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ABREVIATURAS
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CHI Chalcona isomerasa

CHS Chalcona sintasa

CIAD Centro de Investigacion en alimentacion y Desarrollo A.C.

CM-334 Criollo de Morelos 334

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ha Hectarea

HRGP Del inglés Hidroxyproline-rich glycoproteins o proteinas ricas en
hidroxiprolina

ISR Del inglés Induced systemic resistance o resistencia sistémica
inducida

ITS Del inglés Internal transcribed spacer o espacio transcrito interno
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m Metros
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RFLP Del inglés Restriction fragment Ilength polymorphism o
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RPM Revoluciones por minuto

SA Del inglés Salicylic Acid o Acido salicilico

SAR Del inglés Systemic adquired resistance o Resistencia sistémica
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INTRODUCCION

En México la produccidon de chile es una actividad muy importante, representa mas
del 30% de la superficie horticola nacional®. Este cultivo presenta gran diversidad
de problemas fitosanitarios, dentro de los cuales el mayor lo constituyen las
enfermedades causadas por el Oomyceto Phytophthora capsici, lo que es un
problema grave para los productores de esta hortaliza al causar una baja

productividad en su cosecha®®°.

Se ha reportado la presencia de este fitopatégeno en el norte-centro del pais, en los
estados de Zacatecas, Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro, Morelos y Estado de
México, al sur del estado de Chihuahua mostré un gran dafio en contra del chile tipo
jalapefio y en el estado de Oaxaca ha tenido incidencia sobre cultivos de “chile de

agua“t.

Debido a la fisiologia de los Oomycetos, la mayoria de los fungicidas no tienen efecto
sobre ellos, ademas de presentar una extraordinaria flexibilidad genética que les
permite rapidamente adaptarse y desarrollar resistencia a fungicidas. Por esta razén
obtener plantas resistentes e identificar el gen que le brinda esa caracteristica es de

gran importancia, ya que esto permitiria controlar a este parasito?.

Syngenta Agro. S.A. de C.V. dentro de su programa de mejora genética, cruzo chiles
que presentan 100% de resistencia (homocigotas), con variedades no resistentes
(heterocigotos), para poder evaluar en la presente tesis la resistencia de la progenie

ante este fitopatogeno.




MARCO TEORICO

El buen desarrollo de las plantas cultivadas es de particular interés para aquellos
que estan relacionados de manera directa con su reproduccion, crecimiento,

produccion y distribucion de sus productos.

El crecimiento y el rendimiento de las plantas dependen de la disponibilidad del agua
y de los nutrientes del suelo donde se desarrollen y del mantenimiento, dentro de
ciertos limites, de algunos factores del ambiente como la temperatura, la luz y la
humedad. Dependen también de la protecciéon que tengan contra el ataque de los
patégenos. Es muy probable que todo lo que afecta la salud de las plantas influye
en su crecimiento y produccion, lo cual disminuye de manera notable su utilidad
para la humanidad. Las causas mas comunes del crecimiento deficiente de las
plantas y de la destruccidon de cosechas son los hongos fitopatdgenos, el clima

desfavorable, las malezas o insectos®.

Fitopatologia

Su meta es ayudar a los agricultores a salvar las cosechas que, en la actualidad,

son destruidas por enfermedades>®.

Por lo que esta ciencia se encarga del estudio de los organismos y las condiciones
ambientales que ocasionan padecimientos en plantas, como los procesos mediante
los cuales esos factores originan enfermedades. Asimismo las interacciones que se
forman entre los agentes que provocan la enfermedad y la planta enferma,
estableciendo métodos para prevenirlos, disminuir el dafio que ocasionan o para

controlarlas antes o después de que se desarrollen en las plantas®.




Esta ciencia utiliza las técnicas basicas y los conocimientos de la botanica, micologia,
bacteriologia, virologia, hematologia, anatomia vegetal, fisiologia vegetal, quimica,
entre otras, para aumentar el conocimiento acerca de las causas y progreso de

diversas patologias en plantas, desarrollando métodos de control.

Dentro de la fitopatologia, la genética se ha convertido en una herramienta
fundamental, al ser una alternativa prometedora para el control de enfermedades,
mediante la induccién de mecanismos de defensa en plantas®, a través de genes

resistentes al patégeno.

Esto mediante la busqueda de variedades que poseen en sus alelos el gen de
resistencia, definiendo la resistencia como la habilidad del hospedante para reducir
o impedir el desarrollo del patégeno'?. Generando plantas tolerantes o con alto
grado de resistencia ante un fitopatégeno en especifico, para ser utilizados como
progenitores en programas de mejoramiento!®, donde el objetivo en estos es la
obtencién de altos niveles de resistencia, pero a la vez mantener las caracteristicas
agrondmicas del cultivo, las cuales son necesarias por las preferencias de los

consumidoresto,

Interaccion planta-patégeno

Para infectar a la planta los patégenos necesitan encontrar un hospedante, una vez
que llegan a él, es necesario que estos se adhieran a la superficie de la planta, para
después penetrar primariamente las barreras externas, formadas por la cuticula y

paredes celulares®?'’,

La penetracion e infeccion de un patégeno sobre su hospedero al parecer se logra
parcial o totalmente mediante una fuerza mecanica que ejercen algunos de ellos

sobre la pared celular de las plantas. Estos mecanismos se han encontrado por lo




general en algunos hongos, plantas superiores parasitas y los nematodos los cuales

aplican una presiéon de tipo mecéanico.

En los hongos y particularmente los Oomycetos aunque por lo general sus hifas
estan rodeadas por sustancias mucilaginosas, su fijacion a la planta al parecer se
realiza principalmente por las fuerzas intermoleculares que se producen entre la
superficie de la planta y el patégeno cuando se unen estrechamente. Una vez que
han entrado en contacto, el didmetro de la porcidon de la hifa que entra en contacto
con la superficie del hospedero se incrementa, forma una estructura aplanada y en
forma de bulbo que se denomina "apresorio". Esta estructura hace que aumente
la zona de unidon entre los dos organismos y permite que el patdégeno se fije con
mayor firmeza a la planta. A partir del apresorio se forma un punto delgado de
crecimiento denominado "punto de penetracion” que se desarrolla en direccién de

la cuticula y la pared celular, atravesandolas®.

Entrando a la célula, es habitual que se secreten cantidades crecientes de enzimas
que posiblemente ablandan o disuelven la pared celular del hospedero, lo cual

permite que el patégeno ingrese con mayor facilidad en este ultimo®.

Las plantas, al encontrarse con estos elementos de invasion, han desarrollado
mecanismos que le permiten defenderse de éstos mediante un complejo sistema
que incluye mdualtiples niveles de proteccion. Esta proteccion puede ser fisica o

quimica y constitutiva o inducida3.

Mientras que las relaciones con microorganismos fitopatégenos se les denomina
incompatible o compatible dependiendo del éxito de la infecciéon. En las primeras, la
planta bloquea al patégeno inmediatamente después de su reconocimiento evitando
la infeccion; mientras que en las segundas el microorganismo suprime o retrasa el

reconocimiento de éste por la planta permitiendo la infeccion (Imagen 1)3.




Imagen 1: Modelo que ilustra la compatibilidad o incompatibilidad de las interacciones planta-
patogeno, el cual depende tanto del genotipo de la planta como del patégeno. A) Relacién
incompatible para el patégeno: La planta reconoce por su receptor al fitopatégeno, provocando una
respuesta en contra del mismo. B) Relacion compatible para el fitopatéogeno: El receptor de la planta

no reconoce al fitopatégeno, logrando la infeccién en la planta.

De los principales mecanismos de defensa del ataque de los fitopatégenos
esencialmente es quimico, como ejemplo tenemos las saponinas que dan proteccion

constitutiva, las fitoalexinas y quitinasas que son inducidas3-517.

Mecanismos de defensa quimica

La interaccidn entre un patdégeno particular y una especie de planta es especifica e
invariable, una vez que el patégeno ha sido reconocido por las moléculas efectoras,
generales o especificas se activan una serie de mecanismos de defensa mediante

cascadas de sefales que aun no han sido completamente caracterizadas.

Los mecanismos de defensa, que son inducidos como consecuencia del
reconocimiento, son los responsables de la resistencia, actuando muchas veces en

conjunto para detener el avance del patégeno. Estos mecanismos incluyen la muerte




celular por reaccion hipersensible, la acumulacion de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana, la acumulacion de enzimas hidroliticas y la deposicion de

sustancias de refuerzo que evitan el avance del patégeno, entre otros3->.

Reaccion hipersensible

Muchas veces ocurre una alteracion en el metabolismo de la planta que se manifiesta
con la aparicion de lesiones locales necroéticas en el sitio mismo de infeccidon. Estas
lesiones son el resultado de una PCD o reaccidn hipersensible. La reaccion
hipersensible ademas esta asociada a la expresion simultdnea o paralela de otros
mecanismos de defensa, incluyendo la acumulacién de fitoalexinas, deposiciéon de
lignina, suberina y proteinas ricas en hidroxiprolina; y con la produccién y
acumulacion de altas cantidades de proteinas relacionadas con la patogénesis o
proteinas PR, que se asocian con el fendbmeno de SAR. A pesar de que PCD es un
mecanismo sumamente efectivo que produce una reaccion de resistencia casi
absoluta, aun no existe consenso que defina si la PCD es directamente responsable
de la resistencia, al privar de tejido vivo y nutrimentos al patdbgeno, o si mas bien
su acciébn esta basada en la acumulacion de compuestos dafiinos que
simultaneamente matan al patégeno y a las células hospedantes como agentes
altamente oxidantes llamados AOS, tales como el superéxido (O2°) y el perdxido de
hidrégeno (H202). Sin embargo, cada vez existe mas evidencia de que el proceso de

PCD ocurre como resultado de una necrosis controlada.

La reaccion hipersensible parece ocurrir como un programa suicida activo y
organizado, y no como consecuencia de un colapso celular pasivo producido por el
ataque del patdégeno o por toxinas derivadas de éste. La generacion de la PCD esta
relacionada mediante sefiales con la activacion y coordinacion de los otros

mecanismos de defensa. Se ha demostrado que el H202 tiene ademas una funcién




como sefal difundible implicada en la induccion de otros mecanismos de

defensas->17,

Produccion de fitoalexinas

Las fitoalexinas se definieron originalmente como metabolitos secundarios de bajo
peso molecular, con propiedades antimicrobianas que se producen y acumulan en
plantas expuestas a microorganismos. Estos compuestos normalmente se
encuentran en niveles basales muy bajos en las plantas sanas pero su acumulacion
se incrementa dramaticamente después del ataque de un patdégeno. Las fitoalexinas
se acumulan en grandes cantidades tanto en el sitio de penetracién como en las
células y tejidos adyacentes a las células que reaccionan con la PCD. Entre las
fitoalexinas méas estudiadas se encuentran aquellas derivadas del metabolismo de
los fenil propanoides que tienen como base el aminoacido fenilalanina (Imagen
2)317,

Imagen 2: Via biosintética de las fitoalexinas iniciAndose a partir del amino acido fenilalanina. Los

sitios mas importantes de regulacién se indican con la enzima correspondiente: PhAL; CHS; CHI.
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La mayoria de las fitoalexinas conocidas actian como toxinas a los hongos
fitopatdogenos inhibiendo su desarrollo, pero algunas también son toxicas a

bacterias, nematodos y otros organismos patégenos.

Algunas de las fitoalexinas mejor estudiadas incluyen a la faseolina y a la cievitona
en el frijol, la pisatina en el chicharo, la gliceolina en la soya, alfalfa y trébol, la

rishitina en la papa, el gosipol en el algodén y el capsidiol en el chile3517,

La produccion de fitoalexinas se ha correlacionado con la resistencia a patégenos y
se asocia con la induccién de una serie de genes que codifican para enzimas

especificas responsables de su sintesis. Entre ellas PhAL, CHS y CHIL".

Formacion de barreras estructurales

Uno de los mecanismos de defensa mas evidentes es la producciéon y deposicion de
sustancias que actuan como barreras fisicas evitando el avance de patdégenos. La
lignificaciobn puede ser una caracteristica constitutiva en algunas especies pero
también puede ocurrir como un proceso de refuerzo de los tejidos cuando estan
sujetos a dafo fisico. La acumulacién de lignina en grandes cantidades puede ocurrir
de forma localizada en los tejidos atacados por patdégenos. La lignina se produce por
la unién enzimatica de unidades de fenilpropanoides formando largos polimeros que
confieren impermeabilidad y resistencia mecanica; ademas, la lignina es resistente

a la degradacion producida por muchos patégenos.

La sintesis de otras enzimas, como CAD y algunas peroxidasas, también ocurre
durante la activacion de la defensa contra los patogenos. Ciertas peroxidasas son
encargadas de la polimerizacion de las unidades de fenilpropanoides que da lugar a

la lignina.
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Aparte del proceso de lignificacion, las plantas producen y depositan otras sustancias
que previenen el avance de ciertos patdégenos. Entre ellas se puede mencionar las
HRGP, las cuales se acumulan alrededor de los sitios de ataque del patégeno
evitando su penetracion. Otro mecanismo estructural de defensa es la formacion de
papilas. La papila es una estructura de resistencia que se produce por modificaciones
de las células de la epidermis. Las papilas estan compuestas principalmente de
calosa (B-1,3-glucano) y se asocian a la resistencia porque evitan la penetraciéon de

los hongos?'”’.

Proteinas relacionadas con la patogénesis

Estas proteinas también llamadas proteinas PR, son un grupo variable que se

acumulan en las plantas después y durante la infeccion con patégenos.

Algunas de las proteinas PR poseen actividades definidas tal como las PR-2 (B-1,3-
glucanasas) y PR-3 (quitinasas). Esto sugiere que la alta expresion de las glucanasas
y las quitinasas durante la patogénesis tiene una funcién importante en la defensa

contra patégenos que contienen B-1,3-glucano y quitinal’.

La resistencia sistémica

La inoculacioén localizada con patégenos virulentos y avirulentos capaces de producir
lesiones necroéticas puede resultar en la induccion local o sistémica de resistencia.
En ambos fendmenos, la planta muestra resistencia local o sistémica a un ataque
subsecuente del patdégeno. SAR es una respuesta de defensa activa, de amplio
espectro que se asocia a una alta expresion de genes PR. En la mayoria de los casos,
SAR es igualmente efectiva contra hongos, bacterias, virus 0 nematodos,
independientemente del organismo inductor. La manifestacion de SAR de manera

sistémica en la planta implica la existencia de algun sistema de sefales capaces de

12



transmitirse a través de los tejidos. Las investigaciones realizadas indican que SA
es la molécula que ha mostrado mayores evidencias de estar involucrada en las vias
de SAR. De esta forma, la induccion de SAR generalmente se correlaciona con

incrementos en la acumulacion de SA tanto localmente como sistémicamente.

La acumulacion debida a la sintesis de novo de las proteinas PR como parte de los
mecanismos de resistencia inducida, esta estrechamente asociada a la
manifestacion de SAR, que es un fendbmeno de resistencia sistémica de amplio

espectro.

Otro tipo de resistencia sistémica inducida se desarrolla a partir de la colonizaciéon
de las raices de la planta por microorganismos de la rizosfera, particularmente
rizobacterias. Este tipo de resistencia es conocida como ISR y se caracteriza por
estar mediada por vias metabdlicas sensibles al JA y al etileno y ser independiente

de la expresion de los genes PR y SA3:17,

Estudiada la via de defensa de las plantas contra los fitopatdégenos, es de interés en
la presente tesis estudiar el patosistema Capsicum annuum-Phytophthora
capsici, al ser uno de los principales cultivos horticolas en México, y la baja
produccién de este se debe a las plagas y enfermedades que estos adquieren?g,

teniendo este cultivo como principal enemigo al Oomyceto Phytophthora capsici.
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Capsicum sp

El chile (Capsicum sp) pertenece a la familia solanacea, tuvo su centro de origen en
Mesoameérica'®. En México existe desde épocas precolombinas. Se han reportado
datos de su existencia hace 7,000 afios en Tehuacan, Puebla y 5,000 afios en
Ocampo, Tamaulipas. Long (1984) menciona que el chile pudo ser el primer cultivo
domesticado en Mesoameérica, siendo Colén quien lo encontro e introdujo a Espafa.
Pero se menciona que fueron los monjes Jerénimos quienes en realidad lo

introdujeron a Espafa y de alli se propagé a todo el mundo.

El género Capsicum es originario de América, excepto la especie Capsicum
anomalun. Existe la teoria de que éste género se originé en una parte de la region
andina y amazonica de Sudamérica que comprende a Peru, Bolivia y algunas partes

de Argentina y Brasil'?.

De todas las especies de este género, solo cinco son comestibles: C. annuum L. que
es la especie domesticada en Mesoameérica, C. frutescens L. conocidos como tipo
Tabasco, C. pubescens Ruiz & Pav. especie andina que agrupa a los chiles manzano,
C. chinense Jacg. que incluye al habanero y C. baccatum L., perteneciente a los
chiles Sudamericanos del grupo de los ajies'?; y de ellas la mas importante es
Capsicum annum L., al ser mas ampliamente conocida y de mayor importancia por
su amplia distribuciéon mundial'®, siendo México y América Central su centro de
origen. Adicionalmente, en México se localizan Capsicum chinenese Illamado
Habanero, cultivado en la Peninsula de Yucatan; y Capsicum pubescens llamado
“Perén” o “Manzano”, que se cultiva en regiones altas y frias de la Republica
Méxicanal?.

El chile se caracteriza por sus frutos pungentes, se consume como fruto seco,
deshidratado, o procesado en distintos tipos de comidas, sus capsicinoides tienen

uso medicinal y sus frutos maduros son una fuente importante de pigmentos?.
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Importancia econémica

Capsicum es una hortaliza también conocida como aji, pimiento, chiltoma o morrén?
es importante en la historia, tradicion y cultura de México. Es una planta cultivada
en todo el mundo, se ubica entre las siete hortalizas mas cultivadas, con una
produccion mundial estimada en 24 millones de toneladas, por lo que se considera
un condimento de gran importancia econdmica. Los principales paises productores
son China (12.5 millones de toneladas) y México (1.9 millones). Aproximadamente
el 25% de la produccion mexicana se exporta (FAO, 2005). El chile es el noveno
cultivo en importancia en México por su valor de produccion ocupa el decimosexto
lugar por la superficie sembrada. En 2006 se sembraron en México 158,000 ha que

produjeron 2 millones de toneladas?°.

Este género se cultiva en casi todo el pais, puesto que se adapta con facilidad a
diferentes climas y altitudes. Es un cultivo riesgoso que requiere de mucha mano de
obra y conocimientos especializados para obtener una buena produccién. La mayor
parte de la produccidon se concentra en los estados de Sinaloa, Chihuahua, San Luis
Potosi, Tamaulipas, Nayarit y Zacatecas. El mercado mas importante para México
son los Estados Unidos de Norteamérica, ya que a partir del inicio de la década de
los 90 el consumo de chile aumentdé de manera considerable, lo que hizo establecer
anualmente alrededor de 5000 ha en los estados de Texas, California y Nuevo

Méxicol0.

En México el chile se cultiva y utiliza como alimento en la dieta de la mayoria de la
poblacion. Mesoamérica es considerada como uno de los principales centros de
domesticacion del género Capsicum, en particular de la especie C. annuum. La
importancia econdémica de este cultivo es evidente por su distribucién y uso que
tiene en todo el pais. Se cultiva desde el nivel del mar, en las costas del golfo de
México y del océano Pacifico hasta los 2500 m de altitud en la meseta central. Se

pueden diferenciar regiones especializadas en la produccion comercial de ciertos
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tipos de chiles, tales como la region del golfo de México, donde se cultivan serranos
y jalapefios; la del bajio, donde se cultivan chiles anchos mulatos y pasilla. En la
meseta central se producen chile poblano, y en el pacifico norte se cultiva para
exportacion el chile dulce o Bell, Anaheim, caribe, etc. La importancia
socioecondmica del cultivo es innegable, constituye una fuente de empleo para un
gran numero de personas, ya que se utilizan en promedio alrededor de 200 jornales
por ha cosechada, sin contar los que se emplean en su comercializacion e
industrializacion.® 2 El chile se encuentra entre los diez productos horticolas mas
importantes que se comercializan en la central de abastos de la ciudad de México,

siendo el serrano, el jalaperfio y el poblano los de mayor vental® (Tabla 1).

Factores importantes para el desarrollo del cultivo

El crecimiento del chile depende de las condiciones del clima, del suelo y de las
caracteristicas genéticas de las variedades. El desarrollo del chile presenta cuatro

fases de desarrollo y crecimiento durante la estacion de cultivo:

F1 = De la germinacion de la semilla al inicio de la floracién.
F2 = De la floraciéon a la fructificacion.
F3 = De la fructificacion a la madurez del fruto.

F4 = Madurez de fruto o cosecha.

En estas fases se presentan diferentes necesidades nutrimentales y vulnerabilidad
a fitoparasitos, asi como una fructificacion y maduracion diferente en las variedades
del cultivo. Los agentes del medio fisico como la temperatura, la luz y la humedad
son determinantes en el crecimiento y desarrollo de los diversos cultivos de chile.
Indicando ademas que, la temperatura y las condiciones edaficas, principalmente el

estrés hidrico del suelo, influyen en la fisiologia de la planta.
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Tabla 1: Diferentes tipos de chiles nacionales y sus zonas de cultivo. Fuente: SIAP con informacién

de las Delegaciones de la SAGARPA?2¢

TIPOS DE CHILE

Jalapefo

Serrano

IMAGEN

29

30

ESTADOS PRODUCTORES

Baja California, Baja California
Sur, Campeche, Chiapas,
Chihuahua, Colima, Durango,
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Estado de México,
Michoacan, Morelos, Nayarit,
Nuevo Leodn, Oaxaca,
Querétaro, Quintana Roo, San
Luis Potosi, Sinaloa, Sonora,
Tabasco, Tamaulipas,

Veracruz, Yucatan y Zacatecas.

Baja California Sur, Chihuahua,
Coahuila, Colima, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Estado de México, Michoacan,
Morelos, Nayarit, Nuevo Leodn,
Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Quintana Roo, San Luis Potosi,
Sinaloa, Sonora, Tabasco,
Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz

y Zacatecas.

Continua tabla 1
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TIPOS DE CHILE

Habanero

Poblano

Morrén

IMAGEN

31

32

33

ESTADOS PRODUCTORES

Baja California Sur, Campeche,
Chiapas, Chihuahua, Colima,
Jalisco, Michoacan, Nayarit,
Nuevo Ledn, Oaxaca, Quintana
Roo, San Luis Potosi, Sonora,
Tabasco, Tamaulipas,

Veracruz, Yucatan y Zacatecas.

Aguascalientes, Baja California
Sur, Chihuahua, Coahuila,
Colima, Durango, Guanajuato,
Jalisco, Michoacan, Morelos,
Nuevo Ledn, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi,
Sinaloa, Sonora, Tamaulipas,

Veracruz y Yucatan.

Baja California, Baja California
Sur, Jalisco, Morelos, Sinaloa y

Sonora.

Continua tabla 1
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Importancia del manejo fitosanitario del chile

El manejo de problemas fitosanitarios requiere de un diagndéstico de los organismos
que son dafninos a la planta de chile, ya que sin el manejo adecuado se pueden
generar errores al aplicar estrategias de manejo inadecuadas. Otro aspecto a
considerar en el manejo de plagas y enfermedades del chile, es saber el momento
adecuado para aplicar y combinar las diversas estrategias de manejo, para reducir
la aparicion de problemas fitosanitarios en el cultivo. El chile puede verse afectado
como todo cultivo por distintas plagas y enfermedades que en condiciones
favorables pueden afectar de manera significativa la producciéon o destruir por

completo el cultivo como se indica en la tabla 2 y 310.12,

Tabla 2: Principales plagas por insectos del cultivo de chile (Capsicum annuum L)

Insectos Nombre cientifico. Imagen
34
Picudo del chile o barrenillo Anthonomus eugenii
35
Mosca blanca Bemissia tabaci, Trialeurode
vaporarioum

Continua tabla 2
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Insectos

Gusano soldado

Trips

Pulgones

Nombre cientifico.

Spodoptera exigua

Frankliniella occidentalis

Aphis gossypii

20

Imagen

36

37

38

Continua tabla 2



Insectos Nombre cientifico. Imagen

39

Chinche apestosa Nezara viridula
40
Gusanos trozadores Agrotis sp., Prodenia sp.,
Euxoa sp.
41
Arafa roja Tetranychus sp.

Continua tabla 2
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Insectos Nombre cientifico. Imagen

42

Minador de la hoja Lirimyza sp.

Continua tabla 2

Tabla 3: Principales enfermedades fungicas, bacterianas y virales del cultivo de chile (Capsicum

annuum L.)
Enfermedad Patogeno Imagen
43
Marchitez del chile Phytophthora capsici
44
Pudricién del cuello Sclerotium rolfsii

Continua tabla 3
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Enfermedad

Moho gris

Ahogamiento y pudricién de

raices

Mancha gris

Patdgeno

Botrytis cinerea

Rhizoctonia solani, Pythium

spp, Fusarium sp

Stemphyllium solani

23

Imagen

45

46, 47, 48

49

Continua tabla 3



Enfermedad

Marchitez bacteriana

Mancha bacteriana

Agallamiento en raices

Patégeno

Pseudomonas
solanacearum, Ralstonia

solanacearum

Xanthomonas vesicatoria

Nacobbus aberrans y

Meloidogyne spp

24

Imagen

50

51

52

Continua tabla 3



Enfermedad Patégeno Imagen

Virus del mosaico del ToMV

tomate

Continua tabla 3
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Enfermedad

Planta atigrada

Virus del mosaico del

tabaco

Virus del grabado del

tabaco

Virus del mosaico del

pepino

Patogeno

Geminivirus

T™MV

TEV

CMvV

26

Imagen

56

57

58

Continua tabla 3



Los principales factores que limitan la produccion del chile es la presencia de las
enfermedades causadas por los fitopatégenos con origen en el suelo, se han
reportado principalmente los géneros Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia, y

Fusarium, que causan severos dafos al sistema radical de la planta.

La enfermedad conocida como la marchitez del chile o “secadera” (Phytophthora
capsici Leo) es considerada de gran importancia ya que ocasiona la muerte de la

planta, con lo que puede reducir hasta un 50% la productividad.

Signos

P. capsici causa el tizéon en el chile, cuando la infeccién es en la raiz o la base del
tallo y la planta aun es pequefia, se observa un secamiento o ahogamiento (dampig
off), o si ésta se encuentra en floracion, los signos presentes son una pudricion de
color café obscuro que rodea la base del tallo; posteriormente la planta se pone
flacida y finalmente muere. Si el Oomyceto se hospeda en las partes aéreas, los
signos son manchas cafés y necrosamiento de hojas, seguido de una pudricién en
las ramas. Por ultimo, en el fruto se observaran areas decoloradas que contrastan
con las porciones sanas; si la humedad es alta, en estas lesiones se forma una gran
cantidad de esporangios y en el interior del fruto se observa micelio de aspecto
algodonoso. Al avanzar la infeccidon el fruto se seca y arruga progresivamente hasta

quedar momificado©.

Diagndstico de la enfermedad

Para el manejo y control de la marchitez del chile, es necesario tener conocimientos
sobre el ciclo de vida y sobre aspectos fisicos, quimicos y bioldégicos de P. capsici,

ademadas entender los procesos ecoldgicos, los cuales van a suprimir la enfermedad.
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Es preciso realizar un buen diagndéstico en campo y laboratorio, esto basandonos en
los postulados de Koch, los cuales sefialan que es necesario aislar el patégeno de
plantas que presenten sintomas, a partir de tejido infectado o de suelos en medios
selectivos o semiselectivos, este tipo de medios van a permitir que el hongo forme
micelio y estructuras reproductivas, las cuales nos van a servir para su correcta
identificacion. Tradicionalmente, la identificacion de P. capsici se basa en la
observacion directa al microscopio de sus caracteristicas micromorfolégicas como
las hifas, esporangiéforos, esporangios, zoosporas y oosporas, el siguiente paso es
inocularlo en plantas sanas de la misma variedad o especie en que aparecio la
enfermedad, en este caso C. annuum. Finalizando con un aislamiento de las plantas
inoculadas anteriormente, donde las caracteristicas deben corresponder con las de

P. capsici 5 13.

Desafortunadamente este método es muy laborioso y tardado; actualmente se
cuenta con varias técnicas modernas de diagndstico como pruebas de DNA, RFLP” s

y PCR, las cuales son muy precisas y sobre todo rapidas?®.
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Principal agente causal de la marchitez de chile

Phytophthora capsici, perteneciente a la clase de los Oomycetos, fue descrita por
primera vez por Leonian en Nuevo México, como el agente causal de la “marchitez
del chile”, durante anos el estudio de este microorganismo se basé bajo la
clasificacion de los Oomycetos dentro del reino Chromistae, teniendo la siguiente

taxonomia®.

Super reino Eumycota
Reino Chromistae
Divisibn Oomycota
Subdivision Phycomycotina
Clase Oomycetes
Orden Peronosporales

Familia Peronosporaceae

Clase Oomycetes

Los Oomycetes son organismos eucariotas, encontrados en montafnas, desiertos,
ambientes acuaticos y hasta en la Antartica. Sin embargo, se conoce poco de ellos.
Este grupo de organismos miceliales habian sido agrupados en los hongos
verdaderos por la habilidad de absorber nutrientes directamente (osmaoétrofos),
ademéas de compartir varias caracteristicas, como el desarrollo de hifas y la
dispersion por medio de esporas mitéticamente formadas?!. Tienen la capacidad de
dispersarse por medio de zoosporas y producir oosporas sexuales con paredes
celulares gruesas, poseen otras caracteristicas tales como celulosa (B-1, 4-glucano)
en sus paredes celulares, diploidia vegetativa, flagelos heterocontos, crestas
mitocondriales tubulares y, en el caso de las especies del género Phytophthora, la

falta de epoxidacion del escualeno para la sintesis de esteroles, que los distinguen
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de los hongos verdaderos, sin embargo analisis moleculares y bioquimicos, asi como
caracteristicas morfologicas sugieren que los Oomicetos comparten poca afinidad
taxondmica con los hongos filamentosos, pero estdn mas estrechamente
relacionados con las algas pardas y diatomeas en un grupo conocido como
Stramenopilia. Esta conclusion esta basada por filogenias en secuencias de ARN

ribosomal, y compilacion de datos de aminoacidos de las proteinas mitocondriales.

Los Oomicetos también muestran una serie de caracteristicas bioquimicas y
morfoldgicas que los distinguen de los hongos verdaderos y demuestran su similitud
con las algas pardas y otros organismos del mismo grupo. Las paredes celulares de
Oomicetos se componen principalmente de glucanos y celulosa a diferencia de las
paredes celulares de los hongos compuestas por quitina. Las zoosporas presentan
flagelos con una estructura parecida a los flagelos de las esporas méviles de algas.
Los Oomicetos también contienen “mycolaminarina” como almacenamiento quimico
de energia, una molécula que se encuentra también en laminariales y diatomeas4.
La reproduccion asexual, tiene gran importancia como medio de propagacion, sobre
todo en las especies parasitas de plantas, pues durante una parasitosis se originan
varias generaciones asexuales; en cambio s6lo se produce una generacion sexual,
durante la que se forman elementos de resistencia que permiten la supervivencia

de las especies.

Las zoosporas gue se producen en el esporangio, llamadas zoosporas primarias, son
mas o menos piriformes y con los flagelos situados en la regiéon anterior. Estas
zoosporas viven algun tiempo en esta forma, pero luego pierden sus flagelos, se
inmovilizan, toman aspecto redondeado y se proveen de una pared delgada. Si las
condiciones son propicias, cada uno de estos elementos reproductores germinan y

constituye un nuevo micelio?.
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Los Oomicetos los podemos encontrar marinos o terrestres, este grupo engloba
tanto a saprofitos como parasitos, los cuales estan vinculados mayoritariamente a
medios acuoso. Presentan una gran importancia econémica puesto que engloban a
parasitos de plantas vasculares, muchas de ellas de interés agricola, pueden llegar
afectar a plantas de ornamento, de tomate, de citricos, asi como también atacan a

una gran diversidad de plantas de chile!3.

Orden Peronosporales

En este orden, con representantes muy numerosos, se encuentran las especies mas
evolucionadas de los hongos con elementos flagelados. Su micelio, bien
desarrollado, estd formado de hifas mas o menos cilindricas, muy ramificadas y

cenociticas, aunque en las hifas que han llegado a la vejez se pueden formar septos.

En las especies parasitarias, el micelio generalmente es intercelular, y las hifas se
extienden entre las células del hospedante, a las que envian haustorios de aspecto
muy diverso en cada caso particular y segun los géneros a los que pertenecen dichas
especies. En algunos representantes, las hifas también pueden ser intracelulares,

pasando a través de las células del hospedante.

En la reproduccién asexual se forman esporangios ovales o con aspecto de limoén.
Algunas especies generan sus esporangios en hifas vegetativas que no se
diferencian de las demas, y quedan unidos a ellas al madurar. Sin embargo, en otras
especies los esporangios, también llamados esporangioconidios, se desprenden en
su madurez y se forman en hifas especiales de sostén esporangioforos. En algunas
especies estos esporangioconidios pueden germinar directamente sin originar
zoosporas. En la mayoria de las especies se producen zoosporas reniformes, con
dos flagelos, y monoplanéticas. Al quedar libres, nadan por poco tiempo, se

enquistan y después germinan formando nuevos micelios?.
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En la reproduccion sexual intervienen anteridios y oogonios. La fecundacion se
efectla por cariogamia de nucleos femeninos y masculinos, después de la formacion
de los tubos de fertilizaciobn que envia el anteridio hacia las oosferas; segun el
ndmero de nucleos que tenga la oosfera, se fusionan uno o varios pares de nucleos

y se obtienen cigotos, y oosporas uni o multinucleadas?.

Las numerosas especies de este orden viven en el agua, en la tierra o en ambos
medios. Existen muchos parasitos de plantas fanerégamas cultivadas, en las que a
menudo producen epidemias con las consecuentes pérdidas econémicas. Muchas de
estas enfermedades conocidas con los nombres de putrefacciones, podredumbres,

royas blancas y mildius vellosos son producidas por Oomicetos de este orden.

Dentro de esta familia se encuentran dos de los principales fitopatégenos, Pythium

sp y Phytophthora sp®.

Phytophthora

El género Phytophthora (del griego Phyton: planta; phthora: destructor) fue

creado por de Bary en 1876 con P. infestans de Bary como especie tipo®.

A mediados de la década de 1800 un millon de personas murieron en Irlanda cuando
fracaso6 la cosecha de patatas en ese pais. El Oomyceto que causo la gran peste de
las patatas, Phytophthora infestans, fue uno de los primeros microorganismos que

se asocio con la enfermedad.

En Australia Phytophthora cinnamoni ha infectado cerca del 20% de una especie de
Eucalyptus. Phytophthora fue introducida en los Estados Unidos en la década de
1990 y caus6 dafos generalizados en los cultivos de frutos y vegetales. Cuando en

1995 comenzaron a secarse de modo subito los robles de California, los cientificos
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de la Universidad de California identificaron la causa de esta “muerte subita de los

robles” como una especie nueva, Phytophthora ramorum?.

Por lo que Phytophthora es uno de los fitopatbgenos mas devastadores, al provocar
tizon y marchitez en las plantas. Las enfermedades causadas por Phytophthora sp
usualmente se desarrollan rapidamente y se presenta mayor parte en climas calidos
y humedos, principalmente en verano cuando la humedad es muy alta, estas
condiciones fomentan la esporulacion del patégeno, lo cual ayuda a la difusion del

mismol3.

El tizon y marchitez por Phytophthora, es una enfermedad de evolucion rapida, los
primeros signos consisten en una coloracion grisacea en el tejido infectado, la cual
gradualmente se convierten en necrosis. Las lesiones avanzan rapidamente para dar
lugar a un marchitamiento, cuando las condiciones permanecen hiumedas durante
el desarrollo de la enfermedad, puede aparecer micelio de color blanco sobre la

superficie del tejido infectado*s.

Imagen 3: Tizén tardio causado por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary es una de las

enfermedades mas devastadoras de la papa a nivel mundial?®.
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Imagen 4: Esporangio liberando zoosporas de Phytophthora sp?2.

Phytophthora capsici

Taxonomia.
Reino: Chromista
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Peronosporaceae
Género: Phytophthora
Especie: capsici
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Phytophthora capsici fue descrita por Leonian en nuevo México®, quien en 1922 lo
aislé de plantas de chile atacadas por tizén, identificando a este agente como el
responsable de la "“marchitez del chile” el cual se consideraba hospedante especifico
a Capsicum annum®®, pero P. capsici infecta especies como berenjena, algodoén,

tomate, cacao, entre otras®.

Caracteristicas morfoldgicas de Phytophthora capsici

Para la identificacion de este patdgeno, es necesario realizar una caracterizacion
tanto micromorfolégica como molecular. Las principales caracteristicas son: tipo de
micelio, forma y tamafio de zoosporangios, tamafo de zoosporas y la producciéon de
esporas sexuales (oosporas), formacion de estructuras de resistencia
(clamidoconidios). Mientras que para la identificacion molecular, es recomendable
utilizar regiones no codificantes de los genes nucleares que codifican para  tubulina,
para el factor de elongaciéon, asi como los genes citocromo oxidasa | y Il, y mas
recientemente las regiones del gen Yptl que codifica para una proteina RAS

relacionada de membranals.

Caracteristicas macroscopicas de la colonia:

Anverso: Tamano ilimitado, marcadamente radiado o ligeramente estrellado,
presentandose los bordes de la colonia redondeados o sinuosos9, de color blanca,

de forma y aspecto vellosa-seca.

Reverso: No presenta pigmentos.

Caracteristicas microscopicas:

Tipo de micelio: Macrosifonado, cenocitico, hialino, muy ramificado y toruloso.

Esporangios, de forma y tamafio muy variable; oblongos, elipticos, ovalados,
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alargados, con una vacuola en el centro, hialinos, con papila prominente, a veces
desviada y se observan con frecuencia esporangios bipapilados®, la presencia de
agua es primordial para la formacion de estos. En los esporangios se pueden
producir zoosporas biflageladas las cuales se diferencian e individualizan en el
mismo esporangio. Los flagelos le permiten nadar distancias cortas en suelos muy

himedos, la cual es una forma de diseminacion de los Oomicetos de este género.
Son capaces de producir oosporas, las cuales son esporas de reproduccién sexual.

Que se producen por la unién de gametangios morfolégicamente distintos llamados

anteridios (masculino) y oogonio (femenino)3.

Imagen 5: Crecimiento en agar de papa y dextrosa (PDA) de Phytophthora capsici?’.
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Imagen 6: Estructuras reproductivas de Phytophthora capsici. A) Esporangios y zoosporas; B)

Esporangio liberando zoosporas al medio; C), D) Oosporas?®.

Phytophthora capsici causa la enfermedad mas devastadora en chile a nivel mundial,
conocida como marchitez del chilel. En México se calcula que el 40% de las plantas
mueren a causa de dicha enfermedad. El patosistema Capsicum annuum-
Phytophthora capsici es mas complejo que la mayoria de los patosistemas que

involucran a patdégenos del género Phytophthora, ya que P. capsici puede infectar
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virtualmente cualquier parte de la planta. Puede dispersarse por al menos cuatro

mecanismos:

1.

Movimiento de raiz a raiz por crecimiento de la misma hacia el in6culo,

movimiento del inéculo hacia las raices o por contacto de raiz a raiz.

2. Dispersion del in6culo por agua de riego.

3. Por salpique de agua a hojas, tallos y frutos.

4. Dispersion aérea del in6culo proveniente de lesiones con esporulacion tanto

en hojas, tallos y frutos.

Por lo tanto, ataca a frutos, follaje, tallos o raices, ya que el patdgeno no es

estrictamente aéreo, acuatico o del sueloO.

esporangio

&

infecciones
secundarias

germinacion

esporangios
fecundacion

; N

meiosis

» \ clamidoconidio

reproduccion asexual

\

micelio
intercelular

reproduccion sexual
~—

Imagen 7: Ciclo de infeccidon de P. capsici en planta de chile (PALLOIX, 1989) version modificada.
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Control de P. capsici en campo

La amplia gama de hospedantes y la capacidad de supervivencia en el suelo como
oosporas, hacen que P. capsici sea un patogeno de dificil control en el mundo. Se
ha intentado controlar la enfermedad a través de diversas medidas como la
solarizacién, aplicacion de abonos organicos, fungicidas, rotacion de cultivos, etc.,
obteniéndose en algunos casos buenos resultados; no obstante, el uso de cultivares
tolerantes es una de las medidas que siempre serd incluida dentro de un programa

integral de manejo de la enfermedad.

Dentro del control de este patégeno se llevan a cabo medidas preventivas, asi como

el correcto manejo de la enfermedad?©.

Control quimico

De las estrategias mas comunes para controlar este patdégeno es la utilizacion de
fungicidas, ya que si se combina con las estrategias de manejo antes mencionadas,
se puede reducir de forma importante la incidencia de la enfermedad en el campo.1°
Sin embargo el uso indiscriminado ha ocasionado el desarrollo de aislamientos
resistentes, causando la prohibicion de algunos de los productos mas usados para
el control de este Oomyceto, como el bromuro de metilo,*® el Metalaxil y el Captafol
han sido de los fungicidas mas efectivos para el control de esta enfermedad; el
primero es muy eficiente cuando este microorganismo ataca a nivel del cuello y raiz
y el segundo cuando ataca al follaje, desafortunadamente en 1985 Browers y Coffey
reportaron resistencia al metalaxil por muchos Oomycetos, por lo que se recomienda
utilizar mezclas de fungicidas o fungicidas alternativos para evitar la resistencia del

patdogeno a los mismos?°.
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Stanghellini et al. (1996), encontraron que la utilizacion de surfactantes no iénicos
puede reducir la incidencia del patdbgeno en sistemas hidroponicos. También el uso
de &cido fosférico en plantas de chile y tomate puede reducir la incidencia del

patégeno.

Resistencia genética

La resistencia genética es probablemente la medida de control de mas valor en la
agricultura, su éxito es el resultado de investigaciones extensivas en estaciones

experimentales.

La resistencia es definida como la habilidad del hospedante para reducir o impedir

el desarrollo del patégeno.

Las plantas poseen una serie de mecanismos de defensa contra los fitdpatogenos.
Existen defensas preformadas e inducidas. Entre las preformadas se encuentran
péptidos, proteinas y metabolitos secundarios no proteicos. Diferentes compuestos
producidos por patégenos inducen los mecanismos de defensa de las plantas. Los
productos de patégenos que producen esta respuesta son conocidos como elicitores.
Los elicitores desencadenan cascadas de sefales de transduccion lo cual lleva a la

activacion de los genes de defensa de las plantas.

Entre las respuestas inducidas se encuentra la respuesta SAR como consecuencia
del ataque de fitopatdgenos. Activada SAR, las plantas comienzan a expresar una
serie de genes relacionados con la patogénesis tanto a nivel local del ataque como
en toda la planta. En muchas plantas, SAR es precedida por la acumulacion sistémica
de SA. Algunos genes relacionados con la patogénesis responden al SA y son

inducidos por el etileno y JA, otros son inducidos por el etileno y el JA, pero no
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responden al SA. Estas moléculas sefial regulan la expresion diferencial de los

diferentes conjuntos de genes relacionados con la patogénesis?.

La compatibilidad o incompatibilidad de las interacciones planta-patégeno es facil
de estudiar en plantas que han sido sometidas a un proceso de mejoramiento
genético, los denominados cultivares. Una especie de hospedante puede presentar
cultivares que muestran resistencia y otros que muestran susceptibilidad a un
patdégeno dado, el cual a su vez puede presentar razas tanto virulentas como

avirulentas para un cultivar determinado?.

El objetivo de la mayoria de los fitomejoradores es la obtencién de altos niveles de
resistencia, pero a la vez mantener las caracteristicas agrondmicas del cultivo, las

cuales son necesarias por las preferencias de los consumidores.

Resistencia de variedades de Capsicum annuum a P. capsici

La resistencia a la gran variedad de enfermedades y plagas que atacan al chile
significa un gran esfuerzo, pero las fuentes representadas por los diferentes tipos
de chile dentro de Capsicum annuum, y también las fuentes dentro de otras especies

compatibles con esta especie, estan siendo explotadas por los fitomejoradores.

En México, se identificé en la linea de chile pasilla 64-131 resistencia al ataque de
P. capsici, tanto en el follaje como en la base del tallo. Se han realizado nhumerosos
intentos para encontrar fuentes de resistencia en chile ancho; una de las primeras
variedades comerciales con resistencia a P. capsici fue Adra de Abbot & Cobb Sedd
Co. la variedad resistente Emerald Isle de Harris Moran Seed Co. también fue
liberado, desafortunadamente, al igual que Adra no poseian caracteristicas
agrondmicas del agrado de los consumidores. Recientemente Novartis Seeds Inc.

liberd el cultivar resistente denominado Paladin, que posee excelente resistencia y
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ademas tiene extraordinarias caracteristicas agrondmicas; sin embargo, una
desventaja de este ejemplar es que no posee resistencia al ataque de P. capsici en
la parte aérea de la planta, la cual es comun en zonas muy lluviosas. Ademas se ha
visto que largos periodos de incubacion o altas concentraciones de in6culo de P.
capsici pueden ocasionalmente romper la resistencia de este chile, manifestandose
signos de la enfermedad en plantas resistentes. La resistencia del chile a P. capsici
parece ser gobernada por dos genes dominantes distintos, los cuales actuan
independientemente. Estos genes confieren un alto nivel de resistencia, pero no

inmunidad después de una prolongada exposicion al Oomyceto*°.

Hasta el momento, la Unica especie del chile ha mostrado una resistencia universal
a los aislados de este Oomyceto, es el chile serrano Criollo Morelos (CM-334); este
es procedente del estado de Morelos y es la fuente principal de resistencia a la
marchitez de raiz y es utilizado en los programas de mejora genética de chile, debido
a que posee el nivel més alto de resistencia conocido y ser resistente a varios

aislados de P. capsici de diferentes hospedantes y regiones geograficas?.

La resistencia a P. capsici en genotipos de chile como la linea 29, P11232, P1201234
y Serrano CM-334, parece ser controlada por tres genes. En el caso del CM-334 no
existe consenso sobre la genética que gobierna la respuesta de resistencia, algunos
Loci de caracteres cuantitativos (QTL) han sido mapeados, y en estos estudios se
ha determinado que la herencia a la resistencia es multigénica. Se determiné que
seis regiones de los cromosomas cuatro, cinco, seis, once y doce estan involucradas
en cierta medida en la resistencia. Diferentes partes de la planta de chile pueden
ser infectados por P. capsici, por lo que cada parte infectada puede ser considerada
como un sindrome distinto, y la resistencia a cada uno de los sindromes es

controlada por genes distintos™.
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Kim y Hwang (1989) encontraron que altas concentraciones de inéculo causaron
enfermedad en cultivares resistentes, ya que los periodos de incubacion fueron
prolongados, concluyendo que la resistencia se puede romper cuando hay una larga
exposicion al patégeno.i® Mientras que en CM-334, la resistencia es independiente
de estos factores, el unico factor que afecta a esta variedad es la intervencion de
un segundo fitopatégeno, el nematodo Naccobus aberrans, al provocar la pérdida

de resistencial.

Los nematodos agalladores tienen la capacidad para inducir una reprogramacion
celular y por lo tanto, una alteracion en la expresion genética del hospedante. Estos
cambios inducidos pueden alterar los mecanismos de defensa de las plantas
haciéndolas asi susceptibles a hongos fitopatégenos. Dentro de los cambios que N.
aberrans produce en el sistema radicular del CM-334, se encuentra una disminucioén
en la actividad enzimatica de PAL y POD, asi como una disminucion de la

concentracion de fenoles solubles totales y de acido clorgénico?.

En un estudio donde se realizaron pruebas de resistencia contra P. capsici en 10
cultivares de tomate en invernadero, claramente se observé que conforme las
plantas van creciendo, estas incrementan su resistencia al patégeno; las plantas se
inocularon al presentar cuatro y ocho hojas verdaderas y los métodos de inoculaciéon
fueron al follaje y al tallo con previas heridas; la expresion de la resistencia fue mas
aparente en los tallos de las plantas que en el area foliar, no se desarrollaron signos
en plantas inoculadas con tallos heridos en un estado de desarrollo de ocho hojas,
lo cual confirmdé que la expresion de este tipo de resistencia solo se presenta en

plantas maduras?'.

Estudios de herencia de la resistencia para determinar la base genética de la
resistencia en plantas adultas de chile a P. capsici a través de retrocruzas F1 y

poblaciones F2, se desarrollaron usando los padres resistentes de CM-334 y padres
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susceptibles de Agronémico 10-G y Yolo Wonder. Las plantas de chile fueron
inoculadas cerca de la base del tallo 36 dias después del trasplante, con una
suspension de in6culo de 5x10% zoosporas/mL. La proporciéon de segregacion en la
generacion F2 fue de 13 plantas resistentes por 3 susceptibles y se ajustdé a un
modelo de resistencia que involucra dos genes, donde hay epistasis recesiva y

dominante.

La resistencia en los materiales de chile “Fyuco” y "P51” estaba gobernada por un
solo gen dominante. Estudios realizados por Bartual et a/ (1991) sobre la accién de
genes en la resistencia a P. capsici usando datos de cruzas simples y triples
derivadas de siete lineas de chile con un alto grado de resistencia al patégeno
("Phyo 6307, "P51°, "PM 217", "Smith 5, "Marisol”, "Linea 29 y ~Serrano”),
indicaron a la epistasis como la fuente principal de variaciéon. En 1980, Guerrero-
Moreno y Laborde, encontraron que la resistencia que presentaba el cultivar CM-
334 a varios aislamientos era controlada independientemente por dos genes
recesivos no relacionados; Reifschneider et al (1992) utilizaron el cultivar “~CNP
148~ (una seleccion del CM-334), y obtuvieron que la herencia de la resistencia a
un aislamiento de P. capsici de Brasil difiri0 de la herencia de la resistencia a los
aislamientos utilizados en estudios en México y que en CM-334 de México y Brasil
no son el mismo patodemo, considerando entonces que el CM-334 es probablemente
una poblaciéon heterogénea, por lo que la resistencia a aislamientos de México y

Brasil deben ser probados sobre los mismos genotipos®©.

Estd ampliamente documentado que variedades resistentes al ataque de ciertas
especies de Oomycetos se muestran susceptibles a éstos cuando son infectados por
nematodos, principalmente especies de Meloidogyne sp y Nacobbus aberrans. En
1992 Hernandez et al, encontraron que el chile Ancho 86-266, resistente a P. capsici,
se mostré susceptible al Oomyceto al ser previamente inoculado con Nacobbus

aberransio,
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OBJETIVOS

Objetivo general

¢ Comprobar si las variedades obtenidas de cruzas de progenitores resistentes
(homocigotos al gen de resistencia) con susceptibles (heterocigotos que no
poseen el gen) de Capsicum annuum, presentan resistencia al fitopatdogeno

Phytophthora capsici.

Objetivos particulares

¢ Aislar al Oomiceto Phytophthora capsici a partir de muestras de suelo.

¢ Caracterizar macroscopica 'y microscopicamente del fitopatdbgeno

“Phytophthora capsici.”
¢ Verificar la virulencia de la cepa en hospederos susceptibles.

¢ ldentificar las variedades resistentes y sensibles de Capsicum annuum al

Oomyceto

¢ Determinar el tiempo en que las plantulas hospederas (sensibles) presentan

los signos de la enfermedad.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

METODOLOGIA
Obtencion del aislamiento de P. capsici.

Siguiendo los postulados de Koch, se pesaron 10 gramos de suelo adherido de la
planta que presentd signos de la enfermedad, causada por este patdgeno. El suelo
se depositdé en 100 mL de agua estéril, junto con una pera para que esta fungiera
como hospedante al Oomyceto. Una vez que el fruto empezé a presentar pudricion,
se trasladaron trozos del mismo en cajas con medio Agar V8 (ANEXO B), se
pusieron a incubar a temperatura ambiente durante 5 dias. Una vez que se present6
un crecimiento micelial se tomé para observar al microscopio, con la finalidad de
encontrar estructuras caracteristicas del género Phytophthora sp, confirmadas estas

estructuras se realizaron resiembras hasta obtener una colonia pura.

Identificacion molecular.

El aislamiento obtenido se proporcioné al laboratorio de fitopatologia del CIAD

quienes lo etiquetaron con una clave interna Phy-11.

Produccion de micelio. Inicialmente el aislamiento Phy-11 se crecié en medio de
cultivo V8 por 5 dias a 25 ©C. Posteriormente, se tomaron discos de 1 cm de
diametro y se agregaron en 250 mL de caldo Papa Dextrosa. Se colocaron en
agitacion a 40 RPM durante 3-4 dias. Después se colect6 el micelio mediante filtrado
con la ayuda de tela de organza. El micelio se lavdé con agua destilada estéril, se

coloco en papel aluminio y se conservo -20 ©C hasta su uso para extraccion de ADN.
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Extraccion de ADN. Para extraer el ADN se sigui6é el protocolo de extraccion de
Zelaya-Molina. El procedimiento consiste en colocar 800 pl de buffer de lisis en un
tubo de 2 mL previamente esterilizado (10 mM Tris-HCI pH 8.0; 50 mM EDTA pH
8.0; 0.5% triton x-100, 0.5% tween 20) y 20 pL de proteinasa k. Después se agrega
15-20 mg de micelio, se homogeniza y tritura con pistilos estériles y se somete a
vortex durante 30 s; se incuba a 55 ©C durante 30 min (se mezcla por inversion
cada 10 min); se enfria a 27 ©C. Después se agrega 800 pL cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1, V:V), se somete a vortex durante 30 s y se centrifugé a 10,000
RPM durante 20 min. El sobrenadante se recuperd y se transfirié a un tubo nuevo.
Se agreg6 10 pl de RNasa y se incub6 a 37 ©C durante 30 min. Posteriormente se
adicion6 1 mL de isopropano (2-propanol), se mezcldé por inversion 5 veces y se
incubo a -20 °©C durante 30 min. Después se centrifugdé a 10,000 RPM durante 10
min. El sobrenadante se decanté con mucho cuidado para no tirar la pastilla y se
agregé 1 mL de etanol al 70%, se centrifugd a 10,000 RPM durante 5 min, se
decanté de nuevo el sobrenadante, se agregé 1 mL de etanol absoluto con una
centrifugacion de 10,000 RPM por 5 min. Finalmente se decant6 el sobrenadante y
se dejo secar el tubo a temperatura ambiente durante 10-15 min para eliminar
residuos de alcohol. La pastilla se resuspendié con 35-50 ul de amortiguador Tris
EDTA (Tris 10 mM, EDTA mM), se almacend a 4°C las primeras 24 h y después se

conservo a -20 °C hasta su uso.

Los primes especificos PC-3 y PC-6R disefiados para identificar especificamente
a Phytophthora capsici se utilizaron para confirmar la identidad del aislamiento Phy-
11. Cada reaccion de 25 ul contuvo 5 ul de buffer 5X Green go taq (PROMEGA), 11.5
ul MgCl, 2 pl de ADN gendmico, 0.5 pl de primers, 0.5 pl de dNTPs., 0.2 ul de Taq

polimerasa y 14.8 ul de agua.
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La reaccion se realizé en un termociclador Biorad con una incubacioén inicial de 5 min
a 95 ©C, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45 s, 62 °C por 45 s, 72 °C por 45 s,y

una incubacion final de 72 ©C por 10 min. El producto esperado fue de 219 bp.

Amplificacion de un fragmento de la region ITS. Para confirmar mediante una
segunda técnica molecular se amplifico un fragmento de la region ITS, mediante los
primers ITS4-1TS6. La reaccion incluyod los siguientes reactivos 5 ul de buffer 5X
Green go taq (PROMEGA), 1.5 pl MgCl, 2ul de ADN gendémico, 0.5 pl de primers, 0.5
pl de dNTPs., 0.2 ul de Taq polimerasa y 14.8 pl de agua y las condiciones de PCR
fueron una incubacion inicial de 94 °©C por 3 min; posteriormente, 30 ciclos
incluyeron 94 ©C, 55 °C y 72 ©C, todas por 1 min. Finalmente una etapa de
incubaciéon 72 ©C POR 10 min. ElI fragmento esperado como resultado de la

amplificacion era de 1300 pb.

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1%. La electroforesis
del gel se desarroll6 en buffer TAE 1X en una caAmara de electroforesis a 70 V. Los
pesos moleculares de los productos amplificados se estimaron por comparacion con

marcadores moleculares conocidos.

Secuenciacion de fragmento ITS. Una vez obtenido el fragmento de la regién
ITS, éste se purific6 mediante el kit WIZARD (PROMEGA), se cuantifico la
concentracion de ADN mediante un nanodrop y se envio al laboratorio LANGEBIO-

CINVESTAYV para obtener su secuenciacion.

48



Preparacion e inoculacion de P. capsici.

Identificado el fitopatégeno se tomaron discos de 5 mm de la colonia para
transferirlas a placas de Agar V8, se incubaron durante cinco dias a temperatura
ambiente. Dispuesto el crecimiento en las placas, se realizaron pequefos cortes al
medio, se inundd con agua destilada estéril y se incubd a temperatura ambiente

durante tres dias para inducir el desarrollo de esporangios con zoosporas.

Transcurrido el tiempo de incubacion se tomd una muestra de la colonia y se observo
al microscopio para confirmar la presencia de los esporangios, encontradas las
estructuras se tomo el crecimiento de la colonia y se llevé a un matraz con 800 mL
de agua destilada estéril la cual se puso en agitacidon constante para reventar los
esporangios y de esta forma liberar las zoosporas presentes en ellos, obteniendo de
esta manera una solucion stock de zoosporas, de la cual se tomaron muestras cada
5 minutos para observar al microscopio, hasta observar las zoosporas libres, una
vez vistas se contaron por medio de la camara de Neubauer y se calculd la
concentracion de zoosporas por mililitro. Se realizaron los calculos correspondientes
para encontrar el volumen que correspondia a una concentracion de 10,000
zoosporas'®. Obtenido este dato se realiz6 la inoculacién en las plantulas, donde se
usaron 10 plantulas experimentales y 10 testigos, esto solo en los casos donde se
obtuvieron germinaciones iguales al 100%o, en las que no se procur6 tomar la hilera

donde germinaron mas plantulas.

Las plantulas se regaron media hora antes de la inoculaciéon, para después hacer la
aplicacién de la suspension de zoosporas, la cual fue alrededor de la base de las

plantulas, mientras que a las testigos se les aplicé agua destilada estéril.

Después de la inoculacion se regdé nuevamente con poca agua. A los dias siguientes

se regaron dos veces al dia (mafana y tarde), hasta que se presentaron los signos.
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Evaluados de la siguiente manera:

\/= Sanas X= Lesiones pequenas XX= Lesiones evidentes en tallo

XXX= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas XXXX= Planta muerta

= ldentificacion del agente causal en plantulas susceptibles.

Identificadas las plantulas susceptibles se tomaron muestras de estas para aislar el

agente causal de los signos de enfermedad.

La obtencion del patégeno causante de la marchitez en las variedades de Capsicum
annuum inoculadas, se llevé a cabo tomando trozos de tallo de al menos 5 mm que
presentaron dafios por el agente infeccioso, estos se lavaron con hipoclorito para
desinfectar la superficie de las mismas por 40 segundos, siguiendo de un enjuague
con agua destilada estéril. Las secciones de tejido vegetal se dejaron secar en la
campana de flujo laminar, y se sembraron en cajas con medio Agar V8 para ser
incubadas posteriormente por 5 dias a temperatura ambiente (25 ©C). Transcurrido
el tiempo se observd el crecimiento en las cajas y las que presentaron las
caracteristicas macroscopicas propias de P. capsici, se aislaron tomando discos de
la colonia con ayuda de un sacabocados y transfiriéndolos a medios con Agar V8

hasta purificar la cepa, la cual se identificé microscépicamente.
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Produccion de plantula.

 Se humedeci6 el peat moss a capacidad de campo.

* Se llenaron las charolas dejando un espacio de 1 cm a la superficie.

» Se coloco una semilla por cavidad completando una hilera, alternandose una
hilera sin semilla (Imagen 8 A), en el caso de las 30 variedades de chile.

» Mientras que en las de tomate y semilla a cada pozo se le deposit6é una semilla.

* Se taparon las semillas con vermiculita dejando 0.5 cm de espacio a la
superficie y se humedecié usando un rociador.

» Las charolas se envolvieron en bolsas negras para conservar su humedad
durante el periodo de emergencia.

» Las charolas se fueron destapando a la presencia de la primer plantula
emergida (Imagen 8 B). Las plantulas se regaron cada 3er dia, hasta su
inoculacion

Imagen 8: Produccién de plantula. A) Distribucion de la semilla por charola. Una semilla por pozo
dejando libre una hilera. B) Primeras plantulas emergiendo, por lo que la charola se tuvo que

destapar.
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RESULTADOS

Caracterizacion macroscépica y microscopica en medio PDA
Macroscopia

Anverso: Crecimiento abundante, micelio color blanco, de aspecto velloso-seca.

Imagen 9: Fotografia de crecimiento en PDA P. capsici anverso, 5 dias después de su inoculacion.
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Reverso: No presenta pigmentos.

Imagen 10: Fotografia de crecimiento en PDA P. capsici reverso, 5 dias después de su inoculacion.
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Microscopia

Hifas macrosifonadas, cenociticas, hialinas. Con presencia de esporangios hialinos,

de forma ovalada.

Imagen 11: Fotografia P. capsici vista al microscopio objetivo 40X. Hifas hialinas y macrosifonadas,

esporangio de forma oval.
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Imagen 12: Fotografia P. capsici vista al microscopio objetivo 40X. Hifas hialinas y macrosifonadas.
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Caracterizacion macroscopica y microscopica en medio V8

Macroscopia

Anverso: Crecimiento abundante, micelio color blanco, de aspecto velloso-seca.

Imagen 13: Fotografia de crecimiento en V8 P. capsici anverso, 5 dias después de su inoculacion.
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Reverso: No presenta pigmentos.

Imagen 14: Fotografia de crecimiento en V8 P. capsici reverso, 5 dias después de su inoculacion.
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Microscopia

Hifas macrosifonadas, cenociticas, hialinas. Con presencia de esporangios hialinos,

de forma ovalada.

Imagen 15: Fotografia P. capsici vista al microscopio objetivo 40X. Hifas hialinas, macrosifonadas,

esporangio de forma oval.
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Imagen 16: Fotografia P. capsici vista al microscopio objetivo de 40X. Hifa hialinas y macrosifonada,

esporangio de forma oval.
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Identificacion molecular

La caracterizacion anterior solo nos permite llegar a la identificaciobn de género,
obteniendo que la cepa aislada corresponde al género Phytophthora, sin embargo
es de interés conocer la especie, por lo que se mandd a identificar mediante
secuenciacion al laboratorio de fitopatologia del CIAD, donde se utilizaron los
primers especificos para P. capsici, el DNA extraido del aislamiento (Phy-11),
produjo en la reaccion de PCR el producto esperado de aprox. 219 pares de bases

(Imagen 17).

Miko B T+ p3 p-9 p-10 phy-11

Imagen 17. Producto amplificado con los primers especificos PC-3 y PC-6R. Carril 1 Marcador
molecular, carril 2= blanco, Carril 3= P. capsici control positivo, carriles 4.6= P3, P9, P10

aislamientos de Pythium sp., carril 7= Aislado Phy-11.

60



El ADN amplificado de la cepa Phy-11, mediante los primers ITS4-1TS6, se envi6 al
laboratorio LANGEBIO-Cinvestav para su secuenciacion y se obtuvo una secuencia

de 833 pares de bases que comprendieron la region ITS:

Secuencia obtenida, aislamiento Phy 11 region ITS

GGAAGGTGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACA
CCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCTTTTAGTTGGGGGTCTTGTACCCTATC
ATGGCGAATGTTTGGACTTCGGTCCGGGCGAGTAGCTTTTTGTTTTAAACCATTTCTCAAT
TCCTAATGTACTGGGGGGACCAAAGTCTCTGGCTTTAACTAGATAGCCAATTTCAAGCCTA
GAGTCTAGGGTTGCAAATTGCTGAAAAACGCTTAGCACAGACATTCGTCATGGCAAATGA
AGAATTAGTGAGTCGCCTTAAATTTGAACGCATAATGCACCTTCCCGGATAGTCCCTGGG
AAGAAGGCTGGAGGCATGGTCACGGTGAAGAATGGGGCAGAATGGTAAGTGTCTTGGGT
GTTGTCCTTCAAGTCGACTGCAATTCCTTTTAATGTACTGAACTGGAACTTTCCCTATGCTC
GAAAGCCTAATGTTGCTGGATGAGGAGGCTGCCTGCCTGGACAAGTCCGCCGACCGGAT
TGACTGCTTGCGGGCGTTTAAAGGGAGGAGTGATCCAAGTCCCCGGTATGGATTGGCCT
TCAGCCTGAACAAGCTCGCTTATTGCAATGCAATTTTCCTGGCTTGTAGACCTGAAAGAGT
CGGGGTGGAACCCGTAACCTTGTGGTTTATATGCGCCACAAAGGAGATGTGGGAGGGCC
CTTTGGACTGTGCCTCAAAAGGGGTCGCAACACCCCACATTGGTGGTGCCGCGACACTCT
CGCTATATTTGTGCATCGCGCGGAATATTTCTCTCTGCGAGAGATTACCGAT

Adquirida la secuencia se compar6 en la base de datos de NCBI, identificando al

Oomyceto aislado como P. capsici (Imagen 18).

61



19DN 8p soxep ap aseq e| ua TT-Ayd olualwe|sie ap S| elouandas ap uogideiedwo) :gT usabew]

62



Al ser este fitopatdgeno el que se encontraba presente en suelo (damping-off), se
evalud su virulencia en plantas susceptibles de tomate y pimiento, y dependiendo
del resultado emplearlo como patégeno en plantulas de Chile picoso para evaluar la

resistencia o susceptibilidad que estas pueden presentar.
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Inoculacion de P. capsici en plantulas de tomate (Lycopersicum
esculentum) y pimiento (Capsicum annuum).

El experimento se llevdé a cabo en plantulas de tomate y pimiento, a diferentes
concentraciones de zoosporas (500 zoosporas/mL, 1,000 zoosporas/mL, 5,000
zoosporas/mL, 10,000 zoosporas/mL y 50,000 zoosporas/mL) en plantulas de
tomate variedad IMAD y pimiento variedad STEPHANIA. El ensayo consistid en

tomar 50 testigos (control) y 50 sujetos experimentales.

Se tomdé una alicuota del stock de zoosporas preparado previamente, estas se
contaron en la camara de Neubauer utilizando para ello los 4 cuadrantes (Imagen
19, cuadros marcados de color azul). Este procedimiento se realiz6 6 veces

tomando la alicuota del mismo stock.

Imagen 19: Detalle de la division en cuadrantes de la cAmara de Neubauer.
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Datos:

Tabla 4: Numero de zoosporas contadas por cuadrante en camara de Neubauer.

X=Promedio del conteo. R=Repeticion, C=Cuadrante.

Repeticion C: C. Cs Cs X

10 11 13 10 11
6 7 10 5 7
15 8 6 11 10
10 5 6 6.25
5 8 10 7 7.5
9 10 7 6 8

Promedio de zoosporas por repeticion:

(114741046.25+7.5+8)
6

= 8.29 zoosporas.

Calculo de zoosporas por mL de solucion:
8.29x10,000 = 82900 zoosporas/mL

Calculo para el volumen donde se encuentran 10,000 zoosporas:
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Se realizé el mismo procedimiento para calcular las demas concentraciones: 500

zoosporas/mL, 1000 zoosporas/mL, 5000 zoosporas/mL y 50,000 zoosporas/mL.

500 zoosporas/ mL se encontraban en un volumen de 6.031 pL = 6 pL
1000 zoosporas/ mL se encontraban en un volumen de 12.06 uL = 12 pL
5000 zoosporas/ mL se encontraban en un volumen de 60.31 uL = 60 pL

10,000 zoosporas/ mL se encontraban en un volumen de 120.63 uL = 121 puL

AN N N N

50,000 zoosporas/ mL se encontraban en un volumen de 603.12 pL = 603 L

Una vez preparadas las diferentes soluciones de esporas, se llevdo a cabo la
inoculacion de las plantulas experimentales (inoculadas con suspension de

zooosporas) y las plantulas control (inoculadas con agua).

Los signos de la enfermedad se hicieron presentes a los tres dias de la inoculacion,

en las 5 concentraciones empleadas (imagenes 20, 21, 22y 23).
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Imagen 20: Plantulas de tomate IMAD enfermas, A) y C) Presentan ahorcamiento en tallo, sefialada

la parte afectada con una circulo, B) y D) muestran amarillamiento en la zona foliar.
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Imagen 21: Plantulas de pimiento STEPHANIA enfermas, A) y C) Muestran ahorcamiento en el tallo,

sefialada la parte afectada con un circulo, B) Amarillamiento en foliar y D) Marchitez.
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Pimiento STEPHANIA Tomate IMAD

Imagen 22: Charola con cultivo de pimiento STEPHANIA (izquierda) y tomate IMAD (derecha). Toma

aérea de la zona foliar (imagen superior).
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Pimiento STEPHANIA Tomate IMAD

Imagen 23: Charola con cultivo de pimiento STEPHANIA a la izquierda y tomate IMAD a la derecha,

con signos caracteristicos de marchitez. Toma aérea de la zona foliar (imagen superior).
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Germinacion de 30 variedades de Chile picoso (Capsicum annuum).

Se germinaron 30 variedades de Capsicum annuum, registrando en tablas la fecha
de brote de la plantula, asi como los dias transcurridos hasta el dia de su brote

(Anexo D), graficando de esta forma los datos obtenidos:

DTB

Grafica 1: Variedad de semilla “Capsicum annuum” vs DTB (dias transcurridos hasta el dia de su

brote).
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Otros datos que se recopilaron son el numero de plantas que brotaron para calcular

el % de germinacion (Anexo E), realizando a través de estos datos la grafica 2:

Grafica 2: Variedad de semilla “Capsicum annuum” vs % de germinacion, barras de color verde
muestran el porciento de germinacién aceptable 80% y en rojo el porciento de germinacién no

aceptable menor al 80%.
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Inoculacion de P. capsici en 30 variedades de Capsicum annuum.

Se llevd a cabo la inoculacion de P. capsici en 30 variedades de chile, tomando 10
testigos y 10 sujetos experimentales en el caso de variedades que presentaron el
100% de germinacion y en los que se obtuvo un menor porcentaje se tomaron las
hileras con presencia de mayor numero de plantulas como experimentales y las
otras como testigo, una hora antes se les regd para después llevar a cabo la

inoculacion con 10,000/mL de zoosporas.

Se contaron las zoosporas en los 4 cuadrantes de la camara de Neubauer.

Datos:
Tabla 5: Numero de zoosporas contadas por cuadrante en camara de Neubauer.

X=Promedio del conteo, R=Repeticién, C=Cuadrante.

Repeticion (of C. Cs Cs X

5 9 14 9 9,25
9 11 9 10 9,75
5 7 6 6,5
5 15 8,25
9 11 8 7 8,75
11 5 16 5 9,25

Promedio de zoosporas por repeticion:

(9.25+9.75+6.5+8.25+8.75+9.25)
6

= 8.625 zoosporas.
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Calculo de zoosporas por mL de solucién:

8.265x10,000 = 86250 zoosporas/mL

Célculo para el volumen donde se encuentran 10,000 zoosporas:

Obtenidos los datos anteriores la inoculacién se hizo esparciendo un volumen de
116 pL de la suspension de zoosporas obtenidas a las plantulas experimentales, y

116 pL de agua estéril a los testigos.

Se esperd a que las plantulas presentaran signos dentro de la primera semana, lo
cual no fue asi, por lo que se tuvo que hacer una segunda inoculacién 8 dias después

de la primera, de la misma manera que la primera vez.

Datos:

Tabla 6: Numero de zoosporas contadas por cuadrante en camara de Neubauer.

X=Promedio del conteo, R=Repeticion, C=Cuadrante.

Repeticion Ci C. Cs Ca X
2 1 1 1.25
0] 1 1 1
1 1 0 0.75
1 1 1 1.25
1 1 1 1
1 1 1 0.75
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Promedio de zoosporas por repeticion:

(1.25+140.75+1.25+1+0.75)
6

= 1 zoospora.

Calculo de zoosporas por mL de solucion:

1x10,000 = 10,000 zoosporas/mL

Obtenida la concentracion de zoosporas por mL se realizo la inoculacion esparciendo
un volumen = 1 mL de la suspension a las plantulas experimentales, y 1 mL de agua

estéril a los testigos.

De esta manera algunas variedades empezaron a presentar signos después de los

dos dias de la inoculacién o hasta los 7 dias, tabla 12-41.

Tabla 7: Variedad 15J-0201, con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacion. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XxX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

15J-0201
ler dia
2do dia
3er dia

1
.\/
.\/
.\/
4to dia | V
.\/
.\/
.\/

o

5to dia
6to dia
7mo dia

<<
S SE LA SR (0
SN SE L SEE ~
S SE LSS N U
SN SN O
< <<<h
S SRNL SR A CO
S SE LSS ©©
<<
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Tabla 8: Variedad 15J-0202 con 9 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculaciéon. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.
lerdia | V \'4 \'4 XX \'4 \'4 \'4 \'4 v
2dodia | V \4 Vo xxx |V \'4 \'4 vV \'4
3erdia | V \'4 Voo xxxx |V v XX v XX
Atodia | xx | xX | xx |[xxxx| xx | xx | xxx | xx | xx
5todia | XX | XX | XX | XXXX | XX | XX | XXX | XXX | XXX
6to dia | XXX | XXX | XXX | XXXX | XXX | XXX | XXXX | XXX | XXXX
7mo dia | XXX | XXX | XXX | XXXX | XXX | XXX | XXXX | XXX | XXXX

Tabla 9: Variedad 15J-0203 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacién. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

020 / 5 3 9 0
lerdia | V \4 \'4 vV \'4 4 \'4 4 v v
2dodia | Vv | V | Vv | V | V|V |V |V |V |V
3erdia | V \4 \'4 vV \'4 4 \'4 4 v v
Ato dia | V \'4 \'4 4 \4 4 \4 Vv v v
5todia | V \4 \'4 vV \4 \4 \4 4 4 v
6to dia | V vV \'4 4 \'4 4 \'4 V 4 v
7modia| Vv \'4 \'4 vV \'4 \'4 \4 \4 \4 v
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Tabla 10: Variedad 15J-0204 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculaciéon. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

0204 / 5 : 0 0
lerdia | V 4 4 vV 4 v Vv Vv 4 v
2dodia | vV | V | V | YV |V |V |V |V |V |V
3erdia | V vV 4 Vv 4 v Vv Vv 4 4
4to dia | V 4 \4 \'4 4 4 Vv Vv v v
5todia | V \'4 v |V v vV v v vV |V
6todia | V 4 \4 X X v vV | xx | vV | V
7modia | V XX VvV | xx | xx X Vo xxx | X 4

Tabla 11: Variedad 15J-0205 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacién. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

o

15J-0205
ler dia
2do dia
3er dia
4to dia
5to dia
6to dia
7mo dia

S SN -
S SENL AN N
S SN (0
SS AN -~
S SR E AN U1
S NL AN O
SS AN E AN ~
SN AN N 00
S S ENLE NN ©
SIS <
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Tabla 12: Variedad 15J-0206 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculaciéon. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

0206 4 5 s e 0
lerdia | V \'4 \'4 4 4 V \4 \4 4 v
2dodia | vV | V | V | YV | V |V |V |V |V |V
3erdia | xx | V \'4 4 \'4 \'4 v Vv 4 v
4to dia | xxx | V \'4 \'4 \'4 \'4 4 4 4 4
Stodia | xxx | V v v v v v v v v

6t0 dia | XXXX| XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX
7mMo dia | XXXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX

Tabla 13: Variedad 15J-0207 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacion. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XxX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

15J-0207 1 2 4 5 6 7 8 9

lerdia | V 4 4 4 \'4 \'4 \'4 \'4 V V
2dodia | v | Vv | Vv | V | V|V |V |V |V |V
3erdia | V 4 \'4 vV vV | xx | V \'4 V V
Ato dia | V \'4 vV 4 v | xx 4 4 vV | xx
5todia | V \'4 4 vV Vo xxx | V vV V| xxx
6to dia | xxx | XxxX | XXX | V | XXX |XXXX | XXX | XXX | XXX | XXXX
7mo dia | xxxx | XXX | Xxxx | V| XXXX | XXXX | XXXX | XXX | XXX | XXXX
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Tabla 14: Variedad 15J-0208 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculaciéon. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

0208 4 o O S 0
lerdia | vV | Vv | Vv |V | V|V | V| V|V | V
2dodia | V | V | V | YV | V |V |V |V |V |V
Serdia | Vv | Vv | Vv | Vv |V | VIV | V|V |V
4todia | Vv | V | V | VI VIV |V IV IV |V
Stodia | V | V | V |V |V |V |V |V |V |V
6todia | Vv | V | V |V |V |V |V |V |V |V
7modia| v | VvV | VIV IV IV IV IV IV IV

Tabla 15: Vvariedad 15J-0209 con 9 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacién. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XxX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.
ler dia 4 \4 \'4 \4 X \4 \4 \'4 \4
2do dia | V \4 v v XX v \'4 \'4 v
3er dia Vv Vv X Vv XXX Vv Vv Vv 4
4to dia \4 Vo xxx | V| xxx | V Vv Vv v
5to dia \4 Vol xxx | V| oxxx |V v v v
6to dia X XX | XXXX | XX | XXXX | XXX XX XX XX
7mo dia X XX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXX | XXX

79



Tabla 16: Variedad 15J-0210 con 1 sujeto experimental. Presencia de sintomas en plantulas al ler,
2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacién. V= Sanas, x= Lesiones pequefias, xx=

Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta muerta.

15J-0210

ler dia
2do dia
3er dia
4to dia
5to dia
6to dia
7mo dia XX

=

XIS

Tabla 17: Variedad 15J-0211 con 7 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacién. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,
XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

ler dia \'4 \'4 \'4 Vv X \'4 \'4
2do dia \'4 \'4 \'4 XX XXX XX v
3er dia \'4 \'4 \'4 XXX XXXX XXX v
4to dia \'4 4 \'4 XXX XXXX XXX v
5to dia 4 XX XXX XXX XXXX XXXX XX
6to dia XX XXX XXXX XXX XXXX XXXX XXX
7mo dia XX XXX XXXX XXX XXXX XXXX XXXX
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Tabla 18: Variedad 15J-0212 con 6 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculaciéon. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.
ler dia \'4 \'4 \'4 \4 \'4 \'4
2do dia 4 4 \'4 Y v \4
3er dia X X X \'4 vV X
4to dia X X X \'4 \'4 X
5to dia XX XX XX \'4 Vv XX
6to dia XXX XXX XXX XX X XXX
7mo dia |  xxxx XXX XXX XX XX XXX

Tabla 19: Variedad 15J-0213 con 3 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacion. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XxX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

ler dia \'4 4 X

2do dia \'4 XX XXX
3er dia 4 XXX XXXX
4to dia \'4 XXX XXXX
5to dia \'4 XXXX XXXX
6to dia X XXXX XXXX
7mo dia XXX XXXX XXXX
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Tabla 20: Vvariedad 15J-0214 con 5 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculaciéon. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.
ler dia \'4 \'4 \4 \'4 v
2do dia \'4 \4 \'4 4 \4
3er dia \'4 \'4 \4 \'4 v
4to dia \'4 \4 XX \'4 \'4
5to dia v \'4 XXX v vV
6to dia XX XX XXXX XX XX
7mo dia XX XX XXXX XXX XX

Tabla 21: Vvariedad 15J-0215 con 9 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacién. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

ler dia \'4 4 4 \4 \4 \4 \4 \4 \4
2dodia | vV | vV | ¥V | V | VY | V | V | V | V
3erdia | V \'4 \'4 \'4 \'4 \'4 \4 \4 \'4
4odia | VvV | vV | YV | V | V | V |V |V |V
5to dia \'4 \4 \4 vV \4 XX \'4 XX XX
6to dia X Vv XX XX Vv XXX Vv XXX | XXX
7mo dia | xx Vv XXX | XX Vv XXX V| xxx | xxx
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Tabla 22: Vvariedad 15J-0216 con 9 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculaciéon. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,
XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

15J-0216 1

ler dia \'4
2dodia | V
3er dia \'4
.\/
.\/
X
X

4to dia
5to dia
6to dia
7mo dia

ESRSASANEN NV
< <SS S
ESRSASENEN ©

X KK E
X NN Es

X
X
X
X
X
X
X

SSRSANANE NN U
SSRSASANE NN O

X
X
X
X
X
X
X
X
X

Tabla 23: Variedad 15J-0217 con 9 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacion. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XxX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta
lerdia | V \'4 \4 \4 \4 \'4 4 4 \'4
2dodia | V 4 4 \4 v v \'4 \a 4
3er dia X Vv Vv 4 Vv 4 Vv X X
4to dia X \'4 \4 vV \4 \4 \'4 X X
5to dia | xx Vv Vv Vv Vv Vv Vv XX XX
6to dia | xxx Vv X XX XX XX XX | Xxx | xx
7mo dia | xxx \'4 X XX XX XX XX | XXXX | XXX
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Tabla 24: Vvariedad 15J-0218 con 8 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculaciéon. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.
ler dia v \'4 \'4 \'4 \4 \'4 \'4 \'4
2dodia | V v v v v \'4 vV v
3er dia \'4 4 \'4 \'4 XX Vv v XXX
4to dia \'4 4 4 \'4 XX \'4 V XXX
5to dia 4 \'4 \'4 \'4 XXX \'4 V| xxxx
6to dia V \4 V XXX | XXXX | XXX \'4 XXXX
7modia| V \'4 V| XXX | XXXX | XXX V| xxxx

Tabla 25: Vvariedad 15J-0219 con 5 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacién. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.
ler dia \'4 \'4 \'4 \'4 vV
2do dia \'4 \'4 \4 \'4 vV
3er dia \'4 \'4 \'4 \'4 vV
4to dia \'4 \4 \4 vV \'4
5to dia \'4 \'4 \'4 4 \4
6to dia XX 4 XX XX XX
7mo dia XX X XXX XXX XXX
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Tabla 26: Vvariedad 15J-0220 con 6 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al

ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacion. V= Sanas, x= Lesiones pequefas,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

ler dia \'4 \'4 \4 \'4 X \'4
2do dia \'4 4 \'4 V X \4
3er dia \'4 \'4 \'4 \'4 XX \'4
4to dia \'4 \4 XX \'4 XXX vV
5to dia XX XX XXX XX XXX XX
6to dia XXX XXX XXXX XXX XXXX XXX
7mo dia XXX XXX XXXX XXX XXXX XXX

Tabla 27: Variedad 15J-0221 con 5 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al

ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacion. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XxX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

ler dia \'4 \'4 \'4 4 \'4
2do dia v \4 v \'4 4
3er dia X Vv Vv Vv 4
4to dia XX Vv 4 Vv 4
5to dia XX XX XX Vv 4
6to dia XXX XXX XXX XX 4
7mo dia XXX XXX XXX XXX \'4
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Tabla 28: Vvariedad 15J-0222 con 9 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacion. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,
XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

15J-0222 1

ler dia
2do dia
3er dia

.\/
.\/
.\/
4to dia vV
.\/
.\/
.\/

ESRSASANEN NV
KK RE
SSESL NN -~
SSESL AN U1
ESRSASENEN O
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5to dia
6to dia
7mo dia

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
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Tabla 29: Vvariedad 15J-0223 con 7 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacion. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,
XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

ler dia \4 \4 \4 \4 \'4 \'4 \'4
2do dia \ 4 4 \a \a \a \a
3er dia XXX X X XXX XXX X X
4to dia XXX XX XX XXX XXX XXX XXX
5to dia XXXX XXXX XXX XXXX XXXX XXXX XXXX
6to dia XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX
7mo dia XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX
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Tabla 30: Variedad 15J-0224 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacion. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

0224 / 5 3 0 0
lerdia | V \'4 \'4 4 \'4 \'4 \4 \4 V V
2dodia | vV | V | V | YV | V |V |V |V |V |V
3erdia | V 4 \'4 vV 4 V \4 \4 V V
Ato dia | V 4 4 v \'4 \'4 \'4 \'4 \4 \4
5to dia | V vV \'4 vV \4 v \4 4 4 v
6to dia | V \4 \'4 \4 \4 4 \4 vV v v
7modia| Vv \'4 \'4 vV \'4 V vV vV 4 v

Tabla 31: Variedad 15J-0225 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacién. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

0 / 5 $ O 0
lerdia | Vv vV 4 Vv 4 v v v v v
2dodia | Vv | V | V | V| V |V | V| V|V |V
3er dia X X X X X X X X X X
4to dia XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX
Stodia | XX | XXX | XX XX XX XX XX XX XX XX
6to dia | XXX | XXXX | XXX | XX XX XX XX XX XX XX
7mo dia | XXX | XXXX | XXX | XX XX XX XX XX XX XX
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Tabla 32: Variedad 15J-0226 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacion. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta
muerta.

15J-0226 |

2 3 4 5 6 7 8 9
lerdia | vV | v | VvV | Vv | V|V | V| V|V |V
2dodia | Vv | V | V |V |V |V |V |V |V |V
3er dia XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX
4to dia XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX

5to dia XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX
6to dia XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX

7mMo dia | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX

Tabla 33: Variedad 15J-0227 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacién. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

0 / 5 : 0 0
lerdia | Vv vV 4 Vv 4 v v v v v
2dodia | vV | V | V | YV | V |V |V |V |V |V
3er dia X Vv v Vo xxx | V XX Vv Vv | xx
4to dia | xx Vv X Vo xxx | V XX | XX | XX | XXX
S5todia | xxx | XX | XX | xx | xxx | V | XX | xxx | xxx | xxx
6to dia | XXXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XX | XX | XXXX | XXXX | XXXX
7mo dia | XXXX | XXX | XXXX | XXX | XXX | XX | XXX | XXXX | XXXX | XXXX
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Tabla 34: Variedad 15J-0228 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculaciéon. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

0228 / 5 s 9 0
lerdia | V Vv Vv Vv Vv \'4 \'4 \'4 \'4 \'4
2dodia | v | V | Vv | V | V|V |V |V |V |V
3erdia | V Vv Vv Vv \'4 \'4 \'4 \'4 \'4 \'4
Atodia | V \'4 Vv VvV | o xx | xx | V 4 \'4 v
5to dia | XX | XX | XX | XX | XXX | xxx | xx | xx | xx | xx
6to dia | XXX | XXX | XXX | XXX | XXXX | XXXX | XXX | XXX | XXX | XXX
7mo dia | XXX | XXX | XXX | XXX | XXXX | XXXX | XXX | XXX | XXX | XXX

Tabla 35: Variedad 15J-0229 con 9 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculacion. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XxX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta

15J-0229 1 2 5 7 8 9
ler dia Vv 4 4 \'4 \'4 \'4 \'4 4 V
2dodia | VvV | vV | Vv | V | YV | V | V | V | V
3er dia Vv 4 4 \'4 vV \'4 vV 4 \4
4odia | Vv | Vv | YV | YV | V |V |V |V |V
5to dia | xxx V| xxx | xxx Vv \4 \'4 vV \4
6to dia | XXXX | XXX | XXXX | XXXX | XX | XXX | XX XX | XXX
7mo dia | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XX | XXXX | XXX | XXX | XXXX
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Tabla 36: Variedad 15J-0230 con 10 sujetos experimentales. Presencia de sintomas en plantulas al
ler, 2do, 3er, 4to, 5to, 6to y 7mo dia después de la inoculaciéon. V= Sanas, x= Lesiones pequefias,

XX= Lesiones evidentes en tallo, xxx= Lesiones presentes en tallo, hojas amarillas y xxxx= Planta

muerta.

0230 / 5 3 9 0
lerdia | V \'4 4 vV Vv v \4 \'4 X v
2dodia | V \'4 \'4 v Vv 4 \'4 vV | xx | V
3erdia | xx | xx | vV | xx | V \4 v Vo xxx | V
4to dia | xxx | xxx | VvV | xxx | V \4 \4 Vo xxx | V
5to dia | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX

6to dia | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX
7mMo dia | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX [ XXXX | XXXX | XXXX | XXXX | XXXX
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Durante el experimento las variedades 153-0201, 153J-0203 y 153J-0219, se
presentd una plaga, la cual provoc6 un amarillamiento en las hojas hasta su des-

hojamiento.

Se tomaron muestras donde se encontraba presente la plaga, identificandola como

Tetranychus sp. (Imagen 24)

Imagen 24: Tetranychus sp. causante del des-hojamiento en las variedades 15J-0201, 15-J0203
y 15J-02109.
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Porcentaje de plantas que presentaron la enfermedad.

Tabla 37: Datos de % de plantas que presentaron la enfermedad por variedad. En amarillo se

muestras las variedades resistentes al ataque.
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plantulas que fueron susceptibles en un 100% a P. capsici.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Aislamiento y caracterizacion de Phytophthora capsici

El aislamiento de P. capsici se realiz6 con muestras de suelo donde la incidencia de
la enfermedad fuera alta, asi como la manifestacion de esta afeccion en cultivos de
Capsicum annuum, con el fin de encontrar a este fitopatdégeno y aislar una cepa

virulenta.

Este procedimiento se realiz6 en medios de cultivo que favorecieran su crecimiento,
como el agar papa dextrosa y el agar jugo de verduras V8, los cuales fueron
suplementados con cloranfenicol para evitar el crecimiento bacteriano. A las colonias
que cumplian con las caracteristicas macroscoépicas de Phytophthora, se les realizo
un examen directo para verificar si sus estructuras correspondian al Oomyceto por
lo que una vez identificadas se seleccionaron los cultivos que no presentaran

contaminacion bacteriana con el fin de beneficiar el crecimiento del Oomyceto.

Aisladas las cepas se realiz6 la caracterizacibn macro y microscépica en los dos
medios de cultivo (V8 y PDA), encontrando que en general presentaron crecimiento
ilimitado, marcadamente radiado, de color blanca de aspecto vellosa-seca, al
reverso sin la difusién o presencia de pigmentos. Su micromorfologia se caracteriz6
por hifas cenociticas, hialinas y ramificadas, con la presencia de estructuras
especializadas como esporangios de forma ovalada, hialinos y papilados, cabe
resaltar que para visualizar estas estructuras fue de importancia la adiciéon de agua

he incubar la colonia al menos por 5 dias.

Se logro visualizar la liberacion de zoosporas y el nado de las mismas en el medio
acuoso en el que se encontraban. Con los resultados morfoldégicos se podia tener

certeza de que el microorganismo presente se trataba de Phytophthora, sin embargo
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este tipo de examenes no nos facilitan la identificacion hasta especie, por lo que fue
necesario realizarle PCR para su identificacion mediante la amplificacion del ADN de
las regiones ITS4 e ITS6 conocidos como indicadores universales®®, obtenida la
secuencia, se alineo con las depositadas en el banco de genes del National Center
for Biotechnology Information (NCBI, 2015), la cual revelé que coincidia con el

Oomyceto Phytophthora capsici.

Identificado el Oomyceto como Phytophthora capsici, se realizaron las pruebas de
virulencia a través de los postulados de Koch, utilizando plantulas de Lycopersicum
esculentum y Capsicum annuum, como hospederos. Obteniendo resultados
positivos, el 100% de las plantulas presentaron la enfermedad después de una
semana de su inoculacion, mostrando los signos caracteristicos de la enfermedad
presentes en plantas de donde se aisldé el fitopatdbgeno, se procedié con el
aislamiento de este microorganismo en plantas susceptibles, obteniendo el mismo

agente causal de la enfermedad P. capsici.

Germinacion

Las semillas de las 30 variedades de Capsicum annuum, en su mayoria presentaron
sus primeros brotes en un periodo de entre 6-11 dias después de establecidas
(tabla 38 y 39 del anexo D) predominando el dia 6, la variante 15J-0223 prolong6
su tiempo de germinacion notablemente a diferencia de las otras variedades, al
emerger 24 dias después de que se establecieron. Este dato se desvia en
comparacion de las demas variedades, marcando una dormancia inusual de la

especie.

Otra variable evaluada, es el porcentaje de germinacion de cada variedad de
semillas, considerandose en este experimento un rango entre 80-90% de

germinacion como aceptable, comparando los resultados (tabla 40, 41 del anexo

95



E y grafica 2), se observa que el 70% de las semillas tuvieron porcentajes de

germinacion aceptables, y el resto fuera de rango.

Estos resultados fuera de rango asi como la dormancia de la variedad 15J-0223, nos
indican que las semillas no tuvieron un almacenaje adecuado o en su transportacion
hasta el laboratorio, este factor es de gran importancia para que el embridon se
encuentre viable dentro de la semilla, por lo que la demanda de cuidados especiales
en el almacén es transcendental para garantizar la conservacion de su calidad; la
cual debe mantenerse durante el tiempo que permaneceran en condiciones de
almacenamiento y hasta el momento en que seran utilizadas. Dentro de los factores
que influyen en el deterioro de las semillas se encuentran el alto porcentaje de
humedad en el ambiente, las elevadas temperaturas, una concentracion dominante

de impurezas mezcladas y la presencia de plagas®®.

Por lo que es de suma importancia que al momento de almacenarse las semillas
deban de cumplir con estar secas, limpias, enteras, sanas y sin impurezas. Mientras
que el almacenaje debe ser en bodegas secas, higiénicas y libres de plagas, donde
los productos almacenados se mantengan frescos, secos y protegidos de insectos,

bacterias, hongos, roedores y pajaros.

Inoculacion de P. capsici.

Un factor primordial para la viabilidad de las zoosporas, es el tiempo de vida que
tienen fuera del esporangio, el cual es de una hora. En la primera inoculacion se
observé que las plantulas no mostraron signos de enfermedad, un resultado que se
esperaba, ya que el tiempo que transcurrié desde su liberacion hasta su inoculacion
fue de mas de una hora y media, por lo que las plantulas no presentaron ningun

signo relacionado.
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Con base en lo anterior, para la segunda inoculacion, se redujo el tiempo
transcurrido entre la liberacidon de las zoosporas y la inoculacion, este fue de maximo
treinta minutos. Obteniéndose que después de un dia de su inoculacion hubo
variedades que presentaron indicios de afecciones en por lo menos una plantula,
como lo fueron las variedades 15J-0202, 15J-0209, 15J-0211, 15J-0213, 15J-0220
y 15J-0230, indicando la susceptibilidad que tienen estas ante el patégeno, por lo
que las plantulas restantes presentaron signos de enfermedad hasta llegar a la

marchitez, mientras que los testigos no manifestaron la enfermedad.

Las variedades que mostraron resistencia a Phytophthora capsici fueron 15J-0201,
15J-0203, 15J-0205, 15J-0208 y 15J-0224 Criollo Morelos, esta ultima funcionando
como testigo positivo. Obteniendo que el 100% de las plantulas presentaron

resistencia, indicando que estas variedades son homocigotas a este gen.

Otras variedades como la 15J-0204, 15J-0207, 15J-0210, 15J-0215, 15J-0216, 15J-
0217, 15J-0219, 15J-0221 y 15J-0222, presentaron tolerancia al ataque de este
fitopatdgeno al encontrar que las plantulas presentaron signos hasta el sexto dia,
y ser lesiones pequefias 0 que no mostraron signos en hojas, llegando viables al
séptimo dia, lo que nos hace suponer que se tratan de variedades heterocigotas que

expresaron una codominancia o un caso de dominancia incompleta.

Las variedades 15J-0204, 15J-0207, 15J-0215, 15J-0216, 15J-0217, 15J-0218 y
15J-0221 muestran que no todas las plantulas inoculadas presentaron sintomas
ante la enfermedad causada por P. capsici, sefialando que poseen resistencia ante
el Oomyceto, por lo tanto la posibilidad de que se trate de plantulas heterocigotas

que hayan logrado expresar fenotipicamente el gen de resistencia.

Para finalizar la parte experimental se tomaron las plantulas enfermas para aislar el

agente causal. Corroborando de esta forma que los signos presentados fueron
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causados por P. capsici, al encontrar este fitopatdgeno en los medios de cultivo

donde se aislo.

Dentro de los resultados cabe afiadir que las variedades resistentes de acuerdo a lo
obtenido en el experimento 15J-0201, 15J-0203 y una susceptible a la enfermedad
15J-0219 presentaron des-hojamiento, por lo que se revisaron a detalle para
verificar si los signos que se presentaron fueron causados por el Oomyceto,
encontrando que la causa de estos signos fue por un &caro identificado como

Tetranychus sp.
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CONCLUSIONES

Se logré el aislamiento del Oomyceto P. capsici, presente en suelo donde se
encontraron plantas con signos caracteristicos de la enfermedad causada por este

fitopatdogeno. A demas de caracterizarlo macroscopica y microscopicamente.

Una vez aislado el patégeno se aplicaron los postulados de Koch para comprobar si
efectivamente el organismo aislado fue el causante del necrosamiento o

ahorcamiento en tallo, asi como la virulencia del mismo en plantas susceptibles.

Se identificaron 5 variedades 100% resistentes al indculo de P. capsici:

15J-0201
15J-0203
15J-0205
15J-0208
15J-0224 Criollo Morelos.

AN NN N

Las cuales no presentaron signos de enfermedad, comprobando de esta manera la
resistencia de estas variedades, las cuales se tenian como homocigotas para el gen

de resistencia.

Las variedades susceptibles (15J-024, 15J-0207, 15J-0215, 15J-0216, 15J-0217,
15J-0218 y 15J-0221) donde hubo plantas que presentaron tolerancia al in6culo de
P. capsici, se concluye que se tratan de plantulas heterocigotas, las cuales lograron
expresar fenotipicamente el gen de resistencia, por lo que se sugiere tomar la
progenie de estas y exponerlas ante el fitopatégeno para evaluar si estas presentan

resistencia ante el Oomyceto al expresar el gen que les confiere dicha cualidad.
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Generalizando los resultados en la Grafica 3, se observa que el 83.33% de las
variedades manejadas tuvieron susceptibilidad a P. capsici, y solo el 16.66%
presentan resistencia al 100%, datos que indican la importancia de seguir en busca
de generaciones que hereden este gen, el cual resulta importante para los
agricultores al poder evitar la pérdida de las cosechas, ademas de ofrecer un

porcentaje de germinacion entre 95- 100%.
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ANEXO A

Asa micologica

Porta objetos

Cubre objetos

Cajas Petri

Sacabocados de 8mm de diametro

Bisturi estéril

Campana de flujo laminar (Novatech)

Microscopio (Carl Zeiss)

Estereoscopio (Carl Zeiss)

Camara de Neubauer

4 charolas para germinacion de unicel con 200 pozos cada una.

Material biolégico

Suelo (Campo)

50 semillas de tomate variedad IMAD
50 semillas de pimiento variedad STEPHANIA

20 semillas de 30 variedades diferentes de Capsicum annuum

Reactivos

Jugo de verduras V8-AGAR (marca Herdez en México.)
CaCoOs
Agar (Bioxon)

Agar papa dextrosa (DIFCO)
Cloranfenicol (OFFENBACH)

Agua destilada estéril

Mechero (alcohol solido)

Reactivos
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Peat moss "Mezcla N°. 3” ( Sunshine)

Agua corriente

Vermiculita
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ANEXO B

Agar V8

Ingredientes de la férmula comun:

Jugo V8 (marca Herdez en México) .......ccocevvvvrcurennnns 200.0 mL
CaACO3. i .3.0g

FAY o 1= | R 10.0a 20g

AQUA....co i . 1 litro

Preparacion:

Se mezclan perfectamente todos los ingredientes y se esteriliza. La opacidad es
eliminada centrifugando parcialmente el jugo o filtrandolo primero con una capa
sencilla de papel filtro y luego una doble, o a través de una gasa. El jugo de verduras
V8-agar es un medio en el que esporulan muchos hongos; esta formula basica puede
ser modificada, haciendo variar la cantidad de jugo o de CaCOzs; en estos casos el

pH puede variar entre 7.0y 7.52
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ANEXO C

Agar Papa Dextrosa

Marbete para la elaboraciéon de Agar Papa Dextrosa (PDA), marca BD Difco®:

Base para cultivo de levaduras y mohos a partir de productos alimentarios y lacteos.
Cumple con las especificaciones USP/EP/JP, si procede.

Instrucciones: Suspenda 39 g del polvo en 1L de agua purificada. Caliente agitando
frecuentemente y hierva durante 1 minuto para disolver completamente el polvo.
Autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Para modificar la reaccion a un pH de 3,5,
enfrie la base a 45-50 °C y afiada asépticamente una cantidad adecuada de acido
tartarico al 10% estéril por cada litro de medio. Mezcle bien. No vuelva a calentar
el medio. Analice muestras del producto final para verificar su rendimiento usando
cultivos de control tipicos y estables.

Formula aproximada* por litro

Almiddn de patata (infusion)**............ 409
DEeXErOSa. .. 20,0 g
AQAr e 15,09

*Ajusta y/o complementada en la medida necesaria para cumplir los criterios de
rendimiento.

**Aproximadamente 200 g de infusion de patata.

Para uso de laboratorio ¢ pH final: 5,6 £ 0,2

Higroscopico « Manténgase el envase bien cerrado.
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ANEXO D

Tabla 38. Fecha de emergencia de las diferentes variedades de “Capsicum annuum”. DDE:

dias de emergencia después de establecida.

PLTID Fecha de Emergencia. DDE
15J-0201 23/04/2015 6 dias
15J-0202 23/04/2015 6 dias
15J-0203 23/04/2015 6 dias
15J-0204 23/04/2015 6 dias
15J-0205 23/04/2015 6 dias
15J-0206 23/04/2015 6 dias
15J-0207 25/04/2015 8 dias
15J-0208 23/04/2015 6 dias
15J-0209 25/04/2015 8 dias
15J-0210 26/04/2015 9 dias
15J-0211 28/04/2015 11 dias
15J-0212 26/04/2015 9 dias
15J-0213 28/04/2015 11 dias
15J-0214 28/04/2015 11 dias

15J-0215

28/04/2015
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dias de emergencia después de establecida.

Tabla 39. Fecha de emergencia de las diferentes variedades de “Capsicum annuum”. DDE:

PLTID Fecha de Emergencia. DDE
15J-0216 26/04/2015 9 dias
15J-0217 28/04/2015 11 dias
15J-0218 26/04/2015 9 dias
15J-0219 26/04/2015 9 dias
15J-0220 26/04/2015 9 dias
15J-0221 26/04/2015 9 dias
15J-0222 26/04/2015 9 dias
15J-0223 11/05/2015 24 dias
15J-0224 23/04/2015 6 dias
15J-0225 23/04/2015 6 dias
15J-0226 23/04/2015 6 dias
15J-0227 24/04/2015 7 dias
15J-0228 22/04/2015 5 dias
15J-0229 26/04/2015 9 dias
15J-0230 23/04/2015 6 dias
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Anexo E

Tabla 40. Numero de plantas emergidas y porciento de germinacion de estas antes de la

inoculacion.
PLTID N° De plantulas emergidas % De germinacion
hasta el 25 Mayo 2015
15J-0201 19 95
15J-0202 17 85
15J-0203 20 100
15J-0204 20 100
15J-0205 20 100
15J-0206 19 95
15J-0207 19 95
15J-0208 20 100
15J-0209 17 85
15J-0210 2 10
15J-0211 10 50
15J-0212 13 65
15J-0213 6 30
15J-0214 9 45
15J-0215 16 80

112



Tabla 41. Numero de plantas emergidas y porciento de germinaciéon de estas antes de la

inoculacion.
PLTID N° De plantulas emergidas % De germinacion
hasta el 25 Mayo 2015
15J-0216 19 95
15J-0217 18 90
15J-0218 16 80
15J-0219 12 60
15J-0220 12 60
15J-0221 9 45
15J-0222 17 85
15J-0223 10 50
15J-0224 20 100
15J-0225 18 90
15J-0226 19 95
15J-0227 18 90
15J-0228 20 100
15J-0229 18 90
15J-0230 19 95
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