigo y la
6558 un 69.6% (ver Cuadro 7).
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Figs.

7 y 8. Contraste en inhibicién por efecto del verde malaquita
observado en dos cepas. La Figura superior con 0% de
inhibicién, la inferior con 89.4% con relacién al testigo.
{(Ver Cuadro 7).
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CUADRO 9, EFECTO DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA Y DEL METALAXYL
EN LA GERMINACION DE ZOOSPORAS DE Phytophtora eapsicil.

Tratomiento X % Germinaci6n® Observaciones"**

!
Sin irrediacién 9.2 o - Tubo germinative de 5 o § ve~
y ' ces el tomofio de la roosporo
Sin metoloxyl

i
Con irradiocitn 73.0 b - Tubo germinativo muy corto
sin ;clalaxyl - Grupos de aosporas sin germinar
1)
Sin irrodiacion 87.0 o ~ Tubo germinativo muy corto
v .
Con metoloxyi
v
Con irradiacién
27.2 c¢ =~ Tubo germinative muy corto

y
Con metalaxy!

* Los trotamientes con la mismg letro no son significativamente dife-
rentes de acuerdo con la prueba de Tukey [ o = 0,05),

#* | ecturcs tomadas después de 2-3 horas de tratamiento.
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CUADRO 10. EFECTO DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA Y DEL METALAXYL
EN LA GERMINACION DE IQ0OSPORAS DE Phytophthora capaicil.
DESPUES DE 24 HORAS DEL TRATAMIENTO

Tratamiento

Base de Caja

Superficie del Agar

!
Sin Irradiacibn

y
Sin metalaxy!
(testigo)

Redes de micelio cubriendo
el fondo de la cajo

Colonias creciendo, al
gunas 2oosporas no
germinadas

n
Con irradiacién

y .
Sin metalaxyl

Micelio ramificado cubrien-
do el fondo de la cajo

Colonias creciendo
iqual que el testigo

i1
Sin irradiacién

y
Con metalaxyl

Zoosporas con tubo germi-
nativo de hasta 10 veces
su tamario

Zoosporas germinando
con tubo germinativo
entrelazado sin forma
cién de colanias como
el testigo

Con irradiacién

4
Con metaloxyl

Zoosporas con tubo germi-
nativo de hasta 10 veces
su tamario

2oosporas germinadas
aisladas, no se for-
man colonias
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CUADROQ 11. EFECTO DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA Y DEL METALAXYL
EN LA GERMINACION DE Z00SPORAS DE Phytophthora capsicil.

DESPUES DE 48 HORAS DEL TRATAMIENTO

Tratamiento

Base de Caja

Observaciones

i
Sin irrodiacion

y
Sin metalaxyl!
{testigo)

Fondo de caja cubierto
por micelio

Gran contidad de colo-
nias que coadlescen for
mando tapete de mice-
lio

1
Con irradiacién

R 4
Sin metolaxyl

Grupos de zoosporas que
no germinaron lo que pro
duce 6reas claros y breas
difuses donde germinaron
zo0sporas cuyo micelio cre
cib hacia la superficie del
agar

Colonias bien delimita=-
das no tienden a jun-
tarse como éen el tes-

go

i
Sin irradiacién

2oosporas con tubo germi-

Zoosporas germinadas

y nativo largo, mayor a 10 en la superficie, co-
Con metalaxy! veces su tamorio y algunos lonias muy escasas
poco ramificadas
v

Con irradiacién

y
Con metafaxy!

Zoosporas con tubo germi-
nativo [argo, moyor a 10
veces su tamafio y olgungs
poco ramificadas

'

Algunas zoosporas
germinadas

Colonias pequerias y
muy escosas
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CUADRO 12. CRECIMIENTO DE COLONIAS DE P. capsici L.PROCEDENTES
DE ZOOSPORAS IRRADIADAS Y NO IRRADIADAS EN MEDIO
V-8 AGAR CON METALAXYL

% Colonias* creciendo Tamaio X de colonias

después de: .___en mm después de:
Tratamiento I dlas € dlas g dlas 3 dlas 6 dlos 9 dlas

Con irradiacién
y 37 73 87 1.6 . 5.5 11.2

Con metalaxyl

Sin irradiacién
¥y .3 54 90 9.1 1.5 5.5

Con metalaxy!

* Promedio de 100 colonias sembrodas.



CUADRO 13, VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE AISLAMIENTOS PROCE-
DENTES DE Z00SPORAS IRRADIADAS

V-8 Agar con Metalaxyl!
Colonia mm?ETaEs Horas

V-6 Agar
mm/dla** Horas

mm/dla
39-1 9.4 153 10,5 i36 1.1
§-ViI 8.0 180 10.6 135 2.6
-1 7.5 792 10.0 143 2.5
52-1 7.3 195 10.0 142 2.8
6-Vil 6.9 208 8.4 170 1.5
6-X 6.5 219 7.3 195 0.8
22-1 6.3 226 8.9 161 2.6
G-IX 5.8 247 2.7 187 1.9
6-Vil 5.7 251 7.2 200 15
101 5.3 276 7.3 197 2.0
324 5.2 272 6.6 215 1.4

** Lecturo a los 60 mm de crecimiento {2a. trensf.}

50

Diferencia en
crecimiento



IRRADIACION

Fig.

' Zoosporas irradiadas. Después de 48 horas se observan colo-

nias més delimitadas que en el testigo.
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Fig.
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e

" Tratamiento con metalaxyl, después de 48 horas se forman colo

nias en la superficie en menor ntimero que €l irradiado,



IRRADIACION TESTIGO
METALAXYL

Fig. 1 patamiento con irradiacién y metalaxyl. Casi no se observan
+ colonias (Ver Cuadro 11).

49



51

CUADRO 14. VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE AISLAMIENTOS PROCE-
DENTES DE 2Z00SPORAS IRRADIADAS

Diferencic en
V-8 Agor con Metalaxy! V-8 Agar crecimiento
Colonia mmldla  Horas m mm/dla
7-1 13 110 15.3 9% 2.3
52-1 12 120 15 95.5 3
6-vi 1.4 126.5 16.3 88 4.9
39-1 11 130.5 13 110.5 2
6-vil 10.6 135.5 12.9 1t 2.3
61X 9.7 155.5 15.5 9 6.3
6-X 8.3 172.5 11.6 123.5 3.3
22-r 7.1 202 12.6 114.5 5.5
10-1 7.0 205 12.3 117 5.3
32-1 6.9 206 i1.8 122.5 4.9

s-vinl 6.2 233 Se contaminé

** Lectura a los 60 mm de crecimiento (6a. transf.}.



Fig.
12.Efecto inhibidor del metalaxyl en el crecimiento de colonias
ismo.

resistentes al m
S VG B

Fig. 13.

Diferente taso de
crecimiento obser
vada por 10 colo-
nias resistentes

a metalaxyl, aisla
das del tratamien-
to frradiado.



CUADRO 15.
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VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE AISLAMIENTOS PROCE-

DENTES DE 200SPORAS NO IRRADIADAS CRECIENDO EN

MEDIOS CON Y SIN METALAXYL

. Diferencic en
V-8 Agar con Metoaxy! V-8 Agar crecimiento
Colonia mm/dia* Horas mm/dia** Horas mm/dla
43-RN* 6.9 208 8.5 170 1.6
21-RN 6.2 229 10.9 131 4.7
18-RN 6.0 238 6.5 221 0.5
10-aRN 5.8 247 9.4 152 3.6
17-RN 4.8 219 10.8 133 5.9
10-cRN 4.6 312 7.0 204 2.4
11-RN 3.8 378 7.5 191 3.9
X-RN 3.7 383 6.4 222 2.7
14"RN 3.4 417 5.9 242 2.5
10-bRN - 1 6.4 224 -
* RN - resistente natural

-

1) - No alcanz6 a crecer 60 mm o las 465 hrs.

- Lectura o los 60 mm de crecimiento (3a. transf.)
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CUADRO 16, VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE AISLAMIENTOS PROCE-
DENTES DE ZOOSPORAS NO IRRADIADAS CRECIENDO EN
MEDIOS CON Y SIN METALAXYL

Diferencio en
V-8 Agar con Metalaxyl V-8 Agar crecimiento
Colonia mm/dla " Horas m mm/dlo
T7-RN* 10.1 142 14.6 98 .. A4S
43-RN 9.6 150 10.9 132 1.3
21-RN 8.6 166 ’ 6.8 n 1.8
10-aRN 8.2 175 11.5 125 3.3
10-cRN 7.3 197 -4 —-A =
18-RN . 7.1 202 8.6 166 1.5
X-RN - 1) 10.3 139 -
10-bRN - 1) 14.8 , 97 -
14-RN - 1) 6.2 232 -
11-RN - 1) -4 -4 -

& incompleto

* RN - resistente natural

Ll - Lectura a los 60 mm de crecimiento (4a. y 5a. transf.)
1) - No alcanzé a crecer 60 mm
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CUADRO 17. CRECIMIENTO EN V-8 CON Y SIN METALAXYL DE AISLA-
MIENTOS RESISTENTES A METALAXYL INDUCIDOS POR
RADIACION ULTRAVIOLETA

X % Cobertura X % Cobertura

Aislemiento sin metalaxy! con metalaxyl

7+ 77.5 a* 48.1 def
39-1 59.2 be 39.3 ghi

6-vi 64.1 b 37.2 ghif
52-1 60.4 bcv 36.8 ghif

61X 50.0 de 26.5 kim

6-vii 32.6 ifk 20.8 Imno

6-vil 39.3 ghi 18.0 no
lb-l 42.0 fgh ‘ 16.8 nop
22-1 19.1 mno 14.0 opq

X 16.0 nop 8.1 qr
6554 (cepa 80.0 a 0.8 r

original)

* | os tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes
de acuerdo con lo prueba de Tukey (o = 0.05),
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Fig.

g El aislamiento 7-1, procedente del tratamiento irradiado, fue
uno de los que mayor tasa de crecimiento presenté desarrolln-
dose en medio con metalaxyl. Después de 12 transferencias en
metalaxyl se observa poco efecto inhibitorio del mismo hacia di-
cho agislamiento resistente.

Fig.
15-En contraste con 1a ilustracion superior, la cepa original 6554

expuesta a metalaxy! por primera ocasién y no sometida a trata-
miento previo se observa inhibida en su crecimiento.
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CUADRO 18. CRECIMIENTO EN V-8 CON Y SIN METALAXYL DE AISLA-
MIENTOS CON RESISTENCIA NATURAL A METALAXYL

X % Cobertura X % Cobertura
Aislomiento sin metalaxy! con metalaxyl
43= RN 53.6 cd* 33.3 ifk
10- RN 48.1  def 3.3 ik
17 - RN 48.0 def 28.0 kil
21-RN 4.0 efg 26.0 kim
10-GRN 41.2  fgh 23.0 _ imn
IU-bRNi 36.0 hij 21.0 Imno
18- RN © 6.0 nop 10.0 Pq
11-RN 17.0 nop 10.0 Pq
14- RN 18.0 no "9.3 Pq

* Los tratamientos con la misma letra no son significativomente diferen-
tes de acuerdo con la prueba de Tukey (a = 0.05).




CUADRO 19, ESTABILIDAD DEL AISLAMIENTO 7-1 CON RESISTENCIA A
METALAXYL INDUCIDA POR RADIACION ULTRAVIOLETA

7a. transferencia Crecimiento

Aislomiento Transferencio cultivado en: miceliar X

7-1 6a. en V-8 V-8 con metalaxyl 24.8 d

7-1 6a. en V-8 V-8 sin metalaxy! 75.6 b

7-1 6a. en metalaxyl V-8 con metaloxyl 34.3 ¢

7-1 6a. en metalaxyl V-8 sin metalaxyl 72.8 b
6554 (cepa
originai] 6a. en V-8 V-8 con metalaxyl 2.9 e
6554 (cepa . .
original) 6a. en V-8 V-8 sin metolaxy! 88.2 a

* [os tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes
de acuerdo a la pruebo de Tukey ( « = 0.05).
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CUADRO 20. ESPORULACION ¥ TASA DE CRECIMIENTO DE AISLAMIEN-
TOS RESISTENTES DE P. capaicil. AMETALAXYL

Tasa de
Tratamiento® Esporangios/mil Crecimiento
R. I 94222 o N
39-1 v-8
R. N. 61500 b ’ R
21 V-6 + M
R. I . 65722 bc R
39-1 V-0 + M
R. N, 48056 ¢ : R
21 V-8
R. 1 22278 d R
6-VI V-8
Testigo 21500 d N
6554
V-8
R. 1. ) 17833 d R
6-VI V-8 + M

* R.l. = resistente inducida por irradiacién con luz ultrevioleta
R.N.= resistente natural, no fue irradiada con U.V.
M = metalaxyl
N = normal
R = répido



CUADRO 21. MORFOLOGIA DE COLONIAS CON RESISTENCIA INDUCIDA A METALAXYL

V-8 AGAR CON METALAXYL

V-8 AGAR

Alslamiento Colonia Colonia
Num. Bordes Forma Hicelio Bordes Forma — Wicelio_
6-viI Irrequlares Estrioda radiol Aterciopelado; Irregulares  Radiol Aterciopelado
no_cbundante no abundaonte
6-1X Irregulares Estrellada, ga-  Aterciopelado; Irrequlares  Estrellada Aterciopelado;
fos aiargados no abundante difusa més abundan-
radial mébs concen. que con me-
ol centro telaxyl
§-vili Muy irrequlares Arrosetade de-  Aterciopelado; Irrequlares  Arrosetada  Aterciopelado;
lobulosos (de finida escaso en - menos defi- escaso en II-
abenico) irregular mites; més nidao que mites; mbs
concen. al con meta- concen. al
centro laxyl ceniro
52-1 Irregulares Estrellada go- Aterciopelada; Irregulares  Estrellada Algodonoso;
jos iargos escoso en - difusa mds concen.
radial mites; més en Imites y
concen. al centro de lo
centro caja
22-1 + regulares Estreliodo di- Aterclopelado; Irregulares  Estrellada Aterciopelado;
~ definidos fusa escaso en I- difusa no abundante
- radial mites; més radial
algunos redios concen, al . algunos ra-
més marcados centro dios mds
marcados
39+ Irregulares Roseta cerrade Aterciopelado; Irregulares  Roseto di- Aterciopelado;
definida més concen. fusa radial  mds abundante
radial en ondas y que con meta-
al centro laxyl

09



Cuadro 21 (cont.}

V-8 AGAR CON METALAXYL

V-8 AGAR

Aislamiento

Colonia

Colonia

Num, Bordes ~ Forma WMicelio Bordes Forma Micello
7-1 Irregulares Estrellada con Aterciopelado; Irregulares  Estreliada Aterciopelado;
gajos difusos algodonoso, con gajos algodonoso
radiol mds concen. difusos mébs concen.
en portes radial en partes;mis
algodon. que
con metalaxy!
10-t Irreguiares Estreliada ahu-  Aplanado ater Irreguiares  Estrellada Aplanado
sada, husos ciopelado ohusada, Aterciop.
cortos husos cor-
radial tos
radial
6-X Muy irregulares  Lisa Aterciopelado; Irregulares  Lisa Aterciopelado;
irregular més concen. al irrequlor  més concen.d
centro y escoso centro y esca
en limites 30 _en lmites
6-vi Irrequiares Estrelloda di- Aterciopelado; Irrequlores  Estrellada Algodonoso;
fusa algod, més rodial més concen.
concen. ol cen al centro y
tro y escoso en Iimites
. en Iimites
6554 Irreguiares No se alcanza Aplanado Irregulares  Estreliada Algodonoso;
Testigo a observar bien aterciopelado difusa al-~ concen. en
{sin irra- radial escaso god, radial  partes
diar] muy pequeiig .

19



Figs.
16 y 17.

Aislamientos resistentes procedentes del tratamiento irra-
diado (resistentes inducidos Rl). Todos se encuentran
entre la 9a, y 12a, transferencia; la fotografia superior
corresponde a los aislamientos creciendo en metalaxy!l y
la inferior a los mismos aislamientos en el mismo orden
pero crecfendo en medio V-8 solamente. Se observa en
general efecto inhibitorio en crecimiento por metalaxy! en
todos los aislamientos. -Las formas de la colonia varian en-

tre arrosetadas, lisas y algodonosas.



CUADRO 22. MORFOLOGIA DE COLONIAS CON RESISTENCIA NATURAL A METALAXYL

V-§ AGAR CON METALAXYL V-8 AGAR
Alsiamiento Colonia Colonia
Nam, “Bordes Forma “Micelio Bordes Forma —_ Micelio
10-b + Regulares Lisa algodonosa  Aterciopelado; + Regulares  Lisa algodo- Algodonoso;
RN - radial ifmites. algod. nosa profuso
centro no abund. radial aéreo
difuso
10-0 {rregulares Arrosetada de-  Aterciopelado; trrequlares  Arrosetada  Algodonaso;
RN finida y cerro-  oplanado cerrada no  al centro ater
do tan definido ciopelado en
como con me Iimites
talaxyl
11-RN + Regulares Lisa Aterciopelodo; + Regulares Lisa Aterciopelado
radigl més concen, radial mds concen.
al centro y ol centro y
escaso en - escaso en -
mites mites
43-RN Irregulares Arrosetado de-  Aterciopelado; Irregulares  Arrosetada  Aterciopelado
finida cerrada mdés concen. al - definida algodon. mic.
radial centro.aplanado rodial més concen.
al_centro
14-RN Irregulares Roseta difusa Aterciopelado; Irregulares  Roseto di- Aterciopelado
cerrada aplanado més fusa abierta apianado Imi
radial concentrado radial tes, concen.
al _centro al centro
21-RN Irregulares Arrosetado, de- Aterciopelado; Irregulares  Roseta difu- Aterciopelado
finida aplanado y més - sa mdés concen.
concen, al centro radial ol centro

£9



Cuadro 22 (cont.) -

V-8 AGAR CON METALAXYL V-8 AGAR
Alslamiento Colonia Colonia
Nam, Bordes Forma Miceflo “Bordes Forma “Wicelio
10-cRN Irregulares Estrellada achu-  Aterciopelado; Irregulares  Estrellada Aterciopelodo
. sada gajos lar-  aplanado més chusada ga  aplanado més
gos concen. al jos largos concen. al
radial centro radial centro
17-RN Irregulares Roseta cerrada  Aterciopelado Irregulares  Roseta cerra Aterciopelado
definida aplanado més da definida~ algod. mds
radial concen. al més olgod.  concen. en
centro que con me- ondas
talaxyl; rodial
18-RN Muy irrequia-  Granulosa irreg. Aterciopelado Irregulares  Lisa con ol- Aterciopelado
res con fisu- con entradas de aplanado uni- gunos gajos  mic. mds con-
ras o entradas los Ifmites hacie forme muy sen alargados centrado al
el centro slble al meta- centro

laxyl

TR



Figs.
18 y 18.

Aislamientos resitentes procedentes del tratamiento no irra
diado (resistentes naturales RN). La fotografia superior
corresponde a los aislamientos creciendo en metalaxyl y la
inferior en medio V-8 agar. Hay inhibicién en crecimiento
por efecto del metalaxy! en todos los aislamientos, aunque
en este caso dicha inhibicion en general es mds marcada
que en los aislamientos irradiados. La morfologia de las co
fonias varia entre arrosetado, lisas v algodonosas.
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CUADRO 23. INOCULACION DE CHILE (Capsicum anmmuum L.) VARIEDA-
DES EARLY JALAPERO Y SERRANO CON AISLAMIENTOS
RESISTENTES A METALAXYL, PROCEDENTES DE LA CE-
PA ORIGINAL 6554

Nam. de .
Aislomiento Early Jalaperio Serrano
6554 /11 10/11

-1 5/5 5/5

6-vii 0/5 5/5

10-1 1/5 4/5

22-1 0/5 3/5

6-Vi 415 - 4/5

39-4 1/5 2/5

6-X 015 ' ol5

52-1 5/5 5/5

6-1X 2/5 4/5

6-vii 175 0/5

14-RN - 0/5 0/5

16-RN 0/5 3/5

21~RN 3/5 3/5

11-RN 1/5 0/5

43-RN 3/5 5/5

17-RN 3/5 5/5

10-bRN /5 0/5

10-cRN ! /5 5/5

10-aRN 5/5 5/5

* Num. de plontas con lesién
** NGm. de plontas inoculadas



CUADRO 24. INOCULACION DE CHILE { Capaicum annuum L.) VARIEDAD
EARLY JALAPERO, POR AISLAMIENTOS ATENUADQS DE
Phytophthora capsici L.

NGm. de hojas_con lesibn®
Nam. de aislamiento NGm. dé hojas inoculadas

6-vili 3/4

22-1 0/4

6=X 0/4

RN o

18-RN 214

11-RN 0/4

10-bRN 0/4

6554 (original) i 7/8
Testigo

* Lecturas tomodas al quinto dia
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V. DISCUSION

De acuerdo con los resultados, se obtuvo una amplia variacién en
cuanto ol grado de esporulacién de los diferentes cepas. Lo anterior
_concuerda con lo reportado por Brasier (1967 y 7969). y por Ribeiro et
al., 1976, quienes mencionan que la abundancia de esporanglos, ya
seo en substrato sélido o Hquido, varfa de acuerdo con la especie y atn
entre aislamientos de lo misma especie. Considerando el amplio intervalo
de variacién observedo en las cepas de P. capsiei en este trabajo, se
tienen grupos de comportamiento contrastante los cuales pudieran mante

nerse constantes bajo las condiciones en las que se realizé el mismo,

El fenémeno de auto-repuisién, descrito por Galindo y Zentmyer,
1967, se presentb en todas las cepas probudas; sin embargo, el fenbme
no de auto-estimulacién no fue detectado en este estudio. Se presenté
. variacién en cuanto al grado de aulo-répulslén de las diferentes cepas;
obteniéndose cepas contrastantes en cuanto ¢ la intensidad de dicho fe-
némeno, como fue el caso de la cepa 6554 que presentb auté-repulsién
marcada y de la cepa 6563 en la cual este fendémeno prdcticamente no se

expresé,

En trabajos onteriores Redondo, 1974, probé la patogenicidad de
las cepas 6522; 6557; 6552, 6558; 6518; 6551; 6554 y 6553 para diferen~
tes estirpes de chile. Comparando el grado de agresividad de las cepas
anteriormente mencionadas con los resultados obtenidos en este trabajo,

se observé que las cepas 6522, 6518 y 6558 infectaron un alto porcentaje
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de plantas de chile mulato V-2 lo cual no sucedib con las cepas 6553 y
6557 que estén reportadas como patégenos y que en el presente trabajo
infectaron solamente un 0 y 15% de plantas respectivamente. Los cepas
6551 y 6552 mantuvieron su nivel de agresividad; la cepa 6554 reporta-
do como poco agresiva tuvo un aumento aparente en ésta. En la litera-
tura se ha reconocido que la variacién en patogenicidad entre aislamien~
tos de una especie ocurre desde hace tiempo y que las transferencias se
riadas de unae cepa pueden resulitar en pérdida de virulencia (Caten
1871; Erwin 1866; Jeffrey et al ., 1962); e incluso puede variar el tipo
de raza patogénica o el grado de agresividad. Por otra parte, dicha di-
ferencia en patogenicidad pudiera deberse a la variacién genética entre
los plantas, lo cual ha impedido precisar razas por no contar con plan-
tas que tengan un genotipo bien definido (Galindo 1960; Redondo 1874).
El largo tiempo que las cepas se mentuvieron en aceite, o las transferen
cias sucesivas que se hicieron para la conservacién de éstas pudieron
haber sido posibles causas que influyeron en la veoriacién de la patogeni
cidad. Por otro lado, se observé que hubo cierta constancia en patogeni
cidad cuando se inocularon plantas provenientes de semilla de una sola
planta de chile mulato V-2; aunque estd reportado que este chile es una
variedad susceptible (Galindo, 1962) se observaron diferencias marcadas
entre cepas agresivas, medignamente agresivas y no patogénicas. Proba-
blemente el hecho de inocular plantas provenientes de un solo progenitor
ayudd o tener menor variocién en las mismas y de esta manera se obtu-
vieron resultados mds constantes en cuanto @ la patogenicided de las di

ferentes cepas al chile mulato V-2.

La patogenicidod o la agresividod de una cepa podrla considerarse

come informacién complementaria para su caracterizacién, perono depender
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de ésta paro diferenciar claremente una cepa de otra, yo que puede pre
sentarse variacién y no ser un carécter estoble y definido. Se ha encon
trado en trabajos anteriores que la potogenicidad o chile no se conside-
ra ser un criterio taxonbmico adecuado (Tucker, 1931; Satour y Butler,

1968},

Con relacibn al efecto del verde molaquitc (VM) en las diferentes
cepas, se presentd sensibilidad contrastante o esta substoncia, como fue
la cepo 6551 que tuvo 0% de inhibicién de crecimiento de micelio y lo ce
po 6557 con B84.4%, algunos cepas mostroron Imites regulares por efecto
de esto substancia. En trabajos de Galindo y Zentmyer, 1967 , se ho re
portado el fendmeno de los mérgenes regulares de la colonio como res-
puesta al (VM)}, utilizando esta caracteristica como marcador genético en

cepas de P. dprechsleri.

En lo referente g la estabilidad de la resistencic ol metalaxyl del
oislamiento 7-1, resistente inducido, ésta se vié afectada por lo serie de
transferencias del mismo a medio V-8 agar sin fungicida. Al ser nueva-

. mente sometido of medio conteniendo fungicida, dicho oislamiento presen
16 menor tosa de crecimiento con respecto a aquél que se hablo manteni
do creciendo con el fungicida. Por otro lado, tembién se ha reportado
en trabajos de Bruin y Edgington, 1981, que los aislamientos de P.
capsici pueden variar en su nivel de resistencia inicial ai fungicida sl
son transferidos sucesivamente o medio V-8 agor sin el fungicida y que
esto variacién se expresa como la pérdide porcial o totol de la resisten-
cig al fungicida. De scuerdo con la onterior hipbtesis los aislamientos
mutantes requieren de un perfodo de tiempo poro estabilizarse y la va-

riocibn en el comportamiento de los aislomientos pudiera reflejar diferentes
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Ifneas evolutivas que siguen los mutantes. En Phytophthora capsiei y en
varias especles de Pythium se ha reportado un fenémeno similar, abte-
niéndose que después de una serie de transferencias, algunas de les ce
pas perdieron su resistencia parcial o complets ol fungicide (Bruin y
Edgington, 1982). Asimismo, se observd que el aislamiento 7-1 presenté
un crecimiento mds lento en medio V-8 agor sin metalaxy! con relacién
a la cepa originol; esto coincide con los resultados de Bruin y Edgington,
1981, = quienes obtuvieron cepas de P. capaici con resistencia adquiri-
da al fungicida, las cuales presentaron un crecimiento 30-40% menor al

-de la cepa progenitora.

En cuanto al efecto del metalaxyl y de la irradiacién en la germi-
nacién y formacién de colonias del hongo, el fungicida no tuvo efecto en
la germinacién de las zoosporas, pues no hubo diferencias significativas
entre el testigo y el tratado con metaloxyl; esto va de acuerdo con lo
consignada en lo que respecta al modo de accién del metalaxyl, el cual
no interviene en las etapas iniciales de lnfeccid'n como son fa liberacién
de las zoosporas del esporangio, la germinacién de las zoosporas y la
penetracién inicial. Su efecto repercute en el crecimiento micelial, inhibe
la formacién de haustorios secundarios, formacin de lesiones y esporu-

lacién.

Ung caracteristica que permitid diferencior algunos aislamientos

I irradiados de los no lrradiodos fue su tasa de crecimiento; pues los que
mayor velocidad de crecimiento presentaron provenfan de los irradiados.
Los aislamlentos procedentes de zoosporas no irradiodos parece ser que
fueron perdiendo sensibilidad al fungicida después de transferencias su

cesivas en medio con metalaxyl, adquiriendo resistencia por adaptacién
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‘

al mismo, Esto concuerda con lo observado por Bruin y Edgington, 1981,
_quienes obtuvieron 3 adislamientos de P, capsici que adquirieron resisten

cia ql fungicida por exposicién sucesiva ol medio V-8 con metalaxyl.

En lo que respecta a lo patogenicidod de cepas resistentes, en el
trabajo de Bruin y Edgington,. 1981, se encontrd que los cepas de P.
eapsiei resistentes of fungicida por adaptacién siguieron siendo muy pa-
tégenas a chile: esto concuerda con lo observado en este trabajo para
fos oislamientos 7-1; 10-1; 6-Vi; 39-1; 52-1; 6-1X; 21-RN: 43-RN; 17-RN;
10-cRN y 10-aRN los cugies fueron patégenos tanto para chile early jala
pefio como pora serrano. También se presenté el caso de que algunos
oislomientos fueron patégenos sélo ¢ una variedad de chile, como fue el
c@so de los aislamientos 6-VIl y 11-RN que fueron patégenos a chile jo-
laperio, o de los que fueron Gnicamente patégenos a chile serrano como
el 6-VIIl; 6-VII; 18-RN y hubo algunos cosos como en los aisfomientos
6-X; 14-RN; 10-bRN 'y 11-RN que no fueron patbgenos a ninguna de
las dos variedades probadas. Lo anterior coincide con lo encontrado por
Joseph y Coffey, 1984, quienes detectaron gislamientos mutantes resis-
tentes a metalaxyl que perdieron en cierto grado o completamente la pa-

togenicidad.

En general, y pora los propdésitos que sc realizé este trabajo, se.
puede decir que en las diferentes pruebas llevadas a cabo se detectaron
cepas que mostraron diferencias notables en cuanto a un cordcter encon
tréndose en los extremos; ounque por otro parte, siempre se presenté

un espectro de variacibn notural entre los diferentes aislamientos.

En investigaciones futuros en donde se requiera contar con marca

dores, pudiera ser que conviniera seleccionar cepas que diverjan - - -



notablemente en su comportamiento con relacién a alguna de las caracte

risticas evaluadas en este trabajo.

En lo referente a los aislamientos obtenidos después de irradiacién
de 2o00sporas, aparentemente el efecto de ésta se dejb ver en la tasa de
crecimiento Inicial, la cual fue mayor en los irradiados, pero al aumentar
el nimero de transferencias en ambos tipos de aislamientos (irradiados y
no irradiados), esta diferencia notable al principio, tendié a desaparecer
en algunos, posiblemente debido a una adaptacién of fungicida. También
en lo que respecto o patogenicidad, no se detecté un patrén definido
en cuonto a los aislamientos irradiados y no irradiados: por lo tanto, se
rfa conveniente evaluar otras caracter/.;ticas ademds de resistencia o me-
talaxyl y patogenicidad para poder tener evidencios mds cloras con rele

cién a una posible mutacién producide por luz ultravicleta (UV}.
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Vi. CONCLUSIONES

- Se detectaren cepas que presentaron un comportamiento
contrastante en las sigulentes pruebas efectuados: espo
rulacién, patogenicidad, sensibilidad ol verde malaquita

(VM] y reaccién de outo-repulsién.

- El verde de malaquita (VM) interfiere con el crecimiento
de micello en la mayoria de las cepas, sin embargo, no

tuvo efecto en la cepa 6551.

- Todas las cepas presentaron €l fenémeno de auto-repulsion.

De todas las cepas probadas, sélo la 6553 no fue patbégena
a ninguna de las variedades de chile utilizadas (early ja-

lapefio, serrano y V-2).

- Se indujo resistencia a metalaxyl por irradiacién ultravio-

leta (VM).

- Existe resistencio natural al metaloxyl en la cepa 6554 de
Phytophthora capsiei L.

- La resistencig inducida por irradiacién (UV) fue mds mar-
cada que la natural.

- EI metaloxyl no tuve efecto en la germinacién de las zoospo
ras, sin embargo, inhibié el crecimiento de micelio en la ma

yorfa de las colonias,
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~ La sensibilidad a metalaxyl del aislamiento irradiado 7-{
aumentd después de 6 transferencias en medio V-8 sin

el fungicida.

- El patrén de patogenicidad entre aislomientos irradiados
y no irradiados no es constante ni diferencial, sin em-

bargo, se detectaron aislamientos no patogénicos o con

patogenicidad atenuado con relacién o lo cepa original

6554.
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