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PROLOGO

El presente trabajo de investigacion estuvo enfocado al estudio de la
variabilidad y patogenicidad de cinco aislamientos de Phytophthora capsici
Leo., obtenidos de calabacita, pepino, jitomate, chile bell y chile manzano,
provenientes de distintas areas geogréficas de México, con la finalidad de
estudiar el comportamiento de dichos aislamientos en frutos de hortalizas
durante el almacenamiento, asi como en plantas en invernadero y la busqueda
de alternativas de manejo mediante la aplicacion de biocontroladores, dado que
P. capsici es considerado uno de los patdgenos mas agresivos y dafiinos a los
cultivos de importancia econdémica en México y el mundo, debido a su amplia
distribucion y adaptacién a condiciones ambientales y edaficas diversas.

La fesis esta integrada por cuatro capitulos, tres de los cuales son
articulos cientificos que corresponden a los capitulos 2, 3 y 4. Por el estilo de |a
tesis, en ocasiones fue necesario repetir cierta informacion. El' primer apartado
presenta aspectos generales del trabajo, abarcando Introduccion, Objetivos y
Revision de Literatura. En el capitulo ll, se presenta el estudio de la
patogenicidad de aislamientos de Phytophthora capsici en frutos de calabacita,
pepino, jitomate, chile bell y chile manzano en postcosecha. En el capitulo 11},
se estudia el comportamiento patogenico y variabilidad de los distintos
aislamientos de P. capsici en los cultivos horticolas. Finalmente, en el capitulo
IV, se reporta la evaluacion de fres productos biologicos comerciales
formulados a base de Bacilfus subtilis, Bacillus sp. y Trichoderma sp., para el
control del patogeno en hortalizas en invernadero.



INDICE DE CAPITULOS

PATOGENICIDAD, VARIABILIDAD Y MANEJO BIOLOGICO DE CINCO
AISLAMIENTOS DE Phytophthora capsici Leonian EN HORTALIZAS

ABSTRACT...

1. INTRODUCCION GENERAL...
2. OBJETIVOS GENERALES.............oo i e
3. REVISIONDE LITERATURA . .. ... e
3.1. CULTIVOS HORTICOLAS DE FRUTO ...,
3.1.1. CALABACITA (Cucurbita pepo L.) ..cove e
3.1.1.1. Generalidades del cUltivo...........ocooiiiiii i e
3.1.1.2. Produccion mundial............coo oo e
3.1.1.3. Produccion Nacional.............cooviiiiriciii e e
3.1.2. PEPINO (Cucumis sativtis |} ... ovevve e e
3.1.2.1. Generalidades del cultivo..............c.oen i
3.1.2.2. Produccion mundial...............c e

3.1,2.3. Produccion nacional. ..

3.1.3. JTOMATE (Lycopersicon escufentum Mill.) ...
3.1.3.1. Generalidades del cultivo...........ocoo i
3.1.3.2. Produccidn mundial.........cco oo
3.1.3.3. Produccion nacional.........coocov e ien i e e e

3.1.4. CHILE BELL (Capsicum annuum L.).......ccccoeeiiiiiiiiiiiei i e
3.1.4.1, Generalidades del CUltiVO............cceverin e
3.1.4.2. Produccion mundial..........ccoooee il

3.1.4.3. Produccion nacional...

3.1.5. CHILE MANZANO (Capsrcum pubescens Ruiz y Pavén)
3.1.5.1. Generalidades del CUltivo..........coioiviiii e e
3.1.5.2. Produccion MUNGIal...........ooeiere oo e
3.1.5.3. Produccion Nacional......... ..o ven e e e ey e

© O 0 ~N ~N O ® o kDW=

P I T G G A e
B R W NN 2 O



3.2. EL HONGO Phytophthora capsici Leonian.............cc.ooo e
3.2.1. Sintomas de laenfermedad.............occo i
3.2.2. Organismo CaUSAL..........oe o e e e
3.2.3. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia.............c..oooeo e
3.2.4. Diversidad genética...... ......coo oo i
3.2.5. Rango de hospedantes. ........cooviiiiis e e e e e
3.2.6. Estrategias de manejo... ...

3.3. BIOCONTROLADORES .. ..ot e et et e cee e
3.3.1. Estrategias de biocontrol............oco i
3.3.2. Trichoderma harzianum raza T-22... ..o

3324 PHC® T22% e,
3.3.3. Bacillus sp. .
3.3.3.1. PHC®HeaIthy Start®343
3.3.3.2. Bio-Raiz . ..o e,
4. LITERATURA CITAD A . . e e

INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Superficie sembrada, produccion, rendimiento y valor de la

produccién de la calabacita (Cucurbita pepo L) en el afio
agricola 2004... ..ot e e

Cuadro 2. Superficie sembrada, produccién, rendimiento y valor de la

produccion del pepino (Cucumis sativus pepo L.} en el afio
agricola 2004, ... e

Cuadro 3. Superficie sembrada, produccion, rendimiento promedio y valor

de la produccion del tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) en
el afio agricola 2004. ...

Cuadro 4. Superficie sembrada, produccion, rendimiento y valor de la

produccion del chile (Capsicum annuum L.} en el arfo agricola

Cuadro 5. Superficie sembrada, produccién, rendimiento y valor de la

produccion del chile manzano (Capsicum pubescens Ruiz y
Pavon) en el afio agricola 2004, ...................

14
15
16
17
18
19
19
20
22
24
24
25
25
26
27

10

13

14



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Paises productores principales de calabacita (Cucurbita pepo L.)
y su participacion en la produccién mundial (%) para el afio 1998
(Claridades Agropecuarias, 1999a)..............ooin s

Figura 2. Paises productores principales de pepino (Cucumis sativus L.) y
su participacién en la produccién mundial (%) para el afio 1998
(Claridades Agropecuatrias, 1999b)..................

Figura 3. Paises productores principales de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) y su participacién en la produccion mundial (%)
en 1998 (Claridades Agropecuarias, 1999¢).....................

Figura 4. Paises productores principales de chile (Capsicum annuum L.) y

su participacion en la produccién mundial (%) para el afio 1998
(Claridades Agropecuarias, 1999d)..............ooooei i

12



CAPITULO IL

PATOGENICIDAD DE AISLAMIENTOS DE Phytophthora capsici Leonian

EN HORTALIZAS EN POSTCOSECHA

1 INTRODUGCCION. ...ttt et et e et e e
2. 0BJETIVO. ..o e e e e
3. MATERIALES Y METODOS ... e
3.1, Material vegetal... ... .cooooi i e
3.2. Aislamientos de Phytophthora capsici Leonian..................o.cooee.
3.3. Reactivacion de los aislamientos... ...
3.4. Montaje del experimento..........oooiii
3.5. Variables evaluadas... .......o. oo e e
3.6. Disefio del experimento. ...
3.7. Analisis estadistico...........cooiiiini
4. RESULTADOS Y DISCUSION. ........ocooiiiiiiee i e
4.1. Incidencia de la pudricién de frutos inducida con cinco aislamientos
de Phytophthora capsiciLeo...........co.ooiviiviie i
4.1.1. Aislamiento de calabacita.............ccoo i
4.1.2. Aislamiento de pepine...... ..o e
4.1.3. Aislamientode jitomate...........cooo o
4.1.4. Aislamiento de chile manzano...........ocooceveeeii i
4.1.5. Aislamientode chile bell..............ooiiein
4.2. Severidad de cinco aislamientos de P. capsici. ................cocoein
4.2.1. Aislamiento de calabacita.............o oo
4.2.2. Aislamiento de pepino.... ..o e
4.2.3. Aislamiento de jitomate............ccoiii
4.2.4. Aislamiento de chile MANZANO. ... 1o e eee e et oo eeeee e e
425, Aislamientode chile bell.......oooii
5. CONCLUSIONES. ..ot e e e e
6. LITERATURACITADA .. ... e e
ANEXOS........oooiiicii

32
33
34
35
35
35
35
35
36
37
37
37
39

39
39
41
42
43
43
46
46
47
48
49
50
54
55
58



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Tratamientos, aislamientos de P. capsici, nimero de frutos y
repeticiones empleados en el experimento......................o.
Cuadro 2. Incidencia de la pudricion de frutos (%) inducida por los
aislamientos de P. capsici, 96 horas después de su inoculacion
en cinco hortalizas de fruto. ...
Cuadro 3. Comparacion de medias de la incidencia de la pudricién de
frutos (%) causada por P. capsici entre aislamientos y en frutos
inoculados a las 96 horas después de la inoculacion................
Cuadro 4. Severidad de la pudricion de frutos (mm) inducida por cinco
aislamientos de P. capsici, 96 horas después de su inoculacion
en cinco hortalizas de fruto. ...
Cuadro 5. Comparacion de medias de severidad (mm) entre aislamientos
y entre frutos inoculados a las 96 horas después de la
FNOCUIBCION. .. ... ot ies s e eee et eee ettt et es et se e een bt ses ees aneas

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Incidencia de la pudricion de frutos (%) inducida por P. capsic
aislado de calabaza e inoculado en frutos de calabacita (CB}),
pepino (PP), jitomate (JT), chile bell (BL) y chile manzano (MZ)
comparados con el testigo (TST) a las 96 horas después de la
inocutacion. ..o,

Figura 2. Incidencia de la pudricién de frutos (%) inducida por P. capsici
aislado de pepino e inoculado en frutos de calabacita (CB),
pepino (PP), jitomate (JT), chile -bell (BL) y manzano (MZ)
comparados con el testigo (TST) a las 96 horas despueés de la
3T oL 0] = o3 (o) o PO P PP

Figura 3. Incidencia de la pudricion de frutos (%) inducida por P. capsici
aislado de jitomate e inoculado en frutos de calabacita (CB},
pepino (PP), jitomate (JT), chile bell (BL) y chile manzano (MZ)

38

40

45

52

52

39

41



comparados con el testigo (TST) a las 96 horas después de la
INOCUIAGION. ... ..ot et e e e e e et et e e e ee s
Figura 4. Incidencia de la pudricion de frutos (%) inducida por . capsic
aislado de chile manzano e inoculado en frutos de calabacita
(CB), pepino (PP), jitomate (JT), chile bell (BL) y chile manzano
(MZ) comparados con €l testigo {TST) a las 96 horas después de
|2 INOCUIACION. .. ittt e e e e i e e e s e e e
Figura 5. Incidencia de la pudricién de frutos (%) inducida por P. capsici
aislado de chile bell e inoculado en frutos de calabacita (CB),
pepino (PP), jitomate (JT), chile bell (BL) y chile manzano (MZ)
comparados con el testigo (TST) a las 96 horas después de ia
INOCUIACION. ..o it e e e e e e e
Figura 6. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricién de
frutos (mm) inducida por P. capsici aislado de calabacita e
inocutado en frutos de calabaza (CB), pepino (PP), jitomate (JT),
chile bell (BL) y chile manzano (MZ). ..................
Figura 7. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricién de
frutos (mm) inducida por P. capsici aislado de pepino e inoculado
en frutos de calabacita (CB), pepino (PP), jitomate (JT), chile bell
(BL) y chile manzano (MZ). ........................
Figura 8. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricion de
frutos (mm) inducida por P. capsici aislado de jitomate e
inoculado en frutos de calabaza {CB), pepino (PP), jitomate (JT),
chile bell (BL) y chile manzano (MZ)..............c.co v,
Figura 9. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricién de
frutos (mm) inducida por P. capsici aislado de chile manzano e
inoculado en frutos de calabaza (CB), pepino (PP), jitomate (JT),
chile bell (BL) y chile manzano (MZ)..................co oo
Figura 10. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricién de
frutos (mm) inducida por P. capsici aislado de chile bell e
inoculado en frutos de calabaza (CB), pepino (PP), jitomate (JT),
chile bell (BL) y chile manzano (MZ)................coieiiiicn e,

42

43

44

46

47

48

50

51



CAPITULO Il

VARIABILIDAD Y PATOGENICIDAD DE CINCO AISLAMIENTOS DE

Phytophthora capsici L.eo. EN HORTALIZAS

1. INTRODUCCION.......oo e e

2. OBJETIVO...................

3. MATERIALES YMETODOS. ... e e eae
3. Material vegetal.......coo

3.2. Aislamientos de Phytophthora capsiciLeonian................c..ocoiienn e

3.3. Preparacion y cuantificacion del indculo............ooooo

3.4. Inoculacion de los aislamientos de P. capsSiCi...........cccooveeee i

3.5, Variables evaluagdas. .. ..o s e et e e e e e ans

3.6. Disefio del experimento...........ocoov i,

3.7 ANAISIS E8taG St GO .. et e e i
4. RESULTADOS Y DISCUSION ... e et e

41. Respuesta de aislamientos de P. capsici Leo. en plantas

de

17| F= | 1 Lol - P U

42, Respuesta de aislamientos de P. capsici Leo. en plantas

de

[0 =Y o115 o T PR

4.3. Respuesta de aislamientos de P. capsici Leo. en plantas
jitomate.............oo

4.4. Respuesta de aislamientos de P. capsici Leo. en plantas de chile

de

DRI . et e

4.5, Respuesta de aislamientos de P. capsici Leo. en plantas de chile
MANZANOD. .. ... eein it eateeneensae s eenvee een e aes s ean

5.CONCLUSIONES............ooiiii i e

6. LITERATURACITADA........................

62
63
64
65
66
66
66
66
67
67
68
68
69

69

71

73

75

7

82
83



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Tratamientos, hortalizas, unidad experimental y repeticiones
evaluados para determinar la variabilidad patogénica de P.
capsici Leo. en plantas de calabacita, pepino, jitomate, chile bell
Y Chile MaNZAN0......... .o e e e

Cuadro 2. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccion (%}
inducidos por cinco aislamientos de Phytophthora capsici en
plantas de calabacita (Cucurbita pepo L) a los 1 y 8 dias
después de la inoculacion (DD).... ...

Cuadro 3. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccidn (%)
inducidos por cinco aislamientos de Phyfophthora capsici en
plantas de pepino (Cucumis sativus L) a los dias 3 y 8
después de fa inoculacion (DDI)............

Cuadro 4. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccion (%)

“inducidos por cinco aislamientos de Phytophthora capsici en
plantas de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) alos 1y 5
dias después de la inoculacion (PDD......... oo

Cuadro 5. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccién (%)
inducidos por cinco aislamientos de Phytophthora capsici en
plantas de chile bell (Capsicum annuum L.} a los 1 y 5 dias
después de la inoculacion (DDV)............ccoo i

Cuadro 6. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccion (%)
inducidos por cinco aislamientos de Phytophthora capsici en
plantas de chile manzano (Capsicum pubescens Ruiz y Pavon)
alos 1y 4 dias después de la inoculacion (DDI)................... e

Cuadro 7. Promedio de la incidencia (%) y severidad (%) de la pudricion
de raiz, cuello y marchitez, inducidos por Phytophthora capsici
Leo. en plantas de calabacita, pepino, jitomate, chile bell y chile

manzano en la fecha final de evaluacién de cada especie

Cuadro 8. Promedio de la incidencia (%) y severidad (%) de la pudricién
de raiz, cuello y marchitez final, inducidos por cinco aislamientos
de Phytophthora capsici Leo. en hortalizas......................

68

69

71

73

75

77

78

79



CAPITULO IV.

MANEJO BIOLOGICO DE Phytophthora capsici Leo. EN CINCO
HORTALIZAS

1. INTRODUCCION. ... e e e e, 89
3. MATERIALES Y METODOS ...ttt 91
3.1, Material vegetal.........coocoiiiiiee e O
3.2. Aislamientos de Phytophthora capsiciLeonian......................c..e 1
3.3. Preparacion y cuantificacion del indculo.............coocooiviicin . N
3.4, Aplicacion de los biocontroladores..........ooccoeee v . 92
3.5, Variables evaluadas..........cc.cooev i e e, 92
3.6. Disefio del experimentO.......c.covvvvee i e eve e 93
3.7. Andlisis estadistico.........ccoco i . 93
4, RESULTADOS YDISCUSION..............oooeii e, 95
4.1. Manejo bioldgico de P. capsici Leo. en calabacita (Cucurbita pepo L)) 95
4.2. Manejo biclégico de P. capsici Leo. en pepino (Cucumis sativus L.}... 96
4.3. Manejo biolégico de P. capsici Leo. en tomate (Lycopersicon
OSCUIBIIUN ML), ..o oo es oo es oo OB
4.4. Manejo biologico de P. capsici Leo. en chile bell (Capsicum annuum
4.5. Manejo biologico de P. capsici Leo. en chile manzano (Capsicum
pubescens Ruizy Pavon)............coo i e, 102
B.CONCLUSIONES.........coo oo eviiieer i ees e ivis ceecveeee e evenen sa e, 105
6. LITERATURACITADA. ...ttt e eneens e 106



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Tratamientos, hortalizas, productos, repeticiones y nimero de
plantas evaluados para el manejo bioloégico de P. capsici en
plantas de calabacita, pepino, jitomate, chile bell y chile
11F= 1 VA=Y 3 [o TSP PPROURTPP

Cuadro 2. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccion (%)
inducidos por Phytophthora capsici en plantas de calabacita
{Cucurbita pepo L.) tratadas con diferentes biocontroladores a
los 3 y 9 dias después de Ila inoculacion

Cuadro 3. Incidencia de la enfermedad (%)} y porcentaje de infeccion (%)
inducidos  por Phylophthora capsici en plantas de pepino
{Cucumis sativus L.) tratadas con diferentes biocontroladores a
los 3 y 10 dias después de la inoculaciéon (DDD).........................

Cuadro 4. Incidencia de ia enfermedad (%) y porcentaje de infeccion (%)
inducidos por Phytophthora capsici en plantas de jitomate
{Lycopersicon escufentum Mill.) a los 2 y 8 dias después de la
inoculacion (DD).........cooo

Cuadro 5. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccion (%)
inducidos por Phyfophthora capsici en plantas de chile bell
{Capsicum annuum L.) tratadas con diferentes biocontroladores
alos 2 y 8 dias después de la inoculacién (DDI)........................

Cuadro 6. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccion (%)
inducidos por P. capsici en chile manzano (C. pubescens Ruiz y
Pavén) tratadas con diferentes biocontroladores a los 2 y 8 dias
despues de la inocutacion (DDI)..........coccoiiiiiiiii v e

94

95

o7

98

100

103



PATOGENICIDAD, VARIABILIDAD Y MANEJO BIOLOGICO DE CINCO
AISLAMIENTOS DE Phytophthora capsici Leonian EN HORTALIZAS

PATHOGENICITY, VARIABILITY AND BIOLOGICAL MANAGEMENT OF FIVE
1ISOLATIONS OF Phytophthora capsici Leonian IN VEGETABLES

Marian Guadalupe Hernandez-Arenas', Marcelo Acosta-Ramos®

RESUMEN

Cinco aistamientos de Phylophthora capsici
Leonian, cada uno obtenido de calabaza y
pepino provenientes de Morelos, jitomate y
chile bell de Sinaloa y chile manzano del
Estado de México, fueron inoculados en

~frutos hortalizas

y plantas de las
mencionadas, el objetivo fue evaluar la
agresividad y virulencia de los aislamientos
en posicosecha e invernadero y la eficiencia
de los productos comerciales T22° Healthy
Start® 3-4-3 y Bioralz®, para el manejo de P.
capsici. Se evalud la incidencia (%) y
severidad {mm) de la enfermedad y, en
frutos, didmetro de la lesibn (mm). Los
de P

presentando  la

aislamientos capsici  indujeron

lesiones, incidencia y
porcentaje de infeccién mayor al inocutarios
la especie dohde se aislaron originalmente.
La aplicacion de biocontroladores, no redujo
de manera significativa la incidencia o el

porcentaje de infeccidn en las plantas.
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ABSTRACT
Five isclations of Phytophthora capsici
Leonian, every one from each species, were
taken from zucchini sguash and cucumber
from Morelos, tomato and bell pepper from
Sinaloa, and Manzano chili pepper from the
State of Mexico. Then, the five isolations
were inoculated into the fruit and the plants
above mentioned. The aim was to evaluate
the aggressiveness and virulence of the
isolations in the postharvest and under
greenhouse conditions and the efficiency of
commercial products T22%°, Healthy Start® 3-
4-3 and Bioraiz®, for the management of P.
capsici. The incidence (%) and severity (%)
of disease and the diameter of the rotted
area (mm) on fruit were evaluated. All the
isclations produced rotting, but there was a
higher incidence of rottihg and infection
when the original plants were inoculated with
the isolations that were taken from the same
species. The application of biocontrol
products did not significantly reduce the
incidence of infection in plants.

Key words: Phytophthora capsici Leo.,
variability, aggressiveness, biocontrol.



1. INTRODUCCION GENERAL

La importancia de los cultivos horticolas en México es mayor afio fras
afio, principalmente las hortalizas de fruto y con destino al mercado exterior
debido a la aportacion de divisas. Ademads, dichas hortalizas son usadas como
alimento, dado que proporcionan vitaminas, sales minerales y nutrientes
esenciales al hombre (Pérez, et al., 1997). En el proceso productivo de todos
los cultivos existen una serie de factores que afectan el desarrollo 6ptimo de las
plantas de interés, tales como condiciones climaticas, edaficas y biologicas,
dentro de estas Ultimas, la presencia de plagas y enfermedades, minimiza de
manera importante la produccién y ganancias que se esperan obtener
(Namesny, 1996).

El género Phytophthora comprende alrededor de 60 especies y la
mayoria son patégenos importantes de las plantas cultivadas, entre ellos, una
de las especies mds dafiinas es P. capsici, descubierta por Ledn H. Leonian en
1922 en Nuevo México afectando pimiento {(Capsicum sp.) (Hausbeck y
Lamour, 2004) y en 1956 fué encontrada por Galindo en México dafiando chile
y después en calabaza, pepino, jitomate y fresa cultivos en los que ocasiona
dafos de 80 a 100% (Romero, 1988).

El hongo P. capsici afecta un amplio nimero de cucurbitdceas y
solanaceas alrededor del mundo, existen reportes de que afecta 49 especies
de plantas cultivadas, representadas por 14 familias, de las cuales ocho son
altamente susceptibles (Tian y Babadoost, 2004). Debido a este rango amplio
de hospedantes y su distribucion mundial, durante afios se ha supuesto la
existencia de variaciébn genética intraespecifica en aislamientos de
cucurbitaceas y solanaceas, debido al estudio de resistencia a fungicidas y
virulencia (Ristaino, 1990). La determinacién de la variabilidad entre
aislamientos de P. capsici es esencial para el desarrolio de medidas efectivas
de control de este patégeno en campos y almacenes (Tian y Babadoost, 2004),
pues se han observado diferencias en caracteristicas morfolégicas, culturales y
fisicas entre aislamientos de esta especie (Erwin, 1983).



El dafio que produce este patdgeno, se hace visible en raices, tallos e
incluso ramas y frutos en contacto con el suelo contaminado. En los frutos,
aparecen lesiones oscuras y aguanosas, posteriormente se desarrolla el
micelio del hongo en la superficie, causando pérdidas importantes durante el
almacenamiento  (Hausbeck y Lamour, 2004). Muchas de estas
contaminaciones ocurren desde el campo y no fueron percibidas en al
momento de seleccion o por un manejo deficiente durante el empaque
(Namesny, 1999), produciendo pérdidas econdmicas incluso durante la
comercializacion.

Por otro lado, la importancia e impulso que han tenido los medios
biolégicos para el manejo de enfermedades, sugieren su estudic y
determinacion de eficacia contra P. capsici. Existen numeroses organismos
empleados en la actualidad como agentes de biocontrol, entre los mas
importantes se encuentran los hongos micorrizicos arbusculares, especies del
género Trichoderma sp. y las rizobacterias promotoras de! crecimiento
(PGPRs), entre las cuales las méas conocidas pertenecen al género Bacillus sp.

(Cook, 1985), sin embargo, la eficacia de tales biocontroladores ha sido poco
estudiado en México.

A pesar de que existen trabajos previos que sefialan !a variabilidad y
formas de manejo de P. capsici, pocos 0 hinguno de ellos se ha realizado en
México, por lo que se desconace la situacién actual del patdgeno en este pais.
Por tal motivo, se plantea la presente investigacion como uha herramienta que
permita conocer la variabilidad y patogenicidad entre aislamientos de
Phytophthora capsici tanto en invernadero como en postcosecha, para
posteriormente desarrollar y evaluar métodos de manejo bioldgico que permitan

integrarse a un manejo integrado y con ello tratar de reducir las perdidas
ocasionadas por dicho patdgeno.
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2. OBJETIVOS GENERALES

Conocer la variabilidad entre aislamientos de Phytophthora capsici
provenientes de distintas dreas geograficas y especies de hortalizas en
invernadero y postcosecha.

Determinar la patogenicidad de cinco aislamientos de P. capsici
obtenidos y reinoculados en calabacita, pepino, jitomate, chile bell y chile
manzano.

Evaluar el efecto de biocontroladores en el manejo de P. capsici en
cinco hortalizas de fruto.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. CULTIVOS HORTICOLAS DE FRUTO

Las hortalizas en México, constituyen uno de los subsectores en la
agricultura nacional que guarda una singular importancia debido a tres factores
fundamentales (Claridades Agropecuarias, 1899c¢):

a) El alto valor de la produccion, ya que es una de las areas en las que los
costos de produccion y la inversion son elevados.

b) Las divisas que genera para el pais, ya que una parte importante de la
produccion tiene una acentuada vocacion exportadora.

¢) La capacidad generadora de empleos, muy superior a otros productos.

3.1.1. CALABACITA (Cucurbita pepo L.)
3.1.1.1. Generalidades del cultivo

La calabacita es una hortaliza perteneciente a la familia de las
Cucurbiticeas teniendo su origen en México, Centroamérica y Sudamérica,
cuya aplicacion principal es el consumo de sus flores, semillas y mayormente
frutos en estado joven, sin haber alcanzado su tamafio definitivo, empleandolos
en una gran variedad de usos culinarios (Maroto, 1989). El color del fruto es
variable, se les encuentra desde blancos, amarillos, siendo los verdes los mas
frecuentes y utilizados en México (Pérez, et al., 1997). La cosecha de frutos es
escalonada y se realiza manuaimente ya que la epidermis de estos es
sumamente delicada y sensible a todo tipo de maltrato, por lo que es altamente
perecedera, durando de 1 — 2 semanas en calidad comercial (Decoteau, 2000).
El tipo de empaque varia de acuerdo al destino de venta y la demanda de
estos; desde cajas de cartdén recubiertas con lamina plastica y papel para
absorcion de humedad, separacion de frutos (mercado de exportacion) y cajas
de carton simples (Maroto, 1989); mientras que en México, las mas comunes
son cajas de madera recubiertas con papel y hojas de la misma planta.



3.1.1.2. Produccién mundial 7

México se ubica, de acuerdo a la FAO, como el primer pais exportador
de calabacita, con cerca del 40% de las exportaciones mundiales, sin embargo,
los pafses productores principales son india, China, Rumania, Ucrania y
México (Figura 1).

La venta de calabacita al extranjero, a pesar de no alcanzar los
volumenes de otras hortalizas como el jitomate y pepino, se ubica como
'aquellas de segunda importancia, de tal forma que su participacion dentro del
total de los vollimenes exportados es de cerca del 7% (Claridades
Agropecuarias, 1999a).

India
Otros 30%
40% 7 7 z
. ,
.México Ucrania  Rumani China
4% na 15%

4% 7%

Figura 1. Paises productores principales de calabacita (Cucurbita pepo L.} y su

participacion en la produccion mundial (%) para el afio 1998 (Claridades
Agropecuarias, 1999a).

3.1.1.3. Produccion nacional

La calabacita (Cucurbifa pepo) es la Unica especie del género Cucurbita,
que se cultiva a nivel comercial en México, destinAndose gran parte de la
produccién para el mercado de .exportacién a los Estados Unidos y Canada
principalmente (Pérez, et al., 1997). De acuerdo con la SAGARPA (2005), los
estados productores principales por superficie sembrada fueron: Puebla,
Sonora, Hidalgo, Sinaloa y Morelos entre ofros, los cuales generaron un valor
de la produccion de $1' 122, 930, 446 pesos (Cuadro 1).



Cuadro 1. Superficie sembrada, produccién, rendimiento y valor de la
produccion de calabacita (Cucurbita pepo L.) en el afio agricola 2004.

Estado Superficie Produccion Rendimiento Valor
Sembrada (Ton) (Ton/Ha) Produccion
(Ha) (Pesos)
Puebla 4,006 41,516 11.15 105,042,065
Sonora 2,398 41,685 17.60 178,272,153
Hidalgo 2,118 21,189 11.03 83,118,225
Sinaloa 2,006 36,547 23.83 190,740,100
Morelos 1,672 28,423 16.99 110,759,180
Oftros 9,898 144,322 14.568 454,998,723
Total 22,098 313,682 15.06 1'122,930,446

Fuente: SAGARPA (2005).

3.1.2. PEPINO (Cucumis sativus L.)
3.1.2.1. Generalidades del cultivo

El pepino es otro integrante de la familia Cucurbitaceae, originario de la
India y cultivado en Asia desde hace 3,000 arios, posteriormente conocido en
Grecia, Italia y China, distribuyéndose por toda Europa en el afio 1300 e
introducido a América en 1539 (Decoteau, 2000), sin embargo, Maroto (1989),

menciono que su origen mas probable fue en Africa, donde ya era conocido por
los egipcios. '

Esta hortaliza se utiliza principalmente para ensaladas, encurtidos,
aceite comestibie de sus semillas e incluso sus hojas tiernas como un sustituto
de las espinacas (Messiaen, 1979). Los frutos son de tamafio y forma muy
variable (oblongos, cilindricos, alargados) y su epidermis puede ser de color
amarillo, verde, blanco, aungue significativamente mas gruesa y resistente al
maltrato en postcosecha que la calabacita; la pulpa es siempre blanca y con
alto contenido de agua (Maroto, 1989).

La cosecha de los frutos es escalonada por un periodo de un mes
aproximadamente, aunque la produccién se incrementa con el cultivo en
invernadero, donde también los rendimientos que aicanza son mayores que en
campo abierto. Los frutos son cosechados, lavados con cloro, agua caliente,
cepillados, secados y recubiertos de cera especial para posteriormente



seleccionarlos por calibres, de acuerdo a la longitud, uniformidad en color, etc.
(Decoteau, 2000). El tipo de empague més utilizado son cajas de cartén
enceradas y puede tener una vida postcosecha de 20 a 30 dias a una
temperatura de 20°C (Namesny, 1999).

3.1.2.2, Producciéon mundial

El cultivo de pepino se realiza practicamente en todo el mundo. De
acuerdo a Claridades Agropecuarias (1999b), aproximadamente el 70% de la
produccién mundial de pepino se encuentra concenfrada en cinco paises,
China, Iran, Turguia, Estados Unidos y Japon (Figura 2).
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Figura 2. Paises productores principales de pepino (Cucumis safivus L) y su

participacion en la produccion mundial (%) para el afioc 1998 (Claridades
Agropecuarias, 1999b).

3.1.2.3. Produccién nacional

Actualmente, México es el segundo exportador mundial de esta hortaliza
y el primer proveedor del mercado americano de pepino. La produccion
principal se lleva a cabo en el estado de Sinaloa, en el noroeste del pais,
aprovechando las ventajas que le proporciona la cercania del mercado
estadounidense y la explotacion de un nicho de mercado para hortalizas de
invierno  {Claridades Agropecuarias, 1999b). Otros estados productoreé
importantes en México son: Morelos, Michoacan, Baja California y Jalisco entre
otros (Cuadro 2), los cuales tienen como destino de venta principalmente el
mercado nacional (SAGARPA, 2005), generando ganancias econdmicas



importantes para los horticultores, a pesar de que se requiere una inversion
inicial alta.

Cuadro 2. Superficie sembrada, produccion, rendimiento y valor de la
produccion del pepino (Cucumis sativus pepo L.) en el afio agricola 2004.

Estado Superficie Produccién Rendimiento Valor
Sembrada (Ton) (Ton/Ha) Producciéon
(Ha) (Pesos)

Sinaloa : 4,351 145,360 33.79 285,499,950
Morelos 1,563 33,311 22.58 79,173,170
Michoacan 1,190 23,482 20.29 48,149,353
Baja California 1,148 33,714 29.36 240,370,586
Jalisco 667 11,448 17.32 27,097,930
Otros 5,018 103,369 20.59 232,433,757
Total 13,937 350,684 25.44 912,724,746

Fuente: SAGARPA (2005).

3.1.3. JITOMATE (Lycopersicon escufentum Mill.)
3.1.3.1. Generalidades del cultivo

El tomate o jitomate pertenece a la familia Solanaceae, al igual que el
chile (Capsicum annuum L.}, papa (Solanum tuberosum L.), betenjena
(Solanum melongena L.), entre ofras, siendo la hortaliza mas extensamente
cultivada a nivel mundial después de la papa. Es originaria de Centroamérica,
especificamente de México, Peru, Bolivia y Ecuador, donde aun se encuentran
parientes silvestres comestibles (Pérez, et al, 1997). Su nomenclatura se
deriva de los términos aztecas “tomatl” y “xitomate” y en un principio fue
utilizada como planta ornamental en su introduccién a Europa en el siglo XVt y
a mediados del siglo XVl ya era cultivada como alimento en italia (Messiaen,
1979). Su contenido alto en vitaminas hace al tomate una hortaliza fundamental
y de gran uso en [a alimentacion mundial actual, pues contiene vitamina A, By
C, acido cifrico, acido malico y pectina (Decoteau, 2000). El tomate es una
hortaliza de alto valor econdmico y un cultivo exigente, ya que se deben cuidar
la seleccion de hibrido o variedad, sustrato para el cultivo sin suelo,
fertilizacidn, riegos, pedas, factores bibticos y abidticos, etcétera, con el fin de
que la planta pueda expresar su maximo potencial productivo y asi obtener la
mayor cosecha posible (Nuez, 2001). '



La ultima fase en el proceso productivo es la recoleccién, la cual se lleva
a cabo principalmente a mano, de forma escalonada y en estado verde-maduro
o pintén con destino al mercado en fresco, ya sea para el pais o el extranjero.
Los frutos pasan por un proceso de lavado, seleccién por color, tamafo,
firmeza, etc., separando aquellos frutos con defectos fisicos o enfermos, de
manera manual o con magquinaria automatica (Maroto, 1989). Después de esto,
se da el empaque, utilizando materiales diversos como madera, carton y
plasticos, ademas de una gama amplia de tamarios, de acuerdo a las
exigencias del mercado y con el cuidado necesario, ya que es durante el
proceso de empaque y comercializacion cuando se pierde del 11 al 14% del
fomate, en su mayor parte debido a la accién de patégenos, siendo
principalmente causada por hongos (Nuez, 2001). Una vez empacados los
frutos, se pueden almacenar con temperaturas que van de los 7 a 15°C, con lo
que tendran una vida Utit de hasta tres semanas, dependiendo del estado de
madurez en que se encuentren (Namesny, 1999).

3.1.3.2. Produccion mundial

De acuerdo con datos de Claridades Agropecuarias (1999c}), para 1998,
paises como Estados Unidos, Turquia, Italia, Egipto e india acapararon el
mayor porcentaje de la produccién mundial de tomate (Figura 3).
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Figura 3. Paises productores principales de tomate (Lycopersicon escufentum Mill.) y

su participacion en la produccién mundial (%) en 1998 (Claridades Agropecuarias,
1999¢).



Durante el afio 2000, el tomate ocupo casi tres millones de hectéreas
cultivadas y un volumen de produccion superior a los setenta millones de
toneladas, siendo Egipto, Marruecos, Turquia, China, ltalia, Espafia, Grecia,
Estados Unidos, México y los paises Centroamérica los productores
principales, concentrando el 75% de la oferta mundial de producto fresco
{Nuez, 2001).

3.1.3.3. Produccion nacional

En México, el jitomate se ubica entre las cuatro hortalizas mas
importantes cultivadas a campo abierto, incrementandose cada vez mas el
cuitivo bajo invernadero y cubiertas plasticas, con una superficie aproximada de
78,000 hectareas, con lo que se genera el 22% de las divisas por
exportaciones agricolas (Nuez, 2001).

Los estados de Sinaloa, Baja California Norte, Morelos, San Luis Potosi
y Michoacan son los productores principales para consumo nacional y mercado
externo (Pérez, et al., 1997), generando en conjunto un valor de la produccion
de $ 3, 672, 754, 414 pesos (Cuadro 3) con destino a los Estados Unidos y
Canada principalmente, y el norte de Europa, situando a Mexico como el
segundo pals exportador a nivel mundial (Nuez, 2001).

Cuadro 3. Superficie sembrada, produccion, rendimiento promedio y valor de la
produccion det tomate (Lycopersicon escufentum Mill.) en el afio agricola 2004.

Estado Superficie Produccién Rendimiento Valor
Sembrada (Ton) {Ton/Ha) Produccién
(Ha) (Pesos)
Sinaloa 10,202 346,768 34.05 1,281,191,400
San Luis Potosi 5,470 105,585 26.26 698,855,487
Michoacan 4573 132,370 29.36 699,676,138
Jalisco 1,861 67,311 36.22 540,808,000
Nayarit 1,079 19,840 19.99 37,412,200
Otros 4,360 111,631 25.60 414,811,189
Total 27,545 783,505 30.48 3,672,754,414

Fuente: SAGARPA (2005).
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3.1.4. CHILE BELL (Capsicum annuum L.)
3.1.4.1. Generalidades del cultivo

Ei chile es una planta perteneciente a la familia Solanaceae, tuvo su
origen en América Central, considerando a México como centro de origen
primario y Guatemala como secundario (Decoteau, 2000), sin embargo, Maroto
(1989) menciond el area de Peru y Bolivia como centro de origen de esta
planta, de donde se expandié al resto de Centroamérica, posteriormente se
introdujo a Europa a través de Esparia por medio de Col6n en su primer viaje y
para el siglo XV1 ya estaba distribuido por otros paises de Europa, Asia y Africa
(Sobrino, 1989). El genero Capsicum comprende de 20 a 30 especies en los
tropicos y subtropicos de Sudameérica, reconociéndose principalmente cinco
especies cullivadas: C. annuum L., C. chinense Jacquin, C. pendulum
Willdenow, C. frutescens L. y C. pubescens Ruiz y Pavoén, este Ultimo conocido

en nuestro pais con el nombre comin de chile manzano (Pérez, et al., 1997).

El chile bell o chile morrén, poseé una gran variabilidad de tamainios,
formas, colores y sabores (Decoteau, 2000), sin embargo {os mas comunes
son los verdes y duices, los cuales tienen aito contenido en vitamina A y C,
potasio y &cido ascorbico (Maroto, 1989). Su cultivo en México se da a campo
abierto y bajo invernadero; su ciclo de produccion va de los 70 a 90 dias
después del trasplante, dependiendo de la variedad o hibrido. La cosecha se
realiza de manera manual y escalonada cada 7 a 12 dias, para el mercado en
fresco los frutos habran alcanzado su tamario 6ptimo de 8 a 10 cm de largo por
lo mismo de ancho, asi como el contenido de sdlidos solubles necesario y
manteniendo su color verde. Posteriormente, los frutos pasan por un proceso
de lavado, seleccion por tamafio y color, después el empaque en charolas o
cajas de carton y finalmente su almacenamiento a una temperatura de 10°C,
manteniéndose en buenas condiciones hasta por dos semanas (Decoteau,
2000). Se calcula que un 40% de las pérdidas del pimiento en poscosecha se

debe a enfermedades de origen infeccioso, causadas principalmente por
hongos (Namesny, 1999).
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3.1.4.2. Produccion mundial

Los paises productores principales de chile verde, incluyendo todas sus
variedades son Turquia, México, Espana, Nigeria y Estados Unidos (Figura 4).
Los intercambios comerciales estan concentrados en ftres areas: para
abastecimiento en Europa, principalmente de la Cuenca del Mediterrdneo, la
produccion de México para Estados Unidos principalmente y la que se produce en
el este asiatico, con producto proveniente de China e India, para abastecer a
paises como Singapur o Hong Kong (Namesny, 1896).

Nigeria Turquia

Mexico 6% 7%

" Otros
70%

. Figura 4. Paises productores principales de chile (Capsicum annuum L) y su

parficipacion en la produccion mundial (%) para el afio 1998 (Claridades Agropecuarias,
1999d).

3.1.4.3. Produccion nacional
En México, el chile ha sido cultivado y usado como alimento en la dieta
diaria de la poblacién desde tiempos precolombinos; después del jitomate y la

papa, el chile es la solandcea mas importante como condimento, en conserva,
fresco o seco, etcétera (Sobrino, 1989).

El chile representa hoy en dia, uno de los culiivos principales de la
agricultura de riego en los estados del Centro y Norte del pafs, siendo los estados
productores principales Chihuahua, Sinaloa, Zacatecas y Durango. Sin embargo,
datos especificos para chite bell muestran que la produccion se concentra en tres
estados principalmente, Baja California, Baja California Sur y Sinaloa (Cuadro 4),
con destino al mercado de exportacion en Estados Unidos (SAGARPA, 2005).
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Cuadro 4. Superficie sembrada, produccién, rendimiento y valor de la produccion
del chile (Capsicum annuum L.) en el afio agricola 2004.

Estado Superficie Produccion  Rendimiento Valor
Sembrada {Ton) (Ton/Ha) Produccion
(Ha) (Pesos)

Baja California 67 1,256 18.74 6,673,058

Baja California 163 10,547 864.71 84,381,840

Sur

Sinaloa 1,400 53,069 38.11 496,665,900

Total 1,630 64,872 39.98 587,720,798

Fuente: SAGARPA (2005).

3.1.5. CHILE MANZANO (Capsicum pubescens Ruiz y Pavon)
3.1.5.1. Generalidades del cultivo

Eif chilte manzano es originario de las partes altas de Sudamérica,
principalmente de Bolivia, Peri y Chile; y se le encuentra desde México hasta
Pert. Su cultivo se ubica en las tierras altas de América central y Sudameérica,
conocido en Sudamérica como ‘rocoto” y en México como manzano o peron. Se
distingue por sus flores moradas, frutos de color amarillo, naranja e incluso rojos y
semilla negra; tolera temperaturas frescas (5 a 21.5°C), pero, no tolera heladas
(Cano, 1998). En México, generalmente se cultiva entre los 1,700 y 2,500 metros
de altitud, es decir, es una planta que se adapta en regiones con climas
templados y frios como Zitdcuaro, Tacdmbaro y Morelia en el estado de
Michoacan, Coatepec de Harinas y San Miguel Tlaixpan en el Estado de México;
Zacapoaxtla y Tlatlauquitepec en el estado de Puebla, entre otros.

Existe una gran diversidad de este tipo de chile en cuanto a color, forma y
tamario del fruto; por lo comun, los frutos anaranjados son mas preferidos que los
amarillos y rojos, mientras que los de forma de manzana o cuadrada se prefieren
sobre los que presentan una forma de pera. La produccion de chile manzano, se
realiza en huertos semicomerciales, no mayore's de cinco hectareas, donde
generalmente se le encuentra asociado con arboles frutales avejentados de

aguacate y durazno, que le proporcionan sombra y sirven de tutores a las plantas
(Pérez, et al., 1997).
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3.1.5.2. Produccion mundial

Debido a la rusticidad de este cultivo y a su alto nivel de pungencia, lo que
lo ubica entre los chiles mas picosos, ef chile manzano es poco conocido a nivel
mundial, exceptuando los paises centro de origen que cuentan con especies
criollas y silvestres, principalmente para consumo local (Cano, 1998).

3.1.5.3. Produccion nacional

En México, la produccion de chile manzano ha tenido mayor aceptacion en
los Ultimos 10 afios, sin embargo debido a la falta de variedades y poco estudio
en el mejoramiento genético, su distribucidn ha quedado restringida al Estado de
México donde se localizan alrededor de 143 hectareas sembradas (Cuadro 5), las
cuales generan un valor mayor a los $11, 340, 000 pesos (SAGARPA, 2005).

Cuadro 5. Superficie sembrada, produccion, rendimiento y valor de la produccion
del chile (Capsicum pubescens Ruiz y Pavon) en el afio agricola 2004.

Estado Superficie Produccion Rendimiento Valor
Sembrada {Ton) (Ton/Ha) Produccion
(Ha) (Pesos)
México 143 652 - 455 11,340,000
Total 143 652 4.55 11,340,000

Fuente: SAGARPA (2004).

3.2. EL HONGO Phytophthora capsici Leonian

Este patdgeno fué descubierto por Leon H. Leonian (1922) en la estacion
de investigacion agricola “Las Cruces” en Nuevo México, describieéndola como:
“Una nueva especie causante de dafios considerables en chile (Capsicum sp.)’,
segun lo menciond Galindo (1960). De acuerdo con Hausbeck y Lamour (2004), el
primer reporte de P. capsici en una cucurbita fue en 1937 en pepino, donde causé
pudriciones del 100% en los frutos y plantas. Para 1940, ya habia reportes en
berenjena (Solanum melongena L), melon (Cucumis melo L), calabacita
(Cucurbita pepo L.) y tomate (Lycopersicon esculentum Mill.). En México, fué
encontrado por Galindo (1956) en chile, después en calabaza, jitomate y fresa
(Galindo, 1960). Este patdgeno causa dafios cercanos al 80% en las zonas
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dedicadas a la produccién de chile y, en términos generales, aproximadamente el
40% de las plantas de chile en nuestro pais mueren anualmente por esta
enfermedad (Romero, 1988).

3.2.1. Sintomas de la enfermedad

Ej hongo es capaz de afectar cualquier parte de la planta, asi como todos
fos estados fisiologicos; en plantulas es especialmente grave, puede causar
muerte antes de la emergencia, pudricion de! tallo y muerte por damping-off, ya
sea en campo, semillero o alméacigo (Mendoza, 1996; Blancard, ef al., 2000). En
la mayorfa de las ocasiones, lo tipico es que el hongo inicie su ataque a nivel del
cuello de las plantas, presentando en éstas la clasica mancha oscura en el tallo,
el ahorcamiento e interrupcién de la savia, con lo que la planta presenta una
marchitez rapida e irreversible, siempre sin amarillamiento previo (Namesny,
1996). Las plantas infectadas por P. capsici generalmente inician con una ligera
marchitez, adquieren un color café o negrusco en las raices o la base del tallo,
produciendo ahorcamiento, necrosis, pudriciones aguanosas en las hojas, frutos
cercanos al suelo, etc., y marchitez total después de 3 o 4 dias, dependiendo del
hospedante (Tian y Babadoost, 2004; Mendoza, 1996).

En ocasiones, dado que es un hongo del suelo, los salpiques de tierra
contaminada, causadas simplemente por la lluvia o agua de riego, pueden
propiciar la infeccidn de frutos localizados en las partes mas inferiores de la
planta, e incluso zonas del tallo, ramas y hojas {Namesny, 1996). Cuando se
producen lluvias o después de riegos pesados, que provocan salpiques, la
apariciéon de manchas sobre las hojas, necrosis de los apices, tallos y frutos es
mas comun, con lo que el porcentaje de pérdida del cultivo es mayor,
especialmente en calabaza y pepino, produciendo mortandad en plantulas vy
plantas adultas (Blancard, et al., 2000).

En frutos, inicialmente aparecen lesiones oscuras y aguanosas,
posteriormente (2 a 3 dias después), aparece el micelio del hongo en la superficie
del fruto, dependiendo de las condiciones ambientales, como temperatura y
humedad (Hausbeck y Lamour, 2004). Sin embargo, también se mencionan
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ataques sobre frutos en postcosecha, debido al almacenamiento de producto que
ha sido infectado desde el campo y que no fué percibido al momento de la
seleccion o por un manejo deficiente durante el empaque (Namesny, 1999). En
estudios realizados por Bowers y Mitchell (1991) citados por Campbell (1994) se
encontrd que se puede inducir una mortandad en chile del 10 al 35% teniendo una
sola oospora de P. capsici por gramo de suelo y se incrementé al 100% de

mortandad cuando se encontraron 91 oosparas por gramo de suelo.

3.2.2. Organismo causal

Las especies del género Phytophthora son mas cercanas a las algas no
fotosintéticas y pertenecen al Reino Chromista, Phylum Oomycota, Orden
Peronosporales, Familia Pythiaceae (Kendric, 2000). Las caracteristicas comunes
de Phytophthora incluyen hifas aseptadas con ligeras constricciones en el angulo
de ramificacién, con esporangidforos de crecimiento indeterminado, poseen
esporangios de formas diversas y zoosporas biflageladas lateralmente dentro de
los esporangios (Mitchell y Kannwischer-Mitchell, 1990).

La descripcion de P. capsici de acuerdo a Stamps, ef al. (1990), esta
basada en caracteristicas morfoldgicas y culturales; poseé esporangios papilados,
en ocasiones con més de una papila, crecimiento simpodial simple; pedicelo sésil
de 50 um o mas, de forma elipsoidal, ovoide, obpiriforme de 45 a 75 pm o mayor,
esporangiéforos de crecimiento aéreo de forma estrellada en PDA. Pertenece al
Grupo Il de Waterhouse, siendo una especie heterotalica con anteridio anfigeno
claviforme, forma elongada y cilindrica, con cogonio esférico terminal de 30 a 40
pm y oosporas lisas, apleréticas y de 20 a 40 ym (Romero, 1988).

Con el avance de la tecnologia, se han desarrolladoe meétodos para
simplificar y agilizar la identificacion de aislamientos a nivel de especies,
incluyendo el uso de proteinas, isoenzimas, serologia, fragmentos de restriccion
de polimotfismos largos (RFLP), analisis de DNA nuclear y mitocondrial y mas
recientemente andlisis de los espacios internos transcritos (ITS) del DNA
ribosomal (fDNA). Algunos de estos métodos son ventajosos porque no se
requiere el aislamiento del patégeno y la amplificacion de la reaccién en cadena
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de la polimerasa (PCR) se puede llevar a cabo del DNA del tejido infectado, lo
cual es importante bara el rapido diagnostico de la enfermedad e incluso, para
encontrar diferencias o particularidades entre aislamientos de diferentes
hospedantes o de distintas areas geograficas (Martin y Tooley, 2004).

3.2.3. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

Los propagulos de los patdgenos del suelo, sirven como punto de inicio
para las enfermedades de las raices, éstos pueden ser cualquier parte o
fragmento del hongo, desde un segmento de hifa hasta esporangios, zoosporas y
oosporas (Galindo, 1960). En el caso de F. capsici, el cual tiene un ciclo de vida
policiclico, los propégulos se pueden transportar por medio del viento cuando
afectan las partes aereas de la planta y, principalmente, a través del agua del
suelo, dando como consecuencia una infeccidn primaria, la cual se lleva a cabo
por el crecimiento micelial de estos propagulos (Campbell y Benson, 1994). De
acuerdo con Redondo (1986), el proceso infectivo inicia una hora después de la
inoculacion del hongo; con la germinacion de las zoosporas se da la colonizacion
intercelular e intracelular de la epidermis y cambium vascular, ocasionando la
pérdida de absorcion del sistema de raices y deficiente conduccién de agua por el

xilema, esto a su vez, conlleva a la marchitez de la planta y finalmente su muerte.

Este hongo sobrevive en el suelo, de un ciclo a ofro, en forma de cosporas,
las cuales se producen sexualmente cuando, en un mismo campo, se encuentran
los dos tipos de compatibilidad: A1 y A2, requiriendo un pe‘riodo de dormancia de
al menos un mes antes de la germinacién directa o por la formacién de
esporangios. Las oosporas han sido consideradas fuente de inoculo primario en el
campo. Cuando los esporangios se encuentran en agué, se diferencian,
eclosionando y produciendo unas 20 a 40 zoosporas, las cuales son diseminadas

por el agua de lluvia o riego, permitiendo asi la contaminacién de las plantas
{Hausbeck y Lamour, 2004).

El hongo puede vivir en forma saprofita sobre Jos restos descompuestos y
con los riegos sucesivos produce esporangios y zoosporas, fuente secundaria de
indculo (Hausbeck y Lamour, 2004). Es capaz de sobrevivir en el suelo por mas
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de dos afios en ausencia del hospedante. El micelio es una fuente importante de
inoculo secundario, favoreciendo el desarrollo de la enfermedad en presencia de
humedad alta en el suelo, asi como temperaturas frescas, siendo optimas para su
desarrollo de 17 a 31°C (Campbell y Benson, 1994; Mendoza, 1996).

3.2.4. Diversidad genética

Polach y Webster (1971), mencionaron que de acuerdo a la posicién
taxonomica, los aislamientos de Phytophthora capsici constituyen un taxén mucho
mas complejo que una simple raza, basandose en la patogenicidad en chile, como
hasta entonces se venia haciendo. En 1986, Redondo sugirié que la variacion
patogénica de P. capsici existente en México es mayor que en otros paises,
basado en la susceptibilidad que presentaron variedades extranjeras al ser
inoculadas con diferentes aislamientos de este hongo, provenientes de diversas
zonas chileras de! pais.

En estudios posteriores, Ristaino (1990), considerd que existe una
importante variacion intraespecifica en las caracteristicas morfolégicas de
aislamientos de P. capsici. Pero es hasta finales de 1980 que ocurren las
primeras investigaciones moleculares de la genética de este patdgeno, cuando a
través de un estudio de fragmentos de restriccion de polimorfismos largos (RFLP)
y andlisis mitocondriales y de DNA, se encontraron diferencias entre aislamientos

de diferentes areas geograficas, afios de colecta y hospedantes {(Hausbeck y
Lamour, 2004).

La mutacion es la principal fuente de la variacién genética en Phytophthora,
donde todos los miembros clonados de un individuo (producto de fa reproduccion
asexual) deberian ser iguales, sin embargo, se han encontrado diferencias entre
ellos, debido probablemente a una posible recombinacion mitdtica o mutaciones a
nivel mitocondrial o nuclear (Goodwin, 1997). Sin embargo, Redondo (1986),
menciond que la variacion patogénica de P. capsici puede ser originada por
mutacién, somatogamia o anastomosis hifal y de manera mas importante, por
recombinacién genética, a través de la reproduccion sexual.

18



La progenie de las cruzas entre un aislamiento A1 y A2, ha mostrado diferir
de sus progenitores, de manera patogénica como morfoloégica, generalmente
incrementando la virulencia del patégeno, lo cual sugiere que la reproduccion
sexual puede llegar a incrementar la virulencia en campo, con lo que se considera
que las oosporas poseen un papel importante en la variacién genética de la
poblacion (Hausbeck y Lamour, 2004). Por otro lado, si ambos tipos de
compatibilidad se localizan en un mismo predio, existe potencial para
recombinacion genética y con ello, desarrollo de variabilidad del hongo. Esta
variahilidad se puede expresar en su fisiologia, patogenicidad y de respuesta a
fungicidas, ocasionando un control mas dificil y complicado (Beckman, 1987).

3.2.5. Rango de hospedantes

De acuerdo a Hausbeck y Lamour (2004) Phytophthora capsici afecta un
rango amplio de hospedantes alrededor del mundo; se reportan 49 especies de
plantas cultivadas, representadas por 14 familias susceptibles a este patdégeno; la
mayoria pertenecientes a las Solanaceae (chile, jitomate, berenjena, tabaco) y
Cucurbitaceae (calabaza, pepino, melén).

Este patdégeno también se ha encontrado en algunas Chenopodiaceae
(espinaca, betabel, acelga), Cruciferaceae (rahano, brécoli, coliflor, col), Poaceae
(malz y trigo), Fabaceae (frijol, soya, chicharo), Liliaceae (cebolla, cebollin, ajo),
Umbeliferae (zanahoria, apio, perejil), entre otras (Tian y Babadoost, 2004).

3.2.6. Estrategias de manejo

De acuerdo a Namesny (1996), es posible prevenir la enfermedad
realizando el tratamiento con fungicidas antes de que se haya iniciado la
.infeccién, especialmente mediante aplicaciones de fenilaminas (metalaxil,
mefenoxam) y etridiazol dirigidos a las raices, al cuello de las plantas o previo a
la plantacion. Ademas de estos productos en forma individual, se pueden
combinar con fungicidas a base de cobre (Ristaino, 2003). Ademas, se
recomiendan métodos preventivos y/o técnicas culturales como las mencionadas
por Namesny (1996) y Hausbeck y Lamour {2004):
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+ Presiembra

- Usar semilla tratada con algtn fungicida efectivo contra comycetes.
- Emplear las variedades o hibridos resistentes.

- Aplicacion de fungicida al momento de trasplante o siembra.

- No plantar en suelos encharcados.

- Usar plantula sana y con 15 a 20 cm de cepelion.

¢ Produccion

- Llevar un monitoreo de enfermedades en campos de cultivo,
principalmente para damping-off y marchitez,

- Evitar riegos pesados, sustituyéndolos por ligeros y frecuentes.

- Utilizar acolchados y solarizar el suelo.

- Eliminar residuos de cosecha y frutos enfermos.

- Aplicar fungicidas en forma preventiva, especialmente en campos con
historial de problemas fitosanitarios.

- Rotar los fungicidas empleados.

» Postcosecha
- Realizar un tratamiento postcosecha a tos frutos que incluya la eliminacién
de frutos dafiados, enfermos, lavado con cloro y secado.

- Almacenar los frutos cosechados en condiciones frescas y secas.

3.3. BIOCONTROLADORES

De acuerdo con Cook (1985), el confrol biolégico se define como Ia
utilizacién de un organismo para el control de un patdégeno, incluyendo desde
plantas superiores hasta microorganismos como bacterias y hongos
microscopicos, ademas de la resistencia de las plantas hospedantes, considerada
como una de los mejores y mas efectivos métodos de control bioldgico. Sin
embargo, ofros investigadores han definido el control bioldgico, en el ambito de Ia
Fitopatologia, como “la reduccion del indculo del patégeno o de su capacidad de
producir enfermedad mediante la accion de uno o mas organismos excluyendo al
hombre” (Zavaleta, 1994).
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Las primeras investigaciones sobre la aplicacidn del control biologico se
dieron en 1890, y estaban enfocadas hacia el control de insectos, mientras que e!
desarrollo de biocontroladores para enfermedades de plantas tiene cerca de 40
afos. Una de las primeras especies introducidas como biocontrolador fue
Peniophora gigantea, aplicada en é&rboles forestales para el manejo de la
pudricion de ralz causada por Heferobasidion annosum, también se utilizaba
Gliocladium virens para el biocontrol del damping-off causado por Pythium y
Rhizoctonia en algodoén y coliflor y Talaromyces flavus aplicado en el campo de
berenjena para el control de Verticillium (Campbell y Benson, 1994).

El control biclégico se puede dar sobre la planta, o dentro de ella,
dependiendo de los biocontroladores y de la v sus caracteristicas particulares,
como genética, biologia, fisiologia, bioquimica, entre otras (Cook, 1985). Los
factores principales que han contribuido al uso cada vez mayor de los
biocontroladores, son por la pérdida de registros de productos quimicos, poca
tolerancia a residuos quimicos, resistencia a plaguicidas, el problema de salud y
seguridad publica y del trabajador (Paulitz y Bélanger, 2001, Zavaleta, 1994).

La funcionalidad de los agentes de biocontrol se da mediante la
colonizacion y promocioén de la diversidad biologica en los suelos de cultivo, a
través de la cual, se crea competencia hacia el patégeno impidiendo o retardando
su proliferacion. Sin embargo, existen interrelaciones entre planta, patdgeno y
agente de biocontrol, asi como la influencia de las condiciones ambientales en
ellas (Campbell y Benson, 1994).

Por otro lado, la manipulacion genética de los antagonistas permite el
rapido desarrollo y eficacia de los biocontroladores, debido a que se pueden
seleccionar las variantes o razas mas eficaces, la identificacién y manipulacion de
genes, mutaciones inducidas y la fusion de protoplastos para mejorar la eficacia y
otras caracteristicas de los antagonistas de patdgenos como tolerancia a los
plaguicidas comunmente usados, habilidad para competir en la rizésfera,
folerancia a condiciones ambientales extremas, crecimiento vigoroso y
esporulacion abundante y larga vida de anaquel (Zavaleta, 1994).
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El control biolégico en !a Fitopatologia se ha enfocado principalmente en el
combate de patdgenos habitantes de la rizosfera del suelo, por lo que ia mayoria
de los productos comerciales desarrollados para el biocontrol de fitopatdgenos
estan disefiados para este fin, tomando ventaja de los antagonistas nativos de los
patogenos y por el establecimiento de antagonistas introducidos (Zavaleta, 1994).

Existen numerosos organismos empleados en la actualidad como agentes
de biccontrol, entre los méas importantes se encuentran los hongos micorrizicos
arbusculares, varias especies del género Trichoderma sp., las rizobacterias
promotoras del crecimiento (PGPRs), siendo que las mas conocidas pertenecen
al género Bacillus sp. (Cook, 1985; Hornby, 1990; Lewis y Papavizas, 1991).

3.3.1. Estrategias de biocontrol

El control bioclégico se ha subdividido en tres estrategias: a) control
biologico del inoculo, involucra la destruccién del indculo del patégeno o la
prevencion de su formacion; b) proteccion bioldgica de la planta, mas conocido
por el empleo de un organismo para la supresion o inhibicién det desarrolio de
otro y ¢) control bioldgico a través de la resistencia inducida o proteccion cruzada
(Cook, 1985). Dada la gran diversidad de las especies gque se pueden emplear
como biocontroladores, entre los que se encuentran principalmente bacterias y
hongos, existen diversos mecanismos de accion, por ejemplo:

a) Antibiosis

La antibiosis en el control biolbgico de la agalla de la corona causada por
Agrobacterium radiobacter var. tumefaciens y controlada por A. radiobacter raza
84 (no patogeénica), la cual posee un plasmidio que codifica para la produccion de
un nucleétido altamente especifico capaz de inhibir selectivamente la mayoria de
las bacterias patogénicas (Campbell y Benson, 1994; Hornby, 1990). La
produccion de enzimas se puede involucrar indirectamente en Ia antibiosis, por
ejemplo, la glucosa extracelular producida por Talaromyces flavus reacciona para
producir peroxido de hidrogeno, el cual destruye los microesclerocios de
Verticillium dahliae (Campbell y Benson, 1994; Weller, 1988).
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b) Competencia

Principalimente, la competencia ventajosa se da por la invasién y posesion
de nutrientes del suelo por el organismo que lo coloniza en primer lugar, como se
lo han mencionado Lewis y Papavizas (1985) al observar que la presencia de
Trichoderma hamatum y Gliocladium virens suprimen la actividad saprofitica de
Rizoctonia solanani en campo. A pesar de que es dificil estudiar la competencia
por nutrientes entre los microorganismos, de acuerdo a Campbell y Benson
(1994}, existen reportes de competencia por hierro, carbono y nitrégeno, los
cuales, son elementos indispensables para la penetracion y germinacion de los
patdgenos habitantes de la rizésfera del suelo en el hospedante (Hornby, 1990).

¢) Exclusion

Los agentes de biocontrol pueden proteger la rizésfera mediante la
exclusion fisica del patégeno. La competencia por nutrientes y por espacio se
pueden confundir ya que ambos estan asociados a los sustratos, por lo gue se
considera la competencia por nuirientes, en las raices de la planta, como una
forma de exclusion del patogeno (Hornby, 1990). La competencia por nutrientes y -
espacio es un factor importante en varios sistemas de control biolégico, como el
uso de ectomicorrizas para proteger las raices de pinos de Phytophthora
cinnamomi (Marx, 1972; citado por Campbell y Benson, 1994).

¢) Mecanismos combinados

La mayoria de ios agentes de biocontrol emplean mas de un mecanismo
para proteger las raices de las plantas de los fitopatdégenos. El uso de varios
mecanismos puede ser simultdneo o en diferente tiempo; un mecanismo puede
operar sobre una planta, mientras que en otra,-el mismo biocontrolador, puede
usar un mecanismo diferente (Campbell y Benson, 1994). Existen varios
organismos que poseen mas de un mecanismo de accion, los mas conocidos y
ampliamente empleados son Pseudomonas sp., Bacillus sp. y Trichoderma sp.,
los cuales ademas de estimular el crecimiento de la planta e incrementar los
rendimientos, son capaces de producir antibiéticos y actuar como antagonistas de
hongos y bacterias fitopatégenos (Hornby, 1990; Weller, 1988).
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3.3.2. Trichoderma harzianum raza T-22

Esta raza fué producida a finales de 1980 por la fusion de protoplastos
entre T-95, una raza competente de la rizésfera de T. harzianum aislada de un
suelo de Columbia y 7. harzianum T-12 aislada de suelo en Nueva York.
Realizando pruebas en campo e invernadero se pudo observar que colonizo todas
las partes del sistema de raices y fué capaz de persistit por un Jargo periodo
cuando se aplicd como tratamiento a semillas, en el riego o en granulos (Plant
Health Care México, 2006a).

Las especies del género Trichoderma actGan como hiperparasitos
competitivos que producen metabolitos antifingicos y enzimas hidroliticas
causantes de cambios a nivel celular del patégeno, como vacuolacion,
granulacién, desintegracion del citoplasma v lisis celular (Ezziyyani, et af., 2004).
El hongo T. harzianum tiene multiples mecanismos de accién, incluyendo
micoparasitismo via produccion de quitinasas, B 1-3 glucanasas, antibidticos,
competencia, solubilidad de nutrientes inorganicos para la planta, induce

resistencia e inactiva las enzimas del patégeno involucradas en el proceso de
infeccion (Paulitz y Bélanger, 2001).

3.3.2.1. PHC® T22°

Es un fungicida biologico preventivo para el control de enfermedades
inducidas por patdgenos del suelo y de follaje comercializado por PLant Health
Care de México. El ingrediente activo es Trichoderma harzianum raza T22 (KRL-
AG2). Poseé un rango amplio de adaptacion a suelos (de arenosos a arcillosos),
climas {templados y calidos himedos) y pHs (4 a 8). Puede ser aplicado a las
semillas u otros materiales de propagacion, asi como al suelo y follaje, ademas de
utilizarse solo o en combinacion con Captan, Clorothalonil, Iprodiona, triadimefon,
Azoxystrobina, Vinclozolina, Metalaxil y Corpyrifos. T-22 inhibe el crecimiento de
hongos patbégenos del suelo mediante competencia natural y procesos de
micoparasitismo necrotrdfico de hongos parésitos. Esta exento de tolerancia por
la EPA y no tiene restricciones en tiempo para reentrar a las superficies tratadas,
ademas de que no se ha registrado ningin efecto fitotoxico. Su presentacion T-22
PH se puede aplicar a la semilla, césped y semilleros, drench, fertirriego, esquejes
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(inmersién de raiz desnuda) y aspersion foliar, Para la propagacién de hortalizas
en charolas se recomienda una concentracién de 0.6 a 1.2 g'L"' con bomba de
aspersion, mojando 1a semilla antes de cubrir y repetir la aplicaciéon a los 30 a 45
dias o un dia antes del trasplante (Plant Health Care México, 2006a).

3.3.3. Bacillus sp.

Junto con Pseudomonas, las especies de Bacillus sp., san las bacterias
biocontroladoras mas ampliamente investigadas y comercializadas. Han sido
aplicadas, la mayoria de las veces, como una mezcla de varias especies gue,
ademas de tener un efecto en el incremento del rendimiento, son capaces de
actuar como antagonicas de varios fitopatdgenos tanto de follaje como rafz. En
Estados Unidos, se encontro que Bacillus subtilis, razas FZB 13, FZB 44 y FZB 24
resultaron efectivas para ef control de Phytophthora sp. y Fusarium oxysporum f.
sp. radicis-fycopersici en cultivos de pepino y tomate (Cook y Baker, 1983).

Bacillus sp. ha sido probada alrededor del mundo, en numerosas especies
de plantas, por su habilidad en el control de enfermedades. Sus especies liberan
endosporas que son tolerantes al calor y la deshidratacidn, ademas de que usada
en el tratamiento de semillas favorece la germinacién y posterior desarrolio de las
plantas (Weller, 1988). La bacteria Bacillus subtilis libera compuestos con
propiedades antiflingicas, como la subtilina y otros antibitticos, los cuales actian
sobre la pared celular de los hongos (Lagunas, 2000), ademés produce
sustancias promotoras del crecimiento, mejorando la germinacién de semillas,

nutricion de las plantas y desarrollo y rendimiento del cultivo (Fernandez, 2001).

3.3.3.1. PHC® Healthy Start®3-4-3

Este producto es un biofertilizante organico y acondicionador del suelo con
bacterias benéficas del género Bacillus sp. (B. licheniformis, B. megaterium, B.
polimixia, B. subtilis, B. thuringiensis) y Paenibacillus azotofixans, ademas de una
mezcla nitrogeno, acido fosférico (P20y), 6xido de potasio soluble (K20), acido
himico y maltodextrina. Se puede emplear en bulbos, pastos, jérdineria, arboles,
hortalizas, semillas y en mezcla para macetas, para estas Ultimas aplicando 11.34
kg-m? antes de plantar (Plant Health Care México, 2006b).
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3.3.3.2. Bio-Raiz®

Es un fertilizante y fungicida con inoculante bacterial elaborado a base de
nitrogeno, fosforo, potasio y Bacillus subtifis (10 billones de células viables por
gramo de producto} en un concentrado soluble. Su modo de accién es mediante
la colonizacion de raices, compitiendo con los patégenos del suelo por ocupacion
del nicho (espacio a poblar en la raiz) y por sustancias nutritivas. Estimula las
defensas contra agentes patégenos que se encuentran en el suelo, por ejemplo,
Rhizoctonia,  Streptomices, Fusarium, Pythium vy Phytophthora (Bayer
CropScience, 2008).
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CAPITULOH

PATOGENICIDAD DE AISLAMIENTOS DE Phytophthora capsici Leonian EN
FRUTOS DE HORTALIZAS EN POSTCOSECHA

RESUMEN

Cinco aislamientos de Phytophthora capsici Leo., aislados de calabacita (CB)
y pepino (PP) provenientes de Morelos, jitomate (JT) y chile bell (BL) de Sinaloa y
chile manzano (MZ) del Estado de México, fueron inoculados en frutos de cinco
hortalizas. El objetivo fué evaluar la agresividad y virulencia de los aislamientos en
postcosecha. Los aislamientos incidieron (%) y causaron la severidad mayor
(diametro de la lesién) al inocularlos en la especie donde se aislaron
originalmente. El aislamiento CB mostr6 ta incidencia mayor (93%) en chile bell y
la menor (73.3%) en calabacita. El aislamiento PP en chile manzano y jitomate
con 93.3 y 80.0%. El aislamiento JT incidié en jitomate y chile manzano en 83.3%
y 66.7% respectivamente. El aistamiento MZ mostré una incidencia de! 93% en
chile manzano y 60% en jitomate, mientras que el aislamiento BL se presento en
un 100% en todos los frutos. La severidad del aislamiento CB caus6 65.3 mm de
diametro de la lesioén en jitomate y 39.8 mm en chile manzano, el aislamiento PP
en frutos de pepino en 67.6 mm y en chile bell con 28.3 mm. El aislamiento JT
caus¢ pudricion de 568.2 mm jitomate, mientras que la menor fué en chile bell con
25.4 mm. El aislamiento BL fue mas severo en chile bell (34.0 mm) y el menor en
chile manzano (12.1 mm). El aislamiento MZ caust la severidad mayor en frutos
de pepino y la menor en calabacita con 80.7 y 43.1 mm respectivamente. En
promedio, los aislamientos causantes de la severidad mayor fueron MZ, CB y PP,
mientras que el BL causé las lesiones menores. Los frutos mas susceptibles al
patégeno fueron los de jitomate, calabacita y pepino, mientras que el menos
susceptible fué el chile bell.
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PATHOGENICITY OF ISOLATIONS OF Phytophthora capsici Lecnian IN
VEGETABLES FRUITS IN POSTHARVEST

ABSTRACT

Five isolations of Phytophthora capsici Leo., from zucchini squash and
cucumber from Morelos, tomato and bell pepper from Sinaloa and manzano chili
pepper of the State of México were inoculated in vegetables fruits. The aim was to
evaluate its aggressiveness and virulence of the isolations in postharvest. The
isolations caused severe injury (diameter of rotting) and higher incidence (%)
when inoculated in to the plant that they were isolate first. The isolation CB
showed a higher incidence (93%) in bell pepper and the lowest (73.3%) in zucchini
squash. The isolation PP on manzano chili pepper and tomato had 93.33 and 80%
respectively. The isolation JT had 93.3% and 66.7% incidence on tomato and
manzano chili pepper. The isolation MZ showed 93% incidence on manzano chili
pepper and 60% on tomato, while isolation BL had 100% incidence on all the
fruits. As for the severity, the CB showing a 63.3 mm diameter of injury on tomato
and 39.8 mm on manzano chili pepper. The isolation PP had a 67.8 mm and 28.3
mm injury on fruits of cucumber and bell pepper. The isolation JT produced a 58.2
mm diameter injury on tomato, while it had a smaller diameter (25.4 mm) on bell
pepper. The isolation BL was very severe on bell pepper (34.0 mm) and less
severe on apple pepper (12.1 mm). The isolation MZ caused severe damage 0 the
cucumber fruits and was less severe on pumpkin with 80.7 mm and 43.1 mm
respectively. On average, the isolations that caused severe damage were MZ, CB
and PP, while BL caused least injuriés. The fruits that were very susceptible fo the

pathogen were tomato, zucchini squash and cucumber while the least susceptible
was bell pepper.
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1. INTRODUCCION

La culminacién del proceso productivo de hortalizas es la recoleccion y
almacenamiento para su posterior transporte y distribucién a los tugares de venta
al consumidor final, sin embargo, en postcosecha se sufre de grandes pérdidas
econémicas, ya sea debido al manejo deficiente del producto, seleccion y desecho

por calidad y finalmente fa presencia de enfermedades (Urrestarazu, 2000).

El desarrollo de enfermedades en frutos y plantas puede causar cambios
en la apariencia, calidad y rendimiento, pues los patégenos usan los metabolitos
producidos por el hospedante y reducen la eficiencia de este (Decoteau, 2000). Si
aunado a esto tenemos que al liegar a la madurez, la actividad respiratoria y la
capacidad de producir etileno de los frutos aumenta, por consecuencia su vida
postcosecha se reduce a través del tiempo (Namesny, 1999).

La presencia de Phytophthora capsici Leo., esta generalmente asociada al
cultivo de chile (Capsicum annuum L)) y otras solanaceas, sin embargo, produce
grandes pérdidas en cucurbitadceas, afectando tanto a frutos como plantas, por lo
que, actualmente es posible enconirarla en casi cualquier parte donde se cultiven
estas familias de plantas gracias a su rango amplio de hospedantes y adaptacion
a condiciones ambientales (Romero, 1988).

Sin embargo, se desconoce si dicho hongo ha sido capaz de evolucionar al
grado de tener preferencia por la especie predominantemente cultivada en su
area de influencia y como seria su comportamiento en los frutos de esas y otras
especies en postcosecha.

Lo anterior tiene su importancia para desarrollar métodos de manejo que
permitan mantener el producto en optimas condiciones para su distribucion y
comercializacion. En base a lo anterior se realizd la presente investigacion con el
objetivo siguiente:
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2. OBJETIVO

» Evaluar la patogenicidad de cinco aislamientos de Phyfophthora capsici
Leonian en frutos de calabaza, pepino, tomate, chile bell y chile manzano
en postcosecha.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Se adquirieron frutos de calabaza (Cucurbita pepo L. cv. Zuchini), pepino
(Cucumis sativus L.}, jitomate (Lycopersicum esculentum Mill), chile bell
(Capsicum annuum L.) y chile manzano (C. annuum L.} en la Central de Abastos
de Ecatepec en el mes de marzo del 2005. Estos se trasladaron al laboratorio de
Hongos Fitopatdgenos de! Departamente de Parasitologia Agricola, de la
Universidad Auténoma Chapingo, lugar donde se llevo a cabo el experimento.

3.2. Aislamientos de Phytophthora capsici Leonian

Se emplearon cinco aislamientos de P. capsici Leo., aislados de tomate en
Texcoco, Estado de México (Fernéandez, 2006), chile bell en Sinaloa, calabaza y
pepino en Morelos (Ramirtez, 2005), y chile manzano en Coatepec de Harinas,
Estado de México (Rangel-Jiménez y Acosta-Ramos, 2005}, los cuales se
mantuvieron conservados en aceite mineral.

3.3. Reactivacion de los aislamientos
Cada uno de los aislamientos se lavd con agua destilada esterilizada para
eliminar el aceite mineral, se secaron con papel esterilizado y se tomd un disco
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del hongo, de 5 mm de diametro, para sembrarlo en una caja Petri con medio jugo
de tomate — agar (TA). Una vez desarrollado el micelio, se cortaron 10 discos y se
colocaron en una caja Petri con 20 ml de agua destilada esterilizada; estos se
incubaron a 25°C para promover la formacion de esporangios, los cuales se
obtuvieron a los 3 dias.

Para la liberacion de zoosporas, las cajas Petri con el hongo, se colocaron
a 12°C durante 20 a 30 minutos (Ramirez y Romero, 1980). Posteriormente, se
inocularon plantulas de calabaza, pepino, jitomate, chile bell y chile manzano con
3 a 4 hojas verdaderas, cada una con 5 mL de una solucion con zoosporas sin
contabilizar, pues solo se requerfa que indujeran sintomas de marchitez,
proporcionandoles un riego pesado inmediatamente (Polach y Webster, 1971).
Las plantas se consideraron enfermas cuando se observaron las primeras
lesiones en el cuello del tallo, las cuales se presentaron a los 3 dias después de la
inoculacion (DDI). De estas plantas se reaislaron y purificaron los cinco

aislamientos empleados en los ensayos, sembrandolos en medio de cultivo jugo
de tomate — agar.

3.4. Montaje del experimento

El experimento se llevd a cabo con 450 frutos sanos visiblemente y en
madurez comercial; 90 frutos de calabaza, 90 de pepino, 90 de jitomate, 90 de
chile bell y 90 de chile manzano. Los frutos se sumergieron en cloro al 2% durante
5 minutos y se enjuagaron con agua caliente (50°C) por 2 minutos, posteriormente
se secaron con papel sanitas esterilizado y se les realizé una herida de 1 mm de

diametro con una aguja esterilizada en la parte media longitudinal de cada fruto.

Se realizo la produccién de esporangios Yy liberacion de zoosporas por la
metodologla antes sefialada y con la ayuda de un hemacitémetro se cuantifico la
solucion madre, la cual se ajusté a una concentracion de 1 x 10° zoosporas-mL”
(Hernandez-Arenas y Acosta-Ramos, 2005). En la herida se colocé una gota de fa
solucién de P. capsici y en el testigo Unicamente agua destilada esterilizada. Una
vez inoculados los frutos, éstos se colocaron en charolas de plastico que
contenian en su interior papel esterilizado absorbente, el cual se humedecid con
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agua destilada esterilizada (Gdmez, 2004); las charolas se colocaron en el interior
de una camara humeda prefabricada donde se mantuvo una temperatura de 23

3°C y humedad relativa de 90 + 5% para favorecer el desarrollo optimo de la
enfermedad.

3.5. Variables evaluadas

Se determind la incidencia y severidad de la pudricion de frutos. La
incidencia se consideré como el nimero de frutos que mostraron sintomas de
pudricién con respecto al niimero total de frutos para cada especie; dicha variable
se determiné cada 12 horas hasta tener pérdida total del fruto y se expreso en
porcentaje (%). La severidad de la enfermedad, se consideré como el crecimiento
del patégeno (dafio) en el hospedante y se determiné a través del diametro de la
lesion en cada uno de los frutos con ayuda de un vernier digital Truper. Esta

variable se midi¢ cada 12 horas hasta tener pérdida total del fruto y se expresoé en
milimetros (mm).

3.6. Diseiio del experimento

El experimento estuvo constituido por 25 tratamientos, conformados por
cinco aislamientos inoculados cada uno en frutos de calabaza, pepino, jitomate,
chile beli y chile manzano, ademés de un testigo absoluto para cada hortaliza. La
unidad experimental estuvo constituida por cinco frutos con tres repeticiones
(Cuadro 1). Las evaluaciones de las variables se hicieron a las 24, 36, 48, 60, 72,
84 y 96 horas después de la inoculaciéon o hasta que los frutos no fueron aptos

para evaluarse por ser perdida total. Se empled un disefio experimental
completamente al azar.

3.7. Analisis estadistico

Todos los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y

pruebas de Tukey (P = 0.05), mediante el programa Stadistical Analysis System
(SAS Institute, Inc., 1998).
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Cuadro 1. Tratamientos, aislamientos de P. capsici, nimero de frutos vy
repeticiones empleados en el experimento.

Tratamientos Aislamientos Frutos Unidad Repeticiones
de P. capsici Experimental
1 CB Calabaza 5 3
2 CB Pepino 5 3
3 CB Jitomate 5 3
4 CB Ch. bell 5 3
5 CB Ch. manzano 5 3
6 PP Calabaza 5 3
7 PP Pepino 5 3
8 PP Jitomate 5 3
9 PP Ch. bell 5 3
10 PP Ch. manzano 5 3
11 JT Calabaza 5 3
12 JT Pepino 5 3
13 JT Jitomate 5 3
14 JT Ch. bell 5 3
15 JT Ch. manzano 5 3
16 BL Calabaza b 3
17 BL Pepino 5 3
18 BL Jitomate 5 3
19 BL Ch. bell 5 3
20 BL Ch. manzano 5 3
21 MZ Calabaza 5 3
22 MZ Pepino 5 3
23 MZ Jitomate 5 3
24 MZ Ch. bell 5 3
25 ' MZ Ch. Manzano 5 3
26 Testigo sin inocular _ Por especie 5 3

" Aislamientos de P. Capsici obtenidos de plantas de calabaza (CB), pepino (PP),
jitomate (JT), chile bell (BL) y chile manzano (MZ).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Incidencia de la pudricion de frutos inducida con cinco aislamientos de
Phytophthora capsici .eo.
La incidencia de la enfermedad fué constante en las cinco hortalizas a las 96
horas después de la inoculacion, por lo que a continuacion se presentan estos
datos, ya que muestran el comportamiento final de la enfermedad.

4.1.1. Aislamiento de calabacita

El aislamiento de P. capsici Leo. de calabacita, inoculado en chile bell {BL),
mostré 1a incidencia mayor de la enfermedad (93.3%), sin embargo, no se
observaron diferencias significativas con respecto a la respuesta en jitomate (JT)
y chile manzano (MZ), en las que se hubo incidencia superior al 80% (Figura 1).
Por otro lado, en los frutos de pepino (PP) y calabaza (CB), ia incidencia fue
es{adisticamente igual (Cuadro 2); sin embargo, dicho aislamiento al ser
inoculado en calabaza mostré la incidencia menor de la enfermedad (73.3%).
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Figura 1. Incidencia de la pudricién de frutos (%) inducida por P. capsici Leo., aislado de
calabacita e inocutado en frutos de calabacita (CB), pepino (PP), jitomate (JT), chile bell

(BL) y chile manzano {MZ) comparados con el testigo (TST) a las 96 horas despueés de la
inoculacion,
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El comportamiento anterior, probablemente se pudo deber a que los frufos
de calabacita (cv. Zuchinii) en gue se inocularon pudieron mostrar cierta tolerancia
al patdgeno y por ende no permitieron la aparicién de sintomas en todos los frutos
muestreados, debido a que la inocuacion del hongo no haya sido homogénea o
por alteracién en el indculo de P. capsici Leo. Por otro lado, en los frutos testigo,
tal como de esperaba, no se presentaron sintomas de pudricion causada por
Phytophthora.

Cuadro 2. Incidencia de la pudricion de frutos (%) inducida por los aisiamientos de
P. capsici, 96 horas después de su inoculacién en cinco hortalizas de fruto.

FRUTOS AISLAMIENTOS DE P. capsici Leo.

INOCULADOS CB' PP JT BL MZ
Calabaza 73.3b% 86.7a 80.0b 100a 86.7a
Pepino 83.3b 91.7a 75.0b 100a 91.7a
Jitomate 80.0a 80.0b 93.3a 100a 60.0c
Ch. Bell 93.3a 75.0c 75.0b 100a 75.0b
Manzano 80.0a 93.3a 66.7c 100a 93.3a
Testigo 00¢c 0.0d 0.0d 0.0b 0.0d
cv 7.25 4.06 4.05 0 5.21
§ 0.98 0.99 099 1.0 0.99
DMS 13.32 7.91 7.22 0 9.69

"CB=calabaza, PP=pepino, JT=jitomate, BL=chile bell, MZ=chile manzano.
*alores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey (P=0.05). :

El patdégeno Phytophthora capsici se presenté en mas del 70% en fodas las
hortalizas, esto muestra el gran nimero de hospedantes que posee eéste
patégeno, tal como lo han mencionado Hausbeck y Lamour (2004), quienes
sefialaron que este hongo afecta un rango amplio de solanéceas y cucurbitaceas
alrededor del mundo y con diferente grado de patogenicidad. En este caso, la
incidencia mayor aparecio en chile bell, chile manzano y jitomate, a pesar de que
el aislamiento provino de calabaza.

Por otro lado, Ristaino (1990) mencioné que los aislamientos de

cucurbitdceas son patogénicos tanto en pimientos como en calabazas, 1o que
pudiera explicar la respuesta observada en este experimento.
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4.1.2. Aislamiento de pepino

Este aislamiento mostré la incidencia mayor al inocularlo en frutos de chile
manzano y pepino, pues tuvo una incidencia del 93.3% y 91.7% respectivamente,
sin observarse diferencias significativas entre ellos (Cuadro 1), seguidos de los
frutos de calabacita con un 86.7% v jitomate con 80.0%, mientras que en chile

beli fue la mas baja (75%) y los frutos tomados como testigo (sin el hongo) no
sufrieron dafic (Figura 2).
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Figura 2. Incidencia de la pudricion de frutos (%) inducida por P. capsici aislado de pepino
e inoculado en frutos de calabacita (CB), pepino (PP), jitomate (JT), chile bell (BL) y chile
manzano {(MZ) comparados con el testigo (TST) a las 96 horas después de la inoculacion.

El comportamiento observado con este aislamiento, afectd principalmente a
los frutos de pepino, calabacita y chile manzano, probablemente debido a que los
aislamientos estaran relacionados mas estrechamente con la especie donde se
extrajeron y a miembros de la misma familia, como calabacita que tuvo una
incidencia cercana al 90%; esta situacién es semejante al primer reporte de
Phytophthora en cucurbitdceas en 1937 cuando afecto al 100% de la produccién
de pepino en el Valle de Colorado, Estados Unidos (Hausbeck y Lamour, 2004).

Por otro lado, Tian y Babadoost (2004), mencionaron que las plantas de
pepino pudieran tolerar fa infeccion por P. capsici L.eo., aunque los frutos son muy
susceptibles, lo cual permite enfatizar la importancia del manejo preventivo de la
enfermedad, la recoleccion de frutos y residuos vegetales que pudieran ser
reservorio de indculo para futuros cultives, adn cuando se realice la practica de
rotacién de cultivos, principalmente si se tratara de solanaceas.
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4.1.3. Aislamiento de jitomate

Dicho aislamiento presentd el valor mas alto de incidencia de la pudricion
(93.3%) en frutos de jitomate, hortaliza donde se aisl6 originalmente (Figura 3),
observandose asi diferencias estadisticas con calabacita, pepino y chile bell,
mientras que la incidencia menor se aprecié en chile manzano (66.7%) y
nuevamente el testigo no presentd sintoma alguno causado por el patdégeno
(Cuadro 2).
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Figura 3. Incidencia de la pudricién de frutos (%) inducida por P. capsici aislado de
jitomate e inoculado en frutos de calabacita (CB), pepino (PP}, jitomate (JT), chile bell

(BL) y chile manzano (MZ) comparados con e! testigo (TST) a las 96 horas después de la
inoculacion.

A pesar de que jitomate, chile bell y chile manzano son solandceas, la
diferencia significativa, en la incidencia de la enfermedad, observada entre eilos
quiza se deba a que exista cierta variabilidad en las caracteristicas morfologicas,
culturales y fisiolégicas en los aislamientos de P. capsici, tal como lo menciond
Hartman (1993) al realizar pruebas de resistencia a fungicidas, encontrando

diferentes grados de respuesta entre aislamientos de la misma especie de
Phytophthora. '

Por otro lado, Hartman y Huang (1991), encontraron que solamente en
plantas de tomate y chile se observaron sintomas de la enfermedad, aunque con
diferencias en virulencia, mientras que ofras cucurbitaceas tuvieron un porcentaje
menor de expresion de sintomas.
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4.1.4. Aislamiento de chile manzano

El aislamiento de chile manzano inoculado en la misma especie desarrolld
la incidencia mayor (93.3%) aunque no hubo diferencias significativas con los
frutos de pepino y calabacita (Cuadro 2); si se observaron diferencias altamente
significativas al compararlos con chile bell y jitomate, siendo este ultimo el que
tuvo el porcentaje de incidencia menor (Figura 4), exceptuando nuevamente al
testigo que se mantuve en cero frutos enfermos.

100-
80
60

40.

Incidencia (%)

20

cB PP JT BL MZ TST

Especies inoculadas

Figura 4. Incidencia de la pudricion de frutos (%) inducida por P. capsici aislado de chile
manzano e inoculado en frutos de calabacita (CB), pepino (PP), jitomate (JT), chile bell

{BL) y chile manzano {MZ) comparados con el testigo (TST) a las 96 horas después de la
inoculacion.

El comportamiento observado en este experimento coincide con Ristaino
(1990) quien menciond gue se han demostrado diferencias en virulencia entre
aislamientos de P. capsici en genotipos de pimiento con diferente nivel de
resistencia, de esta manera a pesar de que los frutos de chile manzano y chile
bell estan estrechamente relacionados, no necesariamente deben tener el mismo
comportamiento en susceptibilidad o resistencia al patdgeno, pues la variacion
genética se puede encontrar en el aislamiento de Phytophthoré.

4.1.5. Aisltamiento de chile bell

En contraste con los demds aislamientos, el proveniente de chile bell (BL)
manifesté una incidencia de 100% en todas las especies inoculadas (Figura 5),
debido probablemente a que dicho aislamiento se colecté en Culiacan, Sinaloa,
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lugar donde se realiza la produccion mayor de hortalizas y por lo tanto el uso de
agroquimicos y fungicidas es muy alto, lo cual pudo haber generado resistencia y
mayor agresividad en los patégenos que habitan dicha zona. Para el caso del
testigo no se presentd la enfermedad en ninguna de las especies probadas
(Cuadro 2).

100
_. 80
é
@ 60/
(2]

o
o 40
0
£
20-

cB PP JT BL MZ TST

Especies inoculadas

Figura 5. Incidencia de la pudricion de frutos (%) inducida por P. capsici aislado de chife
bell e inoculado en frutos de calabacita (CB), pepino (PP}, jitomate (JT), chile bell (BL) y

chile manzano (MZ) comparados con el testigo (TST) a las 96 horas después de la
inoculacion.

La expresién de la enfermedad dada por el aislamiento de chile bell puede
tener varias explicaciones; Polach y Webster (1971) mencionaron que la
patogenicidad de los aislamientos se puede deber a varios factores, tales como
las diferencias varietales entre el hospedante original y el usado en las pruebas,
las condiciones ambientales, e incluso al tiempo de almacenamiento del
aislamiento en medio de cultivo, por lo que en cada aislamiento, generacion,
hospedante y ambiente se encontraran diferentes comportamientos, tal como se
observd en el experimento. Por otro tado, Tian y Babadoost (2004) encontraron
que, aislamientos de P. capsici, provenientes de diferentes especies y diferentes
areas geograficas, difieren en virulencia al evaluarlos en varias especies de

solandceas Yy cucurbitdceas, siendo una probable consecuencia de la
reproduccion sexual del hongo.

Al obtener las medias del porcentaje de incidencia en cada una de las

especies y realizar la comparacion general entre aisiamientos, se entiende el
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comportamiento global de la patogenicidad de los aislamientos y la
susceptibilidad de los frutos utilizados; en donde se observé que hay una
diferencia significativamente alta entre la incidencia de la enfermedad causada
por el aislamiento de chile bell (83.3%) y la causada por los otros aislamientos,
donde no se observaron diferencias estadisticas entre ellos, no obstante, €l
aislamiento que causo el porcentaje de incidencia menor en todos los frutos
inoculados fue el de jitomate (JT). En lo referente a que especie fue mas
susceptible, no hubo diferencias significativas, sin embargo, se observé que
los frutos de pepino y chile manzano tuvieron la incidencia mayor con 86.6%,
mientras que el jitomate obtuvo el porcentaje menor con 82.6% (Cuadro 3).

Cuadro 3. Comparacion de medias de la incidencia de la pudriciéon de frutos
(%) causada por P. capsici entre aislamientos y en frutos inoculados a las 96
horas después de la inoculacion.

AISLAMIENTOS FRUTOS INOCULADOS
cBY 66.9b" Calabaza 85.3a
PP 71.1b Pepino 86.6a
JT 65.0b Jitomate 82.6a
BL 83.3a Chile Bell 83.6a
MZ 67.7b Chile manzano 86.6a

Testigo 0.0b
cVv 12.37 CcvV 12.37
. 0.94 r 0.94
DMS 8.15 DMS 9.34

YCB=calabaza, PP=pepino, JT=jitomate, BL=chile bell, MZ=chile manzano.
Afalores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales con la
prueba de Tukey (Pz0.05).

Los datos obtenidos confrastan con los obtenidos en el trabajo de
Tamietti y Valentino (2001), quienes al probar 13 aislamientos de Phytophthora
capsici en plantas de diferentes especies encontraron que todos fueron
patogénicos en chile bell, un 95% en calabaza y 79% en tomate. Por su parte,
Ristaino (1990) observé que de 40 aislamientos probados, uno de calabaza fué
el menos virulento en chile y tomate. El hecho de que algunos aislamientos
sean patogénicos en un hospedante mas no en otro se puede deber a que la
patogenicidad esta dada genéticamente y dado que Phytophthora capsici
presenta sus fases asexual y sexual, se puede observar recombinacion
genética en la progenie, dando como resultado que afecte en menor o mayor
grado a los hospedantes, tal como lo afirman Polach y Webster (1971).
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4.2. Severidad de cinco aislamientos de P. capsici Leo.

A continuacion se muestra el comportamiento temporal de la severidad de
pudricion de frutos de manera grafica, los resultados de la prueba de Tukey se
encuentran al final del presente capitulo.

4.2.1. Aislamiento de calabacita

En la Figura 6a se observa que el periodo de mayor tasa de crecimiento del
hongo (didmetro de la lesién), inicié 36 horas después de la inoculacion y con
ascendencia constante hasta las 96 horas para jitomate (JT), pepino (PP) y chile
bell (BL), manteniendo diferencias significativas entre ellos. Por ofro lado, el chile
manzano inicié su mayor tasa de crecimiento a partir de las 60 y hasta las 96
horas. Finalmente, a las 96 horas despues de fa inoculacion, dicho aislamiento
inocuiado en jitomate y catabacita mostrd la severidad mayor con 65.3 y 62.4 mm
de diametro respectivamente, mientras que, en chile beli ocasiono un dafio de
38.8 mm de diametro, teniendo la severidad menor de los frutos, sin embargo,
estadisticamente no se observaron diferencias significativas entre la severidad de
las especies inoculadas al final de las evaluaciones (Anexo 1).
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Figura 6. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricion de frutos {mm)
inducida por P. capsici aislado de calabacita e inoculado en frutos de calabacita (CB),
pepino (PP}, jitomate (JT), chile bell (BL} y chile manzano (MZ).

En el caso de los frutos de calabacita y pepino, se produjeron manchas
blandas y hundidas con desarrollo de micelio en la superficie de estas (Fig. 6a y
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6b), tal como lo menciond Namesny (1999), dicho micelic produjo una gran
cantidad de esporangios en forma natural, a las 96 horas el area dafiada adquirio
un color café. Para el jitomate y chile beli se aprecié ablandamiento en los tejidos
del fruto, la formacién de micelio en forma de halo en la superficie de estos (Fig.
B¢ y 6d), mostrando el crecimiento tipico de Phytophthora (Romero, 1988) y para
el caso de chile manzano, la coloracién amarilla de los frutos disimulé en parte el
ablandamiento de los tejidos y sélo fué posible observarlos cuando se presentd
coloracion café alrededor del hongo (Fig. 6e).

4.2.2. Aislamiento de pepino

Dicho aislamiento mostré la severidad mayor a partir de las 48 horas y
hasta la dltima evaluacion (96 horas después de la inoculacion) para todas las
hortalizas (Figura 7), manteniendo diferencias significativas y las mas notorias
entre los frutos de calabacita y chile bell durante todo el experimento; con un
comportamiento similar entre jitomate y pepino. Finalmente, dicho aislamiento
provoco la severidad mayor en calabacita y pepino con 76.0 mm y 67.6 mm de
diametro de la lesion y la menor en chile bell con 28.3 mm de diametro en la

superficie de los frutos, apreciandose diferencias significativas entre cada una de
las especies (Anexo 2).
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Figura 7. Comportamlento temporal de la severidad de la pudricién de frutos (mm)

inducida por P. capsici aislado de pepino e incculado en frutos de calabacita (CB) pepino
(PP), jitomate (JT), chile bell (BL) y chile manzano {MZ).
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Ademas, las lesiones adquirieron un oscurecimiento, observandose
blandas y aguanosas, asf como esporulacién en la superficie de los frutos de
calabacita y pepino (Fig. 7ay 7b), caracteristica tipica en frutos de cucurbitaceas,
mientras que en chile, jitomate y otras solanaceas, la infeccion, esporulacion y
dano es principalmente en la planta o incluso en frutos verdes cercanos al suelo
(Ristaino, 1990). Por otro lado, se observé el crecimiento circular del hongo en la
superficie de los frutos de jitomate y chile beil (Fig. 7c y 7d) y en el caso
especifico de este dltimo, hubo crecimiento de micelio en la parte inferna def fruto,

teniendo apariencia mas blanca y algodonosa que en el exterior (Fig. 7e).

4.2.3. Aislamiento de jitomate

Este aislamiento mostré un incrementé exponencial de la severidad de la
pudricion de frutos para todas las especies a partir de las 48 horas después de |a
inoculacion (Figura 8), sin embargo, fué en chile bell donde causd el diametro
menor de la pudricién durante todo el experimento y finalmente, a las 96 horas se
observé la severidad mayor al inocular el aislamiento de jitomate en frutos de
pepino y del mismo jitomate, observandose una lesion de 65.9 mm y 58.2 mm de
diametro respectivamente, no habiendo diferencias significativas entre ellos. E!

valor menor se mostré en chile bell con 25.4 mm de pudricion del fruto {Anexo 3).
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Figura 8. Comportamiento temporal de la severidad de Ja pudricién de frutos (mm)
inducida por P. capsici aislado de jitomate e inoculado en frutos de calabacita (CB),
pepino (PP}, jitomate (JT), chile bell (BL) y chile manzano (MZ).
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El comportamiento de la severidad observado en este aislamiento fué
simitar al observado con la incidencia, los frutos de jitomate y calabacita
presentaron la misma tendencia de incremento y el chile bell se mantuvo con la
menor severidad. Este comportamiento, concuerda con los estudios de Tian y
Babadoost (2004), donde al inocular con cinco aislamientos de Phytophthora
capsici de distintos cultivos y &reas geograficas en 49 especies vegetales
diferentes, encontraron que dichos aislamientos diferian en el grado de virulencia.

Los sintomas inducidos por el aislamiento JT se muestran en la Fig. 8a, b,
c, d y e, donde se observa el micelio en la superficie del fruto, siendo mayor en
jitomate (Fig. 8¢), donde llegd a provocar agrietamiento y ruptura de la epidermis;
mientras que, en chile manzano hubo ablandamiento de la parte afectada, pero
sin producir micelio. Tian y Babadoost (2004), por su parte, encontraron que todas
las plantas de las familias Cucurbitaceae y Solanaceae, asi como la mayoria de
las Chenopodiaceae, fueron infectadas por los mismos aislamientos de
Phytophthora capsici y desarrollaron los sintomas tipicos, siendo las cuctirbitas y
los pimientos los mas susceptibles al patégeno.

4.2.4. Aislamiento de chile manzano

El aistamiento de chile manzano no mostré diferencias significativas al
inocufario en los diferentes frutos de hortalizas, sin embargo, se observd un
incremento exponencial en el didmetro de la lesién a través de los dias (Figura 9).
El comportamiento final observado (96 horas después de la inoculacion), mostrd
la severidad mayor en pepino con lesiones de 80.7 mm de diametro y la menor en
los frutos de chile bell'y chile manzano con 559 y 52.9 mm de diametro
respectivamente (Anexo 4).

El aislamiento proveniente de chile manzano no mostré diferencias
significativas en la severidad de cada una de las especies inoculadas, salvo
durante las primeras 48 horas después de iniciado el experimento. Este
comportamiento se pudo deber a la presencia de capsidol en especies del género
Capsicum, el cual inhibe en cierta medida e! desarrollo de enfermedades
causadas por Phytophthora (Hornby, 1990). |
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Figura 9. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricidn de frutos (mm)
inducida por . capsici aistado de chile manzano e inoculado en frutos de calabacita (CB),
pepino {PP), jitomate (JT), chile bell (BL) y chile manzano (MZ).

EnlaFig. 9a, b, ¢, dy e, se pueden observar los sintomas causados en los
frutos, siendo los mas sobresalientes en chile bell (Fig. 9d), donde la lesion
inducida por el hongo no fue la mayor pero también produjo crecimiento de
micelio en el interior del fruto e incluso en la superficie de las semillas, tal como lo
menciond Tlapal (1995).

4.2.5. Aislamiento de chile bell

Tal como se observd en la incidencia de la enfermedad, para el aislamiento
de chile bell se encontrd una severidad mayor al inoculario en frutos de la misma
especie, pues la lesion alcanzé 34.0 mm de didmetro, sobresaliendo de las demas
especies inoculadas, ya que mostro diferencias significativas durante todo el
experimento (Anexo 5). Sin embargo, a las 96 horas después de la inoculacion,
diche aislamiento no presentd diferencias cuando se inoculd en frutos de pepino y
calabacita, pues tuvieron pudriciones de 174 y 17.1 mm de didmetro
respectivamente, mientras que en los frutos de jitomate vy chile manzano tuvo un
comportamiento casi idéntico con 13.1 y 12,1 mm de diametro (Figura 10).

El aislamiento de chile bell inoculado en frutos de la misma especie, causé
el dafio mayor, tanto en diametro de la lesiéh como en produccion de micelio en el
interior y el exterior de los frutos, ademas se favorecié la produccion de

50



esporangios (Fig. 10 d y e), asimismo, se observé el crecimiento en forma
estrellada en la epidermis de los frutos de jitomate (Fig. 10c) pero sin produccion
de micelio, mientras que en calabaza y pepino el crecimiento det hongo fue poco
desarrollado (Fig. 10 a y b), al igual que en chile manzano, donde hubo

mayormente ablandamiento en la lesion pero sin produccion de micelio.
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Figura 10. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricion de frutos {mm)
inducida por P. capsici aislado de chile bell e inoculado en frutos de calabacita (CB),
pepino (PP), jitomate (JT), chile bell (BL) y chile manzano (MZ).

Al obtener el promedio de la severidad causada por cada aislamiento, se
observd que todos tuvieron un comportamiento diferente, sin marcar una
tendencia entre los aislamientos de cucurbitas y solandceas ya que el aislamiento
de chile bell fué el menos severo de todos, mientras que el de chile manzano
mostré en promedio mayor severidad (Cuadro 4).

Tal comportamiento se puede explicar por la influencia de la recombinacion
genética, dada a través de fa reproduccion sexual del hongo P. capsici, |a cual
genera una segregacion de genes aita, lo que pudo producir multiples variantes
en los descendientes, por lo tanto comportamiento diferente entre un aislamiento
y otro (Goodwin, 1997). Dicha recombinacion puede resultar en aislamientos con
diferente grado de patogenicidad, la cual en una segunda recombinacion o en
otras especies inoculadas se expresaran desde unos pocos agresivos hasta otros

de mayor agresividad que el mismo inbculo o aislamiento (Ristaino, 1990).
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Cuadro 4. Severidad de la pudricion de frutos (mm) inducida por cinco

aislamientos de P. capsici Leo., 96 horas después de su inoculacién en cinco
hortalizas de fruto.

FRUTOS AISLAMIENTOS DE P. capsici

INOCULADOS cpY PP JT BL MZ
Calabaza 52 4a° 76.1a 42.08b 17.05a 43.15
Pepino 57 2a 67.59a 65.92a 17.37a 80.73
Jitomate 65.3a 64.49a 58.22a 13.13b 67.56
Ch. Bell 39.8a 28.31¢c 25.45¢ 23.98a 55.96
Manzano 54 7a 55.66b 40.16b 12.10b 52.99
Testigo 0.0b 0.0d 0.0d 0.0c 0.0
Promedio 53.89 58.42 46.36 16.72 60.07
cv 30.92 18.02 14.74 29.34 29.91
r 0.27 0.73 0.82 0.43 0.43
DMS 46.12 19.86 922 10.62 62.44

YCB=calabaza, PP=pepino, JT=jitomate, BL=chile bell, MZ=chile manzano.
“/alores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales con la
prueba de Tukey (P20.05).

En el promedio de la severidad (diametro de la lesion), para determinar que
especie fué mas susceptible a P, capsici, el andlisis estadistico mostrd que en los
frutos de pepino y jitomate se desarrollaron las lesiones de tamaiio mayor con
60.1 mm y 54.6 mm respectivamente, mientras que las lesiones de tamafio menor
se presentaron en chile bell fue con 30.6 mm de diametro de la lesion. En los
frutos testigo, sin aislamientos de P. capsici inoculados, no presentaron incidencia
de la pudricion y por tanto no se cuantifico severidad (Cuadro 5). Al encontrar
comportamientos diferentes entre la incidencia y la severidad, se confirma que
aungue ambos son parametros de virulencia del patdégeno, su comportamiento es
independiente uno del otro (Pedroza, 1995).

Cuadro 5. Comparacion de medias de severidad (mm) entre las especies de
frutos a las 96 horas después de la inoculacién.

FRUTOS INOCULADOS MEDIAS DE SEVERIDAD
Calabaza 39.7b
Pepino 60.0a
Jitomate 54.6a
Chile Bell 30.6¢
Chile manzano 43.9b
Testigo ‘ 0.0d
Cy 29.86
R 0.65
DMS 10.12

YCB=calabaza, PP=pepino, JT=jitomate, BL=chile beff, MZ=chile manzano.
*Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey (P20.05).

52



Siendo P. capsici una especie heterotalica, la produccion de oosporas en
medio de cultivo con agar esta restringida, sin embargo, cuando se aparea intra o
interespecificamente, se producen oosporas abundantemente, generando
anteridios y por consiguiente la reproduccién sexual, dando como resultado
recombinacién genética o hibridacion, lo que permite al hongo tener mayor
variabilidad y por consiguiente mejor adaptacion a las condiciones en que se
encuentre (Savage, et al., 1968). La variabilidad de este hongo no solo se expresa
en virulencia y patogenicidad, Tlapal (1995), en un estudio con freinta
aislamientos de P. capsici obtenidos de chile, calabaza y pimienta negra, observo
diferencias significativas en la morfologfa del hongo, asi como en la esporulacion
y liberacion de zoosporas, con lo que pudo discernir grupos con variabilidad
patogénica.
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5. CONCLUSIONES

Todos los aislamientos de P. capsici, mostraron un comportamiento diferente
al inocularlos en los frutos de jitomate, calabaza, pepino, chile bell y chile
manzano.

Se encontré cierta especificidad de los aislamientos al presentarse con un
mayor porcéntaje de incidencia y severidad al ser inoculados en frutos de la
especie de donde se aislaron originalmente, excepto en calabaza donde tuvo la
incidencia menor.

En promedio, €l aistamiento que causd la incidencia mayor de la pudricion de
frutos, fué el proveniente de chile bell y el que causé la incidencia menor fué el
aislamiento de jitomate. Todos los frutos fueron igualmente susceptibles al

patégeno, independientemente de que aislamiento se haya inoculado.
Los aislamientos que causaron la severidad mayor, expresada en diametro de
la lesion, fueron los provenientes de chilte manzano, calabaza y pepino, mientras

que el de chile bell caus6 las lesiones menores en promedio de todos los frutos.

Con respecto a la severidad, los frutos mas susceptibles a P. capsici fueron

los de jitomate y pepino, mientras que los mas resistentes fueron los de chile bell.
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ANEXOS

Fig. 6. Sintomas y severidad de la pudricién de frutos inducida por Phytophthora capsici Leo.,
aislado de calabacita e inoculado en frutos de calabacita (a), pepino (b), jitomate (c), chile bell (d) y
chile manzano (e).

Fig. 7. Sintomas y'severidad de la pudricién de frutos inducida por Phytophthora capsici Leo.,
aislado de pepino e inoculado en frutos de calabacita (a), pepino (b), jitomate (c), chile bell (d) y
produccién de micelio en el interior de chile bell (e). '

Fig. 8. Sintomas y severidad de la pudricién de frutos inducida por Phytophthora capsici Leo.,
aislado de jitomate e inoculado en frutos de calabacita (a), pepino (b), jitomate (c), chile bell (d) y
chile manzano (e).
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Fig. 9. Sintomas y severidad de la pudricion de frtﬁdé inducida por Pophthora capsici Leo.,
aislado de chile manzano e inoculado en frutos de calabacita (a), pepino (b), jitomate c), chile bell
(d) y produccién de micelio en el interior del fruto de chile bell (e)

Fi. 10. Sintomas y severidad de la pudricién de frutos inducida por Phytophthora capsici Leo.,
aislado de chile bell e inoculado en frutos de calabacita (a), pepino (b), jitomate (c), chile bell (d) y
produccién de micelio en el interior de chile bell (e).
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SEVERIDAD EN FRUTOS

ANEXO 1. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricion de frutos
{mm) inducida por P. capsici aislado de calabacita e inoculado en cinco hortalizas.

Tratamiento Horas Después de la Inoculacion
24 36 48 60 72 84 96

Calabacita 3.4a 4.6a 236b 339a 484a bH78a 624a
Pepino 1.5¢ 2.6b 126c  23.0b 416a 528a 57.2a
Jitomate 3.0a 51a 349a 39.8a 47.5a 62.4a 65.3a
Chie bell 1.9b 3.6a 19.7b 238b 389a 51.8a 39.8a
Chile manzano 0.0d 1.2¢ 3.9d 6.8¢c 21.9b 395b 54 8a
CcvV 5921 4046 41.38 4049 35.7 32.0 30.93
r? 055 055 0.67 0.58 0.32 0.18 0.27
DMS 1.40 1.66 9.44 12,53 18,36 21.8 46.12

Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey {P=0.05); CVv= Coeficiente de variacién; DMS= Diferencia minima significativa.

ANEXQO 2. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricién de frutos
(mm) inducida por P. capsici aislado de pepino e inoculado en cinco hortalizas.

Tratamiento Horas Después de la Inoculacién
24 36 48 60 72 84 96
Calabacita 2.6a 4.7a 105 29.3a 476a 593a 76.1a
Pepino 2.0a 4.6a 15.2a 220a 372a 496a 67.6a
Jitomate 1.2b 3.2b 70b 210a 419a 554a 64.5a
Chie belt 0.9¢ 1.9¢ 3.8¢ 8.9¢ 149a 23.8c 28.3c
Chile manzano 0.6c 2.0c 43¢ 12.3b 238a 409 557b
Ccv 4917 2924 4330 4777 2955 25.61 18.02
r? 053 062 0.60 0.42 0.58 0.52 0.74
DMS 0.85 113 4.15 10.89 13.09 1664 10.86

Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey (P20.05); CV= Coeficiente de variacién; DMS= Diferencia minima significativa.

ANEXO 3. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricion de frutos
(mm) inducida por P. capsici aislado de jitomate e inoculado en cinco hortalizas.

Tratamiento Horas Después de la Inocufacion
24 36 48 60 72 84 96
Calabacita 3.1a 5.3b 9.0c 16.1b  26.0b 350b 42.1b
Pepino 3.ba 7.5b 15.8b 327a 429 537a 650a
Jitomate 38a 131a 227a 348a 45.0a 538a 58.2a
Chie bell 0.0b 2.7d 6.0c 10.1b 14.7¢ 19.1¢c  25.5¢
Chile manzano  0.0b  3.0cd 6.6¢ 12.3b 222b  322b  40.2b
CVv 4024 2875 3211 25602 1910 1493 14.74
r* 079 082 075 080 081 085 0.83
DMS 1.11 2.43 5.07 6.81 7.35 7.51 022

Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey (P20.05); CV= Coeficiente de variacion; DMS= Diferencia minima significativa.
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ANEXO 4. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricién de frutos

(mm) inducida por P. capsici aislado de chile manzano e inoculado en cinco
hortalizas.

Tratamiento Tiempo {horas)
24 36 48 60 72 84 96
Calabacita 4.6a 11.6a 236a 33.82a 47.0a 536a 632a
Pepino 2.8b 7.7a 17.2a 3444a 48.8a 606a 80.7a
Jitomate 3.1b 7.7a 174a 3168a 416a 51.7a 67.6a
Chie bell 3.6a 6.5a 149a 2511a 353a 558a 557a
Chile manzano _ 2.5b 57b  121b 2022a 293a 48.7a 33.0a
Y 37.30 6091 53.56 36.72 29.02 2394 2991
r? 030 018 018 0.173 022 010 046
DMS 1.47 5.87 11.11 13.42 16.44 2040 70.88

Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey (P20.05); CV= Coeficiente de variacion; DMS= Diferencia minima significativa.

ANEXO 5. Comportamiento temporal de la severidad de la pudricion de frutos
(mm) inducida por P. capsici aislado de chile bel! e inoculado cinco hortalizas.

Tratamiento Horas Después de la Inoculacion
24 36 48 60 72 84 96

Calabacita 17b 4.2b 8.8b 10.8b 13.0b 14.9b 17.1b
Pepino 13b  3.2b 8.0b 10.2b 129 18.5b 17.4b
Jitomate 0.0c 1.3d 4.3c 5.9c 7.6C 10.0c 13.1b
Chie bell 29 7.2a 151a 19.6a 226a 295a 340a
Chile manzano 1.6b 2.6¢ 4.1¢ 5.4¢ 6.9¢ 9.8¢ 12.1b
CcVv 3861 3476 3320 3520 3571 31.28 29.34
r 072 070 061 0.51 . 047 0.46 0.44
DMS 0.64 140 2.69 3.59 4.54 5.45 10.62

Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey (P=0.05); CV= Coeficiente de variacion; DMS= Diferencia minima significativa.
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CAPITULO IN.

VARIABILIDAD Y PATOGENICIDAD DE CINCO AISLAMIENTOS DE
Phytophthora capsici lL.eo. EN HORTALIZAS

RESUMEN

Se evalud la incidencia y porcentaje de infeccién, inducidos por cinco
aislamientos de P. capsici (CB, PP, JT, BL Y MZ), inoculando 2 mL"? de
solucion de 1 x 10 zoosporas'mL™”, en plantas de calabacita, pepino, jitomate,
chile bell y chile manzano en etapa de 3 — 4 hojas en invernadero. Las plantas
de calabacita murieron 8 dias después de la infeccién, las plantas de pepino,
jitomate y chile bell a los 5 dias y el chile manzano a los 4 dias. Todos los
aislamientos mostraron la incidencia y porcentaje de infeccion mayor (93.3 a
100%) cuando se inocularon en la especie donde se aislaron originalmente. El
aislamiento CB tuvo la incidencia y porcentaje de infeccidn menor en chile bell
y chile manzano (80%). El aislamiento PP mostré incidencia de 53.3% en
calabacita e infeccion del 60% en plantas de calabacita y jitomate. El
aislamiento JT tuvo incidencia y porcentaje de infeccion del 53.3% en las
plantas de calabacita. El aislamiento BL incidié un 60% en calabaza y tuvo un
66.67% de infeccion en plantas de calabaza y pepino. El aislamiento MZ
presentd la incidencia menor (53.3%) en pepino y jitomate, mientras que
mostré el porcentaje de infeccibn menor (87.3%) en calabacita. Los cinco
aislamientos de P. capsici indujeron lesiones en las plantas probadas,
mostrando comportamiento diferente en cada especie, pero presentaron la
incidencia y porcentaje de infeccion mayor cuando se inocularon en plantas
donde se aislaron originalmente.
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VARIABILITY AND PATHOGENICITY OF FIVE ISOLATIONS OF
Phytophthora capsici Leo. IN VEGETABLES

ABSTRACT
In this work, was evaluated the incidence (%) and percentage of infection, induced
by five isolations of P. capsici (CB, PP, JT, BL and MZ), inocutation with 2 mL" of
solution with 1 x 10° zoospores:-mL™, in plants of zucchini squash, cucumber,
tomato, bell pepper and manzano chili pepper at 3-4 leaf stage. The test was
conduced in the green house of the Department of Parasithology in the University
Autonomous Chapingo. The zucchini squash plants died 8 days after the infection,
the cucumber, tomato and bell pepper after 5 days, and manzaneo chili pepper
after 4 days. Total isolations showed incidence and infection rate higher (93.3% -
100%) only when were inoculated in the original species. The isolation CB had
less incidence and percentage of infection in bell pepper and manzano chili
pepper (80%). The isolation PP showed 53.3% incidence in zucchini squash
plants. The isclation JT had 53.33% incidence and percentage of infection in
pumpkin plants. The isolation BL. had 60% incidence in zucchini squash and
66.67% infection in zucchini squash and cucumber. The isolation MZ had the
lower incidence (53.3%) in cucumber and tomato, while an infection of 87.3% was
showing for zucchini squash. The five isolations of P. capsici involved injury to the
plants in the test; showing a difference among each specie, but showing major

incidence and infection when were inoculated on plants used for the isolations
originally.
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1. INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de Phyfophthora capsici Leo., en 1922, se le ha
descrifo como una especie causante de dafios considerables en chile (Capsicum
sp.), calabacita y pepino (Galindo, 1860). De acuerdo con Hausbeck y Lamour
(2004), para 1940, se reportd en berenjena (Sofanum melongena L.), meldn
(Cucumis melo L.), calabacita (Cucurbita pepo L.) y tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.). En México, fué encontrada por Galindo en 1956 afectando chile,
después en calabacita, jitomate y fresa (Galindo, 1960). Este patégenc causa
dafios cercanos al 80% en las zonas dedicadas a la produccién de chile vy, en
términos generales, aproximadamente el 40% de las plantas de chile en México
mueren por esta enfermedad (Romero, 1988). Las pudriciones causadas por
Phytophthora capsici Leo., se han convertido en uno de los problemas mas serios
en la produccion de cucurbitaceas y solanaceas alrededor del mundo, causando
perdidas hasta del 100% en campos infestados (Tian y Babadoost, 2004). Ei
patégeno infecta raices, corona, tallo, hojas y frutos, ademds de causar dafios en

pre y postemergecia en un gran nimero de hospedantes (Blancard et al., 2000).

En 1986, Redondo sugirié que la variaciéon patogénica de P. capsici
existente en México, es mayor que en ofros paises, y Ristaino (1990), consideré
gque existe una importante variacion intraespecifica en las caracteristicas
morfoldgicas de aislamientos de P. capsici. Sin embargo, desde finales de 1980 a
través de un estudio de fragmentos de restriccion de polimorfismos largos (RFLP)
y analisis mitocondrialéls y DNA, encontraron diferencias entre aislamientos de
diferentes 4reas geograficas, afios de colecta y hospedantes localizados
alrededor del mundo (Hausbeck y Lamour, 2004).

En Mexico han sido pocas las investigaciones realizadas para estudiar la
variabilidad de P. capsici, sin embargo, Romero (1962) mencioné la posible
existencia de cierta especializacion fisiologica al inocular diferentes selecciones

de chile con una suspension de zoosporas de 20 aislamientos de P. capsici,
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provenientes de distintas dreas geogréaficas y Redondo al repetirlo en 1974 con 44
aislamientos procedentes de diferentes localidades, en mas de 100 materiales de
chile, encontrd variacion en patogenicidad desde 0% hasta 76%. Sin embargo,
estos trabajos se han sefializado variando ya sea los aislamientos o las especies
de plantas en que se inocularon.

Por otro lado, la ineficacia de algunos productos biolégicos y quimicos para
el manejo y control de este patogeno, han orillado a emplear la rotacion de
cultivos como una practica para tratar de disminuir el inéculo inicial de P. capsici,
sin embargo, para establecer una efectiva rotacion de cultivos, es necesario
establecer el rango de hospedantes del hongo, considerar las especies que
afecta, asi como la posible variabilidad patogénica existente entre aislamientos
(Tian y Babadoost, 2004). Debido a lo anterior, seria de importancia econdmica y
fitopatolégica realizar estudios de variabilidad y patogenicidad con diferentes
aislamientos de Phytophthora capsici, procedentes de distintos hospedantes y
regiones geograficas, con la finalidad de determinar el comportamiento
patogénico de dichos aislamientos. En base a lo ya sefialado, se realizé la
presente investigacion con el objetivo siguiente:

2. OBJETIVO

e Determinar la variabilidad y patogenicidad de cinco aislamientos de
Phytophthora capsici Leo. en plantas de calabacita, pepino, jitomate, chile bell
y chile manzanao en condiciones de invernadero.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Se emplearon plantas de (Cucurbita pepo L. cv. Zuchini), pepino (Cucumis
sativus L.), jitomate (Lycopersicum esculentum Mill.), chile bell (Capsicum annuum
L.) y chile manzano (C. pubescens Ruiz y Pavén), las cuales se sembraron en
charolas de poliestireno de 200 cavidades (jitomate, chile bell y chile manzano) y
en vasos de unicel No. 16 (calabacita y pepino), posteriormente se trasplantaron
en macetas de 7". Estas se mantuvieron en el invernadero del Departamento de

Parasitologia Agricola, de la Universidad Auténoma Chapingo, donde se llevo a
cabo el experimento,

3.2. Aislamientos de Phytophthora capsici Leonian

Se emplearon cinco aislamientos monozoospéricos de Phytophthora
capsici Leo., aislados de jitomate en Texcoco, Edo de México (Fernandez, 2006),
chile bell en Culiacan, Sinaloa, calabaza y pepino en Morelos (Ramirez, 2005), y
chile manzano en Coatepec de Harinas, Estado de México (Rangel-Jiménez y
Acosta-Ramos, 2005), utilizados por Hernandez-Arenas y Acosta-Ramos {2005}
para determinar fa patogenicidad y variabilidad en frutos de las mismas hortalizas.

3.3. Preparacion y cuantificacion del inéculo

Cada uno de los aislamientos, se sembrd en cajas Pefri con medio de
cultivo jugo de tomate-agar para su incremento masivo; al cabo de 10 dias, el
micelio invadié por completo el medio de cultivo, del cual se tomaron 10 discos de
5 mm de diametro y se colocaron en una caja Pefri con 20 mL de agua destilada
. esterilizada; estos se incubaron a 25°C para promover la formacion de
esporangios, los cuales se obtuvieron a los 3 dias después de la siembra. Para la
liberacion de zoosporas, las cajas Petri con los discos del hongo se colocaron a
12°C durante 20 a 30 minutos (Ramirez y Romero, 1980) y con la ayuda de un
hemacitdmetro se cuantificd la solucién madre, la cual se ajustoc a una

concentracion de 1 x 10° zoosporas-mL* (Hernandez-Arenas y Acosta-Ramos,
2005).
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3.4. Inoculacion de los aislamientos de P. capsici

Se sembraron 450 plantas de hortalizas (calabaza, pepino, jitomate, chile
bell y chile manzano) en vasos de unicel No. 16 con tierra de monte esterilizada
con bromuro de metilo. Las plantas se mantuvieron en invernadero a una
temperatura de 25+5°C y humedad relativa de 80+5%, aplicando riego
diariamente. Un dia después del trasplante, se inocularon las plantas con 2 mL™
de una solucién de zoosporas (1 x 10° zoosporas-mL™), de manera dirigida al
cuello de las plantas y agua destilada esterilizada para las plantas testigo (Polach
y Webster, 1972), de tal forma que cinco plantas de calabaza de un bloque
estuvieron inocutadas con un aistamiento de calabaza, pepino, jitomate, chile bell
y chile manzano, y asi respectivamente en cada hortaliza, después de la
inoculacion se aplico riego pesado. Las plantas se consideraron enfermas cuando
se hicieron visibles las primeras lesiones en el cuello del tallo.

3.5. Variables evaluadas

Se determind la incidencia y severidad de la enfermedad (marchitez de las
plantas). La incidencia se consideré como el nimero de plantas con sintomas de
marchitez y/o ahorcamiento del cueilo de la planta con respecto al nimero total de
plantas; dicha variable se determiné diariamente durante los 10 dias después de
la inoculacion (DDI) y se expresdé en porcentaje (%). La severidad de la
enfermedad se consideré como el grado de afectacion por Phytophthora capsici,
estimado de manera visual los 10 dias después de la inoculacién, mediante una
escala de dafio de: O (planta sana), 1 (planta con ligera marchitez), 2 (planta con
marchitez moderada) y 3 (planta seca o muerta). Estos valores se transformaron
en porcentajes de infeccion con la Férmula de Townsed y Heuberger (1943):

3 (n*V)

pl=—"! *¥100
Categoria mayor* N

Donde:
Pl = Porcentaje de infeccion.
n = nimero de plantas en cada categoria
v = Valor numeérico de cada categoria
N = NUmero total de plantas en la repeticidn
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3.6. Diseiio del experimento

El experimento estuvo constituido por 25 tratamientos, conformados por
fa inoculacién de los cinco aislamientos en las plantas de calabacita, pepino,
jitomate, chile bell y chile manzano, ademas de un testigo (sin aplicacion del
hongo) para cada hortaliza. La unidad experimental (U. E.) estuvo constituida
por cinco plantas con tres repeticiones (Cuadro 1), empleando un disefio
experimental completamente al azar.

Cuadro 1. Tratamientos, hortalizas, unidad experimental y repeticiones
evaluados para determinar la variabilidad patogénica de P. capsici Leo. en
plantas de calabacita, pepino, jitomate, chile beli y chile manzano.

Tratamiento Hortalizas Aislamientos U. E. Repeticiones
1 Calabacita CB 5 3
2 Calabacita PP 5 3
3 Calabacita JT 5 3
4 Calabacita BL 5 3
5 Calabacita MZ 5 3
6 Pepino CB b 3
7 Pepino PP 5 3
8 Pepino ' JT 5 3
9 Pepino BL 5 3
10 Pepino MZ b 3
11 Jitomate CB 5 3
12 Jitomate PP 5 3
13 Jitomate JT 5 3
14 Jitomate BL 5 3
15 Jitomate MZ 5 3
16 Chile belt CB 5 3
17 Chile bell PP 5 3
18 Chile bell JT 5 3
19 Chile belt BL 5 3
20 Chile bell MZ 5 3
21 Chile manzano CB 5 3
22 Chile manzano PP 5 3
23 Chile manzano JT 5 3
24 Chile manzano BL 5 3
25 Chile manzano MZ 5 3

"Aislamientos procedentes de: CB:Calabacita; PP: Peplno JT:Jitomate; BL:Chile bell;
MZ:Chile manzano.

3.7. Anélisis estadistico

Los datos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de
Tukey (P < 0.05), con el programa Stadistical Analysis System (SAS Institute,
Inc., 1998).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Respuesta de aislamientos de P. capsici Leo. en plantas de calabacita
Los aislamientos de cucurbitas (CB y PP) y de solanaceas (JT, BL y MZ)
fueron patogénicos sobre las plantas de calabacita, sin embargo, la incidencia y
severidad de la enfermedad entre aislamientos tuvo un comportamiento diferente
en el tiempo que duro el experimento. Al dia 1 después de la inoculacién (DDI),
tnicamente los aislamientos de chile bell (BL), pepino (PP) y calabaza (CB)
produjeron sintomas en las plantas, siendo este dltimo el que tuvo mayor
incidencia; a los 8 DDI todos los aislamientos ya habian causado incidencia
superior al 80% en las plantas inoculadas; el aislamiento CB indujo la mayor
incidencia, sin encontrarse diferencias significativas con los aislamientos PP y JT,
pero si con BL, MZ y el testigo sin inocular (Cuadro 1). Los aislamientos CB y PP,
causaron el porcentaje mayor de infeccion 24 horas después de la inoculacion, sin
embargo a los 8 DDI no se observaron diferencias significativas con respecto a
los demas aislamientos, por lo que se cree que hubo una relacién mas estrecha

enfre los aislamientos de cuclrbitas (calabacita y pepino) sobre las plantas
probadas.

Cuadro 2. Incidencia (%) y severidad (%) de la pudricion de raiz, cuello vy
marchitez, inducidos por cinco aislamientos de Phytophthora capsici en plantas de
calabacita (Cucurbifa pepo L) alos 1y 8 dias después de la inoculacién (DDI).

Incidencia de la enfermedad  Porcentaje de Infeccién

Aislamiento {%) (%)

1 DDIY 8 DDI 1 DDI 8 DDI
ceY 80.0a 100.0a 26.7a 94.3a
PP 60.0b 86.7a 20.0a 94.3a
JT 0.0d 86.7a 0.0b 86.7a
BL 20.0c 80.0b 4.3b 80.0a
MZ 0.0d 80.0b 0.0b 80.0a
Testigo 0.0d 0.0c 0.0b 0.0b
DMS 0.0 18.27 9.27 22.04
r2 1.0 0.97 0.93 0.96
CvV 0.0 9.23 39.79 11.10

YCB=calabacita, PP=pepino, JT=jitomate, BL=chile bell, MZ=chile manzano.
*Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey (Pz0.05). *DDI = Dias después de la inoculacion.
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Las plantas enfermas exhibieron las lesiones tipicas de ahorcamiento del
tallo y pudricién de raices, sin encontrarse una diferencia notoria en las causadas
por cada uno de los aislamientos. El comportamiento observado durante el
experimento coincide con la respuesta encontrada por Ristaino (1990), quien
observo un cierto nivel de virulencia especifica entre los aislamientos de algunas
cucurbitas inoculados en plantas de calabacita, al igual que aislamientos de
pimiento inoculados en pimiento, sin embargo no considero esta patogenicidad
especifica como un eficaz criterio de diagndstico por ser P. capsici un hongo con
amplia variabilidad. Por otro lado, Tian y Babadoost (2004) en_Contraron que el
porcentaje de plantas de calabacita muertas fue mayor en las que fueron
inoculadas con aislamientos de P. capsici de cucurbitdceas que las inoculadas
con aislamientos de pimiento. Ademas observaron que las cuctrbitas y pimientos
son los hospedantes més susceptibles a Phyfophthora capsici Leo.

La diferencia observada entre los aislamientos probadoes, se pudo deber a
que P. capsici Leo. es una especie heferotalica capaz de tener reproduccion
sexual (compatibilidad A1 y A2) y por tanto variabilidad en su descendencia,
siendo posible esta variabilidad entre plantas de un mismo predio y mayormente
en distintas areas geogréficas (Kim y Hwang, 1992). Mediante anélisis molecular
de isoenzimas de mas de cien aislamientos de F. capsici Leo., se han encontrado
dos subgrupos diferenciados significativamente en su ontogenia y morfologia,
siendo mayor cuando provienen de diferentes hospedantes o areas geogréaficas,
indicando una diversidad nuclear muy grande (Hausbheck y Lamour, 2004).

Por ofro lado, si ambos tipos de compatibilidad se localizan en un mismo
predio, existe potencial para recombinacion genética y con ello, desarrollo de
variabilidad del hongo. Esta variabilidad se puede expresar en su fisiologia,
patogenicidad y respuesta a fungicidas, ocasionando un control mas dificil y
complicado (Beckman, 1987), lo cual se ha observado desde que se descubrié el
patbgeno Phytophthora capsici, pues hasta la fecha no se ha encontrado un
método eficaz para su control, por lo que Babadoost e Islam (2003} propusieron
un manejo integrado del patdgeno, principalmente en e! tratamiento a semilias y
plantulas con Mefenoxam y Metalaxyl.
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4.2. Respuesta de aislamientos de P. capsici Leo. en plantas de pepino

Todos los aislamientos de P. capsici Leo. produjeron dafio en las plantas
de pepino, sin embargo, se observaron diferencias significativas entre ellos
durante los primeros tres dias después de la inoculacién, ya que el aislamiento de
pepino (PP) fue el que causo los valoras mas altos en las variables porcentaje de
incidencia de la enfermedad y porcentaje de infeccion (severidad) durante todo el
experimento, seguido de los aislamientos de chile bell (BL) y chile manzano (MZ)
a los 8 DDI. El aistamiento de pepino causé una infeccién significativamente
mayor a la inducida por los aislamientos de calabacita, jitomate, chile bell y chile
manzano, entre los cuales no se abservo diferencias estadisticas a los ocho dias
después de la inoculacion, periodo en el cual se observaron la mayor parte de las
plantas muertas, mientras que el testigo se mantuvo sano {Cuadro 2). La
susceptibilidad del pepino a P. capsici Leo. ya ha sido mencionada por Tian y
Babadoost (2004), quienes encontraron gque las Cucurbitaceas y Solanaceas
fueron mas susceptibles a la inoculacion con aislamientos de P. capsici
provenientes de diferentes areas geograficas, desarrollando sintomas entre los 2
y 12 dias después de la inoculacion.

Cuadro 3. Incidencia (%) y severidad (%) de la pudricion de raiz, cuello y
marchitez, inducidos por cinco aislamientos de Phytophthora capsici en plantas de
pepino (Cucumis sativus L.) alos dias 3y 8 después de la inoculacién (DD).

Incidencia de la enfermedad Porcentaje de Infeccién

Aislamiento {%) (%)

3 DD 8 DDI 3 DDI 8 DDI
CBY 46.7b 53.3b 15.7b 60.0b
PP 93.3a 93.3a 42.3a 93.3a
JT 53.3b 53.3b 17.7b 60.0b
BL B.7¢ 66.7b 2.3c 66.7b
MZ 0.0c 66.7b 0.0c 66.7b
Testigo 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
DMS 25.84 28.89 7.45 19.38
r? 095 - 0.91 0.97 0.95
cVv 28.28 18.97 20.90 12.23

- YCB=calabacita, PP=pepino, JT=jitomate, BL=chile bell, MZ=chile manzano.
“/alores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey (P20.05)."Dias después de la inoculacion.

Los resultados presentados muestran un comportamiento similar al
observado por Lee, et al. (2001), quienes observaron diferencias significativas

entre cultivares de calabacita y pepino al ser inoculados con cinco aislamientos de
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P. capsici Leo. provenientes de cuctitbitas de distintas partes del mundo, donde
hubo una correlacién mayor entre los aislamientos probados con las plantas de
calabacita que en las plantas de pimiento, siendo estas interacciones las
responsables de un progreso de la enfermedad mayor.

La variabilidad entre aistamientos de Phytophthora capsici Leo. ya ha sido
mencionada desde hace afos, cuando Polach y Webster (1972) agruparon 23
aisiamientos de P. capsici Leo. en catorce razas patogénicas, al probarios en
plantas de solanaceas y cucurbiticeas y sefialaron que la patogenicidad a
diferentes hospedanies esta dada por un gen o sistema de genes de cada
hospedante. Por otro lado, Lee, et al. (2001) sefialaron que dichos genes de
resistencia o por el contrario, de susceptibilidad, estan inherentes al hospedante,
por lo que algunos pueden poseertos o carecer de ellos;, ademas mencionaron
que la densidad del indculo, asi como la edad de la planta puede ser un factor
determinante en la aparicion y desarrollo de 1a enfermedad inducida por P. capsici
Leo. Es por lo anterior que algunos autores (Islam ef al, 2002; Hausbeck y
Lamour, 2004; Lee, ef al., 2001) han mencionado la resistencia natural de las
plantas como una defensa biolégica ideal contra Phyfophthora capsici, sin
embargo, también mencionaron que aun no existen variedades resistentes de

calabaza y chile disponibles comercialmente ni aptas para todas las regiones.

Por otro lado, se ha observado que las cosporas de P. capsici son capaces
de entrar en dormancia por un periodo hasta de cinco afios, reactivandose en el
momento que encuentran algun hospedante o las condiciones ambientales son
las dptimas (Hausbeck y Lamour, 2004}, de tal manera que se dificulta ain mas el
manejo del patégeno mediante l1a rotacion de cultivos, por lo que se deben
emplear métodos alternativos para el manejo del patégeno, donde el método de
PCR, para deteccién de P. capsici Leo. en tejidos de plantas, es una herramienta
eficaz y rapida para la deteccion del patégeno, particularmente en las etapas
tempranas de infeccion (Ristaino ef al, 1998) favoreciendo asi la deteccion
pertinente del patdgeno para su mejor manejo.
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4.3. Respuesta de aislamientos de P. capsici Leo. en plantas de jitomate

Las plantas de jitomate desarrollaron sintomas de pudricion de raices y
ahogamiento 24 horas después de la inoculacién con todos los aislamientos,,
encontrandose diferencias significativas entre algunos de ellos. El aislamiento de
jitomate (JT) presento la incidencia mayor y significativamente diferente a los
demas aislamientos de P. capsici Leo., los cuales se mantuvieron en un rango de
53 a 73.3% de plantas con sintomas a los cinco dias después de la inoculacion.
En el porcentaje de infeccidén (severidad), el aislamiento de jitomate fue el que
presento el valor mayor desde el primer dia después de la inoculacién y hasta el
término del experimento (5 DDI), cuando se presentd la mayor parte de las
plantas muertas. Los aislamientos de calabacita, pepino, chile bell y chile
manzano no tuvieron diferencias significativas entre ellos (Cuadro 3). Por otro
lado, se observé un periodo de tiempo en el que murieron la mayoria de las
plantas de jitomate mas corto con respecto a las plantas de calabacita y pepino de
los incisos anteriores. Dicho comportamiento coincide con lo observado por
Hartman (1993), quien encontrd que e} desarrollo de la enfermedad fué mayor a
tos 5 dias después de la inoculacidn de P. capsici Leo. en €l cuello de plantas de
tomate, debido probablemente a que esta especie es mas susceptible al ataque
de P. capsici Leo., o por que no poseé |los genes que confieren algun tipo de
resistencia al patégeno (Polach y Webster, 1972).

Cuadro 4. Incidencia (%) y severidad (%) de la pudricion de raiz, cuello y
marchitez, inducidos por cinco aislamientos de Phyfophthora capsici Leo., en

plantas de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) a los 1 y 5 dias después de la
inoculacion (DDI).

Incidencia de la enfermedad Porcentaje de Infeccién

Aislamiento (%) {%)

1 DDIY 5 DDI 1 DDI 5 DDI
CBY 6.7b 53.3b 15.4b 53.3b
PP 13.3b 73.3a 13.0b 66.7b
JT 73.3a 93.3a 23.3a 93.3a
BL 20.0b 66.7a 7.0c 66.7b
MZ 8.7b 70.0a 2.3c 60.0b
Testigo 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
DMS 25.84 25.84 6.39 32.30
2 0.91 0.93 0.94 - 0.90
cv 47 .14 16.63 44,21 19.82

"CB=calabaza, PP=pepino, JT=jitomate, BL=chile bell, MZ=chile manzano.
*Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey (P20.05). “DDI = Dias después de la inoculacion,
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Se observo una diferencia significativa en la incidencia y porcentaje de
infeccion causado por el aislamiento de jitomate en plantas de la misma especie,
coincidiendo con Hartman (1993), quien observé que el aislamiento de P. capsici
Leo. originario de campos de cultivo con tomate, fué mas virulento en plantas de
tomate que los aislamientos provenientes de pimiento y calabaza. Asi mismo, en
un estudio anterior, Hartman y Huang (1991), encontraron que al inocular
aislamientos provenientes del follaje de tomate y chile en plantas de col, pepino,
tabaco, chile y tomate, Unicamente, las dos Ulimas desarrollaron sintomas, pero
variando en su virulencia y sintomatologia, asi como en la morfologia de los
esporangios. La variabilidad observada en patogenicidad y virulencia se puede
deber a que estas caracteristicas se pueden heredar a través de la recombinacién
sexual, mediante la cual se pueden generar razas o subtipos con mayor 0 menor
capacidad de virulencia que sus progenitores (Hausbeck y Lamour, 2004).

Por otro lado, 1a edad de las plantas de tomate es un factor importante en
el desarrolio de la enfermedad y aparicién de lesiones causadas por P. capsici,
siendo que plantulas de 10 a 11 semanas de edad han mostrado sintomas ligeros
y reduccion de la mortalidad en contraste con plantulas de 6 a 8 semanas de edad
(Roberts y McGoven, 2000). Sin embargo, dado gue este hongo es de vida
~ policiclica, produce multiples ciclos de produccién de inoculo permitiendo su
dispersién y desarrollo de la epidemia, ademas, la densidad de propagutos en el
suelo se incrementa, con lo que favorece el aumento de la incidencia de la
enfermedad aldn en plantas adultas (Sujkowski, et al, 2000} y Gnicamente
mediante monitoreos constanies puede detectarse el patégeno, sin embargo, en
ocasiones de manera tardia pues ya esta establecido en una mayor area, por lo
que algunos métodos molecutares a base de'DNA son ventajosos, ya que no
requieren el aislamiento del patdgeno, pues la amplificacién de la reaccion de la
cadena polimerasa (PCR) permite la identificacion del patégeno directamente del
tejido infectado de la planta facilitando la identificacién del patégenc y su rapido
diagnéstico, para el manejo mas apropiado (Ristaino, et al., 1998) y en México ya
existen metodologias para la deteccion de P. capsici directamente en las plantas
enfermas, aunque estén en asociacion con otros patégenos como Rhizoctonia
spp. y Fusarium spp. (Rico, ef al., 2004).
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4.4, Respuesta de aislamientos de P. capsici Leo. en plantas de chile bell

Todos ios aislamientos inoculados fueron patogénicos en las plantas de
chile bell, sin embargo, fueron los aislamientos de chile bell y chile manzano los
gue propiciaron la incidencia y porcentaje de infeccion mayor en las plantas, sin
encontrarse diferencias significativas entre ellos, principalmente a los cinco dias
después de la inoculacion, mientras que entre los aislamientos de calabaza,
pepino y jitomate no se observaron diferencias significativas, a excepcion del
aislamiento JT (Cuadro 4). La variable severidad observada en el experimento
coincide con el estudio de Ristaino (1990), quien ohservo que los aislamientos de
cucurbitas de P. capsici Leo. fueron patogénicas sobre chile, sin embargo, Ia
virulencia de estos fué menor que los aislamientos de chile inoculadas en plantas
de la misma especie.

Cuadro 5. Incidencia (%) y severidad (%) de la pudricion de rafz, cuello y
marchitez, inducidos por cinco aislamientos de Phytophthora capsici en plantas de
chile bell (Capsicum annuum L.) alos 1y 5 dias después de la inoculacion (DDI).

Incidencia de la enfermedad Porcentaje de Infeccion

Aislamiento (%) (%)
1 DD 5 DDI 1 DDI 5 DDI
CcB’ 60.0b 60.0b 16.6¢ 66.7c
PP 53.3b 66.7b 15.4¢ 66.7¢
JT 26.7¢c 73.3b 10.3d 73.3b
BL 80.0a 100.0a 33.3a 93.3a
MZ 60.7b 78.5a 26.7b 88.7a
Testigo 0.0d 0.0c 0.0e 0.0d
"DMS 12.92 25.84 4.83 9.90
2 0.98 0.92 0.97 0.98
CV 32.63 16.0 36.49 6.13

"CB=calabaza, PP=pepino, JT=jitomate, BL=chile bell, MZ=chile manzano.
“Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey (P20.05). "DDI = Dias después de la inoculacion.

Por otro lado, se observé que el periodo de sobrevivencia de las plantas
después de la inoculacion con P. capsici, fue relativamente corto, comparado con
las de calabacita y pepino, debido probablemente a que a pesar de tener la
misma edad, las plantas de chile bell se desarrollan mas lentamente y su sistema
de rafces fue menor, al igual que su capacidad fotosintética por el tamario
pequefio de sus hojas, caracteristicas que lo convirtieron en un hospedante mas
sensible al ataque del patégeno (Barksdale, et al., 1984).
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Debido al amplio rango de adaptacién del hongo, Romero {1962) menciond
la posible existencia de cierta especializacion fisiologica de P. capsici al inocular
diferentes selecciones de chile con una suspension de zoosporas de 20
aislamientos provenientes de distintas areas geograficas y encontré que las
plantas inoculadas con aislamientos del mismo sitio de origen tuvieron una
incidencia y severidad mayor con respecto a las inoculadas con ofros
aislamientos, tal como lo demostré esta investigacion. Por otro lado, una
alternativa para el manejo eficaz de este hongo, es la bulsqueda vy
comercializacion de variedades resistentes, tal como lo hicieron Barksdale, et al.
(1984), quienes al realizar cruzas de plantas con menor porcentaje de dafio y
otras sanas, encontraron una tercera parte de la F3 donde todos los individuos se
enfermaron y una donde todas las plantas fueron completamente sanas o
resistentes al patogeno, pues fueron asintomaéticas, por lo que mencionaron que
el caracter de resistencia esta dado por un solo gene dominanie.

De manera semejante, Polach y Webster (1972), mencionaron que las
caracteristicas de virulencia y. patogenicidad estan dados por un solo gene o un
sistema de genes propios del hospedante'y de acuerdo a Islam, ef al. (2002), la
resistencia a P. capsici Leo. se puede incrementar o activar mediante la
irradiacién de luz roja en las semiilas de las plantas, debido a que estimula la
produccion de fitoalexinas o sustancias antifungosas, las cuales protegieron a ios
hospedantes del patégeno, disminuyendo la incidencia de la pudricion de raices y
marchitez de las plantas en tomate, calabacita y chile, ademas de promover el
crecimiento de las plantulas e incrementar el peso fresco y seco.

Por otro lado, la utilizacion de variedades resistentes al patdgeno atn es
dificil de realizar ya que a su vez, la progenie de las cruzas entre un aislamiento
A1y A2 de P. capsici Leo. ha mostrado diferir de sus progenitores, patogénica y
morfologicamente, generalmente incrementando la virulencia del patégeno, lo cual
sugiere que la reproduccion sexual puede llegar a increhentar la virulencia en
campo (Hausbeck y Lamour, 2004}, por lo gue si bien se pueden enconfrar o
desarrollar plantas resistentes, también el hongo es capaz de tener descendencia
mas patogénica, ademas de que dichas variantes resistentes a P. capsici,

también deben cumplir con buenas caracteristicas agronémicas y adaptacién a
condiciones ambientales.
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4.5. Respuesta de aislamientos de P. capsici Leo. en plantas de chile
manzano

Los cinco aislamientos de P. capsici Leo. obtenidos de calabacita,
pepino, jitomate, chile bell y chile manzano, fueron capaces de causar pudricion
de raices y ahorcamiento del tallo en las plantas de chile manzano, con
porcentajes de incidencia elevados desde el primer dia después de fa
inoculacién. Sin embargo, solo se observaron diferencias significativas entre los
aislamientos durante el primer dia, siendo el aislamiento de chile manzano el
que obtuvo el valor mas alto en la incidencia de la enfermedad y el porcentaje
de infeccion, seguido de los aislamientos de chile bell y jitomate, aunque a los 4
dias después de la inoculacion, se presento la mortalidad mayor (severidad) y
no hubo diferencias significativas enfre los aislamientos, pues todos los
aislamientos produjeron la muerte en las plantas donde se inocularon (Cuadro

5), mientras que en el testigo, no hubo incidencia y por tanto tampoco infeccion
de las plantas.

Cuadro 6. Incidencia (%) y severidad (%) de la pudricion de raiz, cuello y
marchitez, inducidos por cinco aislamientos de Phytophthora capsici en plantas
de chile manzano (Capsicum pubescens Ruiz y Pavén) a los 1 y 4 dias
después de la inoculacion (DDI). '

Incidencia de la enfermedad Porcentaje de Infeccién

Aislamiento (%) (%)

1 DDV 4 DD 1 DDI 4 DDt
cBY 53.3b 60.0b 17.7b 87.3a
PP 20.0c 53.3b 7.0d 95.3a
JT 46.7b 53.3b 15.3¢ 95.3a
BL 53.3b 73.3b 20.0b 98.7a
MZ 10a 100.0a 53.0a 100a
Testigo 0.0c 0.0c 0.0e Ob
DMS 17.92 14.4 4.56 15.27
r? 0.95 0.95 0.98 0.98
cV 2238 22.38 10.75 7.28

YCB=calabaza, PP=pepino, JT=jitomate, BL=chile bell, MZ=chile manzano.
“Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales por la
prueba de Tukey (P20.05). "DDI = Dias después de la inoculacién.

Este comportarhiento coincide con los reportado por Adorada, ef al.
(2000), ya que mencionaron gue la enfermedad causada por Phytophthora
capsici puede ocurrir desde etapas tempranas de germinacién y plantuta hasta
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plantas aduitas, con un sistema de raices bien desarrollado, sin embargo, entre
mas jovenes fueron las plantas, mostraron una menor resistencia al patégeno,
sin importar el aislamiento del hongo inoculado. De igual manera, Kim, et al.
(1989) mencionaron que, en plantas de chile de mayor edad (10 a 12 hojas)
inoculadas con P. capsici Leo., los cultivares probados fueron mas resistentes
al hongo y el periodo de incubacién fué mayor que en plantas jovenes y
susceptibles (4 a 6 hojas).

Al realizar el promedio de la incidencia (%) y severidad (porcentaje de
infeccion) de la pudricion de raices, inducida por los aislamientos en la fecha
final de evaluacién, observamos que no hubo diferencias significativas entre las
especies inoculadas, sin embargo, la mas susceptible al ataque de P. capsici
Leo. fué la calabacita con una incidencia y porcentaje de infeccion superior a
70%, mientras que las plantas mas tolerantes fueron pepino con una incidencia
de 55.5% y 57.8 % de infeccion y jitomate con 59.4% de incidencia y 56.7% de
severidad (Cuadro 7). Con este comportamiento se confirma que tanto
solandceas como cucurbitaceas son susceptibles al patégeno, por lo tanto no
se recomendaria la rotacion de cultivos con miembros de estas familias como
una practica para reducir el ataque por Phytophthora capsici l.eo.

Cuadro 7. Promedio de la incidencia (%) y severidad (%) de la pudricion de
rafz, cuello y marchitez, inducidos por Phytophthora capsici Leo. en plantas de
calabacita, pepino, jitomate, chile bell y chile manzano en la fecha final de
evaluacion de cada especie.

Incidencia de la Porcentaje de
Especies inoculadas enfermedad Infeccion

(%) (%)
Calabacita 72.2a° 72.5a
Pepino 55.5a 57.8a
Jitomate : 59.4a 56.7a
Chile bell 63.0a 64.8a
Chile manzano 56.7a 79.4a
DMS 56.21 58.14
2 0.42 0.71
cv 53.1 51.76

A/alores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales con la

prueba de Tukey (P20.05). 'La fecha final de evaluacion fue diferente para cada
especie. -
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Por otro lado, al observar la diferencia en la incidencia y porcentaje de
infeccidn de la enfermedad, Fernandez-Pavia, et al. (2004), encontraron los
tipos de compatibilidad As y Az en un mismo predio y solamente 7, de los 26
aislamientos de P. capsici estudiados, fueron patogénicos en pepino, 24 fueron
virulentos en chile y no observaron una tendencia bien definida en jitomate, por
lo que existe variabilidad patogénica entre aislamientos, incluso en los
obtenidos de un mismo campo de cultivo. Dicha variabilidad esta directamente
relacionada con la reproduccion sexual y la recombinacién genética que se da
a través de ella (Polach y Webster, 1972). Razén por lo cual, se enconiraron
comportamientos tan heterogéneos en el presente trabajo.

En lo referente al grado de patogenicidad promedio expresada por cada
aislamiento, no se encontraron diferencias significativas entre ellos, sin
embargo, el aislamiento CB resultdé ser el que tuvo incidencia menor y
porcentaje de infeccién menor con 65 y 72.3% respectivamente, mientras que
el mas patogénico fue el aislamiento MZ, ya que mostré un 79 % de incidencia

y severidad. Por otro lado, los aislamientos PP, JT y BL presentaron valores
semejantes (Cuadro 8).

Cuadro 8. Promedio de la incidencia (%) y severidad (%) de la pudricién de

raiz, cuello y marchitez final, inducidos por cinco aislamientos de Phytophthora
capsici Leo. en hortalizas.

Incidencia de la _ Porcentaje de
Aislamientos enfermedad Infeccion

(%) (%)
CcBY 65.3a 72.3a
PP 74.7a 83.3a
JT 72.0a 81.7a
BL 77.3a 81.1a
MZ 79.0a - 79.1a
DMS 30.0 29.85
r? 0.09 0.07
CV 22.24 19.84

YAislamientos: CB=calabacita, PP=pepino, JT=jitomate, BL=chile bell, MZ=chile
manzano. “Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente
iguales con la prueba de Tukey (P20.05).
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En México, Redondo (1974) probé 44 aislamientos de P. capsici Leo.
procedentes de diferentes dreas geogréficas, en mas de 100 materiales de
chile y encontrd variacion en patogenicidad desde 0% hasta 76%. Mientras que
Ristaino (1990) ademds de observar variabilidad en patogenicidad y virulencia,
encontrd diferencias en caracteres morfolégicos como tamafio y forma de
esporangios, longitud del pedicelo, diametro de oosporas, entre aislamientos de
diferentes hospedantes. En el trabajo de Tlapal, ef al. (1995) al estudiar 30
aislamientos de chile, se encontraron variaciones su comportamiento fisiolbgico
a diferentes temperaturas, forma de la colonia, tiempo de esporulacion, asi
como de fiberacion de zoosporas.

La variabilidad g'enética encontrada en aislamientos de Phyfophthora
capsici dificulta enormemente el manejo y contro! de este patdgeno, por lo que
es necesario implementar estrategias combinadas para lograr disminuir, en |o
posible, los ataques o pérdidas causadas por dicho hongo, sin embargo, la
rotaciéon de cultivos es una practica que requiere un lapsc de tiempo de al
menos 4 a 5 afios, intercalando con especies no susceptibles, aunque de valor
econdmico menaor, como soya, maiz y trigo, las cuales no fueron afectadas con
P. capsici en un estudio realizado por Tian y Babadoost (2004). Otra alternativa
gue requiere un estudio mayor es la busqueda de cultivares resistentes y con
buenas caracteristicas agronémicas (Babadoost e islam, 2002; Barksdale, et
al., 1984), asi como el cuidado sanitario de las ptantulas mediante fungicidas
aplicados de manera preventiva, ya que es en esta etapa cuando se observé la

incidencia y porcentaje de sevetidad mayor, incrementando la mortalidad en
etapas tempranas de los cultivos.
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5. CONCLUSIONES

Los cinco aislamientos de P. capsici Leo. obtenidos de calabacita, pepino,
jitomate, chile bell y chile manzano fueron patogénicos, ya que indujeron
enfermedad en las plantas probadas, mostrando comportamiento diferente en
cada especie.

Se encontro cierta especificidad de los aislamientos al desarrollar la
incidencia y severidad (porcentaje de infeccidn) mayor cuando se inocularon en
plantas donde se aislaron originaimente.

Las plantas de calabacita y pepino tardaron mas tiempo en morir (8 DDI),
seguidas del jitomate y chile bell (5 DDI) y las menos tolerantes fueron las

plantas de chile manzano pues murieron a los 4 DDI ubicandolo como [a
hortaliza mas susceptible.

Las plantas de calabacita, jitomate, chile bell y chilte manzano fueron
afectadas desde e! primer dia después de la inoculacion, mientras que el
pepino mosfro incidencia de la enfermedad mas retrasada.

La calabacita fue |la especie més susceptible por tener en promedio la
incidencia y severidad de la enfermedad mayor, mientras que el pepino y

jitomate mostraron mayor tolerancia a las inoculaciones con los diferentes
aislamientos de P. capsici Leo.

El aislamiento mas patogénico en cuanto incidencia y severidad fue el MZ,
mientras que el de menor incidencia y porcentaje de infeccion fue el CB.

Existe variabilidad patogénica entre aislamientos de P. capsici leo.
obtenidos de distintos hospedantes y areas geograficas, asi como variabilidad
de respuesta de las hortalizas inoculadas.
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CAPITULO IV.

MANEJO BIOLOGICO DE Phytophthora capsici Leo. EN CINCO
HORTALIZAS EN INVERNADERO

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fué evaluar la eficacia de los biocontroladores
comerciales T22%, Healthy Start® 3-4-3 y Bioraiz®, en su aplicacion individual y
combinada, para el manejo de Phytophthora capsici en plantas de calabacita,
pepino, jitomate, chile bell y chile manzano en condiciones de invernadero. Se
empled la dosis comercial, aplicando al momento de la siembra y un dia antes
del trasplante. Las plantas se mantuvieron en invernadero a una temperatura
promedio de 25:5°C y humedad relativa de 80+5%, aplicando riego
diariamente. La aplicacion de los biocontroladores, no redujo de manera
significativa la incidencia o el porcentaje de infeccién causada por P. capsici en
las plantas de calabacita, pepino, jitomate, chile bell y chile manzano. Sin
embargo, la aplicacion de los productos combinados Bio+T22 y 343+T22
lograron reducir hasta un 20% la incidencia de la pudricion de ralces y
disminuyeron hasta un 17% el porcentaje de infeccion.

87



BIOLOGICAL MANAGEMENT OF Phytophthora capsici IN FIVE
VEGETABLES UNDER GREENHOUSE

ABSTRACT

The aim of this work, was evaluated the efficiency of commercial products T22°,
Healthy Start® 3-4-3 and Bioraiz®, applied combined and alone for the
management of P. capsici Leo. in plants of zucchini squash, cucumber, tomato,
bell pepper and manzano chili pepper under greenhouse conditions. The doses
commercial was used, one time in the sown and other one day before
transplanting. The plants were maintaining under greenhouse at 25+5°C
average temperature and 80+£5% relatively humidity with irrigation every days.
The appiication of biocontrol products did not significantly reduce the incidence
of infection in plants of zucchini squash, cucumber, tomato, bell pepper and
manzano chili pepper. However, on average, the application of combined
products Bio+T22 and 343+T22 reduced the incidence of rot rotting and
infection percentage to 20% and 17% respectively.
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1. INTRODUCCION

Debido al uso, en ocasiones excesivo, de los productos quimicos para el
manejo y control de los fitopatoégenos, se han buscado opciones nuevas y no
agresivas al ambiente, que permitan el uso racional de los recursos, ademas de
evitar o refrasar la obtencion de resistencia de los patégenos. Sin embargo, se
deben considerar aspectos como las interacciones entre la planta, patégeno,
agente de biocontrol y condiciones ambientales para el resultado 6ptimo de los
productos (Campbell y Benson, 1994). Asi mismo, el conocimiento de la
ecologia y epidemiologia es importante para determinar et momento y lugar

oportuno para el manejo de las enfermedades en los cultivos (Pedroza, 1995).

Existen cuatro estrategias principales empleadas por los agentes de
biocontrol: a) proteccion de la rizosfera del suelo, b) interferencia en el
desarrollo del patdégeno, ¢} competencia por nutrimentos, d} destruccion del
inoculo, e) autodefensa de 1a planta y f) produccidon de metabolitos antifingicos
(Hornby, 1990; Campbell y Benson, 1994; Cook, 1985). Ademas, existen
factores externos que permiten un método de coniro! eficaz, por ejemplo, en
algunos suelos llamados supresivos, el antagonismo microbial del patégeno es
muy alto, favoreciendo el control de la enfermedad (Weller, 1988).

Los factores principales gue han contribuido al uso cada vez mayor de
los biocontroladores, son por la perdida de registros de los productos guimicos,
poca tolerancia a residuos quimicos, resistencia a plaguicidas, la
contaminacion del ambiente, el problema de salud y seguridad publica y
seguridad del trabajador (Paulitz y Bélanger, 2001; Zavaleta, 1994).

La mayoria de los productos comerciales desarrollados para el biocontrol
de fitopatdgenos estan disefiados para utilizar los antagonistas nativos de los
patégenos y por el establecimiento de antagonistas introducidos (Zavaleta,
1994). Sin embargo, a pesar de que el desarrollo mayor de biocontroladores
esta dirigido al manejo de fitopatdgenos habitantes de la rizésfera del suelo,
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tales como Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Pythium sp. y Phytophthora sp.,
mediante bacterias promotoras del crecimiento como Bacillus sp. y hongos
antagonistas como Trichoderma sp., su eficacia y confiabilidad es aln incierta
debido a la poca credibilidad del control bioldgico (Cook, 1985; Hornby, 1990).
Aunado a esto, son pocas las investigaciones desarrolladas en México para el
manejo de Phytophthora capsici Leo. mediante el uso de hiccontroladores, por
lo anterior es importante realizar estudios que permitan evaluar a diferentes
agentes de biocontrol para el manejo de P. capsici en diferentes hortalizas de
fruto, siendo estas de gran importancia para México. Considerando estos

aspectos, surge el presente trabajo de investigacion, teniendo como objetivo el
siguiente:

2. OBJETIVO

» FEvaluar la eficacia de productos bioldgicos a base de Trichoderma sp. y
Bacillus sp. para el manejo de cinco aislamientos de Phytophthora

capsici en plantas de calabaza, pepino, jitomate, chile bell y chile
manzano en condiciones de invernadero.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Se emplearon 90 plantas de calabacita (Cucurbita pepo L. ¢v. Zuchini),
de pepino (Cucumis sativus L.), de jitomate (Lycopersicum esculentum Mill.), de
~ chile bell (Capsicum annuum L.) y 90 de chile manzano (C. annuum L.), las
cuales se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades (jitomate,
chile bell y chile manzano) y en vasos de unicel No. 16 (calabacita y pepino),
posteriormente se trasplantaron en macetas de siete pulgadas que contenian
tierra de monte esterilizada con bromuro de metilo. Estas se mantuvieron en el
invernadero del Departamento de Parasitologia Agricola, de la Universidad
Auténoma Chapingo, donde se llevo a cabo el experimento.

3.2. Aislamientos de Phytophthora capsici Leonian

Se emplearon cinco aislamientos monozoospéricos de Phytophthora
capsici Leonian, aistados de tomate en Texcoco, Edo de México (Fernandez,
2008), chile bell en Sinaloa, calabaza y pepino en Morelos (Ramirez, 2005), y
chile manzano en Coatepec de Harinas, Edo. de México (Rangel-diménez y
Acosta-Ramos, 2005), los cuales se utilizaron en el trabajo realizado por
Hernandez-Arenas y Acosta-Ramos (2005), para determinar su patogenicidad
en frutos de calabaza, pepino, jitomate, chile bell y chile manzano.

3.3. Preparacion y cuantificacién del indculo

Cada uno de los aislamientos, se sembro en cajas Petri con medio de
cultivo jugo de tomate-agar para su incremento masivo; al cabo de 10 dias, el
micelio invadid por completo el medio de cultivo, del cual se tomaron 10 discos
de 5 mm de diametro y se colocaron en una caja Petri con 20 mlL de agua
destilada esterilizada; estos se incubaron a 25°C para promover la formacién
de esporangios, los cuales se obtuvieron a los 3 dias. Para la liberacién de
zoosporas, las cajas Petri con los discos se colocaron a 12°C durante 20 a 30
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minutos (Ramirez y Romero, 1980) y con un hemacitometro se cuantifico la
solucién madre, ajustandola a una concentracion de 1 x 10° zoosporas-mL™
(Hernandez-Arenas y Acosta-Ramos, 2005).

3.4. Aplicacion de los biocontroladores

Se sembraron 450 plantas de hortalizas; 90 de calabaza, 90 de pepino,
90 de jitomate, 90 de chile bell y 90 de chile manzano para evaluar los
productos comerciales T22% Healthy Start® 3-4-3 y Bioraiz® en su aplicacién
individual y combinada para el manejo biolégico de Phytophthora capsici.
Dichos productos se aplicaron de acuerdo a las especificaciones técnicas de
Plant Health Care México, (2006a), Plant Health Care México (2006b) y Bayer
Cropscience (2006} todos al momento de la siembra y un dia antes del
trasplante. Las plantas se mantuvieron en invernaderc a una temperatura
promedio de 25+5°C y humedad relativa de 80x5%, aplicando riego
diariamente.

3.5. Inoculacion de fos aislamientos de P. capsici

Al dia siguiente del trasplante ylo aplicécién de los biocontroladores, se
inocularon todas las plantas con 2 mL? de una solucién de zoosporas
(concentracion 1 x 10° zoosporas-mL™"), del aislamiento de Phytophthora
capsici correspondiente a cada hortaliza, de manera dirigida al cuello de las
plantas (Polach y Webster, 1971). Las plantas se consideraron enfermas
cuando se hicieron visibles las primeras lesiones en el cuello del tallo.

3.6. Variables evaluadas

Se determino la incidencia y severidad de la enférmedad (marchitez de
las plantas) inducida por P. capsici. La incidencia se considerd como el nimero
de plantas gque mostraron sintomas de marchitez y/o ahorcamiento del cuello
de la planta con respecto al nimero total de plantas muestreadas para cada
especie; dicha variable se determiné diariamente durante los 10 dias después
de la inoculacion (DDI) o al tener mayoria de plantas muertas y los datos se
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expresaron en porcentaje (%). La severidad de la enfermedad se considerd
como el grado de afectacion por Phytophthora capsici, estimado de manera
visual de los 1 a 10 dias después de la inoculacién, mediante una escala de
dafio; 0 (planta sana), 1 {planta con ligera marchitez), 2 (planta con marchitez
moderada) y 3 (planta seca o muerta). Dichos valores se transformaron a
porcentajes de infeccién mediante la Formula de Townsed y Heuberger (1943)
modificada para esta investigacion:

Z (n* V)

PI=
Categoria mayor* N

*100

Donde:
Pi = Porcentaje de infeccion.
n = numero de plantas en cada categoria.
v = Valor numérico de cada categoria.
N = Numero total de plantas en la repeticién.

3.7. Disefio del experimento

El experimento estuvo consfituido por 25 tratamientos, los cuales
estuvieron conformados por la aplicacion individual y combinada de los
productos bioldgicos en plantas de calabaza, pepino, jitomate, chile bell y chile
manzano, ademas de un testigo (inoculacion del patégeno sin biocontrolador)
para cada hortaliza. La unidad experimental estuvo constituida por cinco

plantas con tres repeticiones (Cuadro 1), empleando un disefio experimental
completamente al azar.

3.8. Analisis estadistico

Todos los datos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA)y una
prueba de Tukey (P < 0.05), mediante el programa Stadistical Analysis System
(SAS Institute, inc., 1998).
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Cuadro 1. Tratamientos, hortalizas, productos, repeticiones y numero de
plantas empleados para el manejo biologico de P. capsici en plantas de

calabacita, pepino, jitomate, chile bell y chile manzano.

Tratamiento Hortalizas Productos U.E.” | Repeticiones
1 Calabacita Bio 5 3
2 Calabacita T22 5 3
3 Calabacita 343 5 3
4 Calabacita Bio + T22 5 3
5 Calabacita 343+ 722 h 3
6 Pepino Bio 5 3
7 Pepino T22 5 3 -
8 Pepino 343 5 3
9 Pepino Bio + T22 | 5 3
10 Pepino 343+ T22 5 3
11 Jitomate Bio 5 3
12 Jitomate T22 5 3
13 Jitomate 343 5 3
14 Jitomate Bio + T22 5 3
15 Jitomate 343 + 7122 5 3
16 Chile bell Bio 5 3
17 Chile bell T22 5 3
18 Chile bell 343 5 3
19 Chile bell Bio + T22 5 3
20 Chile bell 343+ 722 5 3
21 Chile manzano Bio 5 3
22 Chile manzano T22 5 3
23 Chile manzano 343 5 3
24 Chile manzano Bio + T22 5 3
25 Chile manzano 343 +722 5 3
26 Testigo inoculado Sin producto 5 3

* Producto comercial y dosis aplicada: Bio = Bio-Raiz® (2 g:L"); T22 = T-22° PH (3 gL
" 343 = Healthy Start® 3-4-3 (5 g-L").Todos los biocontroladores aplicados al
momento de la siembra y al momento del trasplante. ~U. E. = Unidad experiemental.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Manejo biolégico de P. capsici Leo. en calabacita (Cucurbita pepo L.}

La aplicacion de los productos biologicos comerciales Bio-Raiz®, 7-22°
PH y Healthy Start® 3-4-3, en plantas de calabacita no proporcionaron el control
eficaz de la pudricién de raices y tallo inducida por P. capsici Leo., ya que las
primeras plantas enfermas aparecieron a los 3 dias después de la inoculacion
con el porcentaje de incidencia mayor en las plantas testigo y la menor en
plantas tratadas con la mezcla Bio+T22, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos. Por otro lado, al cabo de nueve
dias, el porcentaje de incidencia de la enfermedad fué superior al 80% en las
plantas tratadas con Bio+T22, lograndose la reduccion de la enfermedad del
16% con respecto al testigo, donde la pérdida fue total, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccion (%)
inducidos por Phytophthora capsici Leo. en plantas de calabacita (Cucurbita

pepo L.), tratadas con diferentes biocontroladores a los 3 y 9 dias después de
la inoculacién {DD1).

Incidencia de la enfermedad Porcentaje de
Tratamiento {%) Infeccidn
(%}

3 DDI 9 DDI 3 DDI 9 DDI
Bio’ 25.0a* 100.0a 13.3a 86.7a
T22 16.7a 100.0a 6.7a 86.7a
343 16.7a 100.0a 10.0a 93.3a
Bio + T22 8.3a 91.6a 10.0a 83.3a
343 +T22 16.7a 83.3a 10.0a 86.7a
Testigo inoculado 48.7a 100.0a 10.0a 100.0a
DMS 63.24 13.74 23.04 23.04
r? 0.48 0.26 0.06 0.38
Ccv 36.11 36.11 88.71 13.51

YProducto comercial y dosis aplicada; Bio = Bio-Raiz® (2 g'L™"); T22=T-22" PH (3 gL
"); 343 = Healthy Start® 3-4-3 (5 g'L™"). *Valores con la misma letra dentro de la
columna son estadisticamente iguales con la prueba de Tukey (P=0.05).
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El comportamiento del patdégeno concuerda con lo observado en el
estudio de Tian y Babadoost (2004), quienes enconfraron infeccion de raices,
cuello de la planta y tallo y finalmente muerte de plantas de calabaza jévenes
en una proporcion mayor que en las plantas adultas. Ademas, mencionaron
que las plantas de chile y calabaza fueron las mas susceptibles a P. capsici
Leo., ya que tuvieron una incidencia de pudricion del 50 al 95% a los 12 dias
después de la inoculacién. Por otra lado, aunque la raza T-22 de Trichoderma
harzianum ha sido probada en ensayos de campo e invernadero y se ha
documentado que es capaz de colonizar el sistema de raices de las plantas y
competir por espacio con los patdgenos (Paulitz y Bélanger, 2001), no logré
impedir o disminuir el porcentaje de infeccibn por P. capsici Leo.,
probablemente por que el patdgeno es mas agresivo y al momento de
inocularto en un suelo sin mas competidores, tuvo las condiciones necesarias
para su proliferacion. Es por ello que McSpadden y Driks (2004) sugieren
nuevos y mas estudios detallados con otras especies y razas de Trichoderma
sp. y Bacillus sp., asi como la utilizacion de su genoma en el mejoramiento de
las ya existentes. Otra razén por la que los productos biocontroladores no
dieron el resultado esperado, podria ser que la estrategia empleada fue
mediante la introduccién de antagonistas, cuyo establecimiento es
generalmente dificil, pues se traté de emplear un microorganismo extrafio en

un ambiente poco favorable para su desarrollo y colonizacién de las raices de
las plantas (Zavaleta, 1994).

4.2. Manejo biol6gico de P. capsici Leo. en pepino (Cucumis sativus L.)
Al igual que en las plantas de calabacita, la aplicacién de los
biocontroladores en plantas de pepino no proporcionaron un control eficaz de la
pudricion de raices y cuello de la planta inducido por P. capsici Leo. Sin
embargo, mantuvo los porcentajes menores de incidencia de la enfermedad
(observados a los 3 DDI) en las plantas tratadas con respecto al testigo,
aunque no de manera significativa, ya que a los 10 DDI los tratamientos Bio y
343 redujeron [a incidencia en un 17% respecto al testigo, mientras que en su
aplicacion individual y combinados cada uno con T22, disminuyeron el
porcentaje de infeccién cerca del 10% con respecto a las plantas testigo
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(Cuadro 3). Aunque los producios empleados no tuvieron diferencias
significativas respecto a las plantas sin tratar, en un estudio similar, Khan et al.,
(2004}, encontraron que Trichoderma hamatum 382 (raza 1382), aplicada con
una mezcla de composta en plantas de pepino al momento del trasplante,
redujo en un 50% la pudricién de raiz y tallo por P. capsici, por lo que seria
recomendable estudiar la especificidad de los antagonistas tanto a los
patdégenos como a las plantas en que se utilizaran,

Cuadro 3. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccién (%)
inducidos  por Phytophthora capsici Leo. en plantas de pepino (Cucumis
sativus L.) tratadas con diferentes biocontroladores a los 3 y 10 dias después
de la inoculacién (DDI).

Incidencia de la enfermedad Porcentaje de Infeccion

Tratamiento (%) (%)

3 DDI 10 DDI 3 DDI 10 DDI
BioY 25.08° 83.3a 10.0a 96.7a
T22 33.3a 100.0a 13.3a 100.0a
343 25.0a 83.3a 13.3a 93.3a
Bio + T22 25.0a 100.0a 10.0a 90.0a
343+ 722 33.3a 100.0a 6.7a 96.7a
Testigo 41.6a 100.0a 10.0a 100.0a
PDMS 33.4 8.82 16.83 11.90
= 0.35 0.57 0.08 0.33
CV 27.97 22.84 81.53 6.30

’Producto comercial y dosis aplicada: Bio = Bio-Raiz® (2 g-L"); T22 = T-22° PH (3 gL
", 343 = Healthy Start® 3-4-3 (5 g'L™"). *Valores con la misma letra dentro de la
columna son estadisticamente iguales con la prueba de Tukey (P=0.05).

Por ofro lado, en algunas investigaciones (Nemec, ef al., 1996; Weller,
1988; Hornby, 1990), se menciond la capacidad Baciflus sp. para inhibir al
patdgeno, mediante un efecto antagénico, ademas de promover el crecimiento
de la planta. Sin embargo, en este experimento no se observé esta respuesta,
probablemente por que las bacterias se afectaron por el almacenamiento, a
que no produjo los niveles 6ptimos de productos antifingicos, e incluso las
condiciones de temperatura y humedad no fueron las apropiadas para el
desarrollo y distribucion del bacilo en las raices de la planta (Zavaleta, 1994:
Paulitz y Belanger, 2001; Schisler, et al., 2004). Finalmente, de las razas de
Bacillus subtilis probadas en pepino y tomate para el control de Pythium
aphanidermatum y Phytophthora nicotianae en invernadero, las razas FZB 13
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y FZB 44, dieron mejor resultado (Weller, 1988), de igual forma presentaron
antagonismo a hongos y bacterias en pepino, disminuyendo el dafio inducido
por P. aphanidermatum (Smith et al., 1993), por lo que deben estudiarse a
detalle ofras razas de Bacillus sp., para el control de P. capsici Leo.

4.3. Manejo biolégico de P. capsici Leo. en jitomate (Lycopersicon
esculentum Mill.)

La aplicacién de Bio-Raiz® y Healthy Start® 3-4-3 en su mezcla con T-22°
PH indujeron la incidencia menor de la pudricion de raices, sin embargo, no
tuvieron efecto en alargar el periodo de incubacién del indcuio, ya que a
diferencia de la calabaza y pepino, los sintomas en tomate aparecieron a los 2
DDI con una incidencia de 16.7% hasta un 41.7% y a los 8 DDI ya se tenia una
incidencia de! 90 al 100% para todos los tratamientos. Por otro lado, a los 8
DDI, la severidad expresada en porcentaje de infeccion, disminuyd
significativamente (17%) respecto al testigo cuando se aplice la mezcla Bio +
T22, mientras que en los demas tratamientos no se obtuvo mejoria, teniendo
niveles de infeccion del 93 al 100% (Cuadro 4).

Cuadro 4. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccion (%)
inducidos por Phytophthora capsici Leo. en plantas de jitomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) tratadas con diferentes biocontroladores a los 2 y 8 dias
después de la inoculacién (DDI).

incidencia de la enfermedad Porcentaje de Infeccion

Tratamiento (%) (%)

2 DDI . 8DDI 2 DDI 8 DDl
Bio” 33.3a° 100.0a 3.3b 93.3a
T22 41.7a 100.0a 18.2a 100.0a
343 41.7a 100.0a 13.3a 96.7a
Bio + T22 16.7b 91.7a 6.7b 83.3b
343 + T22 ‘ 25.0b 100.0a 13.3a 93.3a
Testigo 66.7a" 100.0a 26.7a 100.0a
DMS 35.13 5.97 18.81 9.41
1 0.68 0.29 0.45 0.66
CcvV 36.11 16.15 72.16 5.03

YProducto comercial y dosis aplicada: Bio = Bio-Raiz® (2 g'L"); T22 = T-22° PH (3 gL’
"); 343 = Healthy Starf® 3-4-3 (5 gL"). *Valores con la misma letra dentro de la
columna son estadisticamente iguales con la prueba de Tukey (P=0.05).
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El comportamiento observado coincide con el trabajo de Lagunas (2000),
quien no encomntré diferencia significativa al aplicar Bacillus contra P. capsici
Leo. en jitomate, sin embargo sefiala que la menor severidad y menor nimero
de plantas muertas correspondié a los tratamientos realizados en suelo no
pasteurizado, contrario al empleado en este trabajo, pues se utilizé suelo
bromurado. Lo anterior se debié probablemente a que la bacteria en el suelo no
produjo suficientes antifingicas o que éstas se produjeron pero fueron
degradadas o adsorbidas en las particulas del suelo (Smith, et al, 1993).
Asimismo, Fernandez (2006), mencioné que la aplicacién de Bio-Ralz® y
Healthy Start® 3-4-3 no protegid a las plantas de jitomate de la infeccion
inducida por P. capsici Leo.

En pruebas realizadas in vitro (Lagunas, 2000), se encontraron tres cepas
de Bacillus que redujeron de manera significativa el crecimiento de P. capsici
Leo., desde un 33 a 44%, ademdas de promover el crecimiento de jitomate
hasta en un 84%. Por otro lado, a pesar de que Trichoderma, ha sido estudiado
como promotor de la germinacion y crecimiento de flores y hortalizas (Chang,
et al., 1986), como micoparasito de Pythium, Sclerotium y Rhizoctonia, ademas
de su resistencia y compatibilidad con fungicidas (Hornby, 1990; Papavizas y
Lewis, 1983), en esta investfgécién solo proporciond una disminucién en el
porcentaje de infeccion cuando se aplicé en mezcla con Bagillus (Bio-Raiz®),
probablemente por gque se amplio el rango de microorganismos benéficos en el
suelo, sumando sus propiedades antagénicas y con ello disminuyendo |a
accion del patdgeno (Weller, 1988; Cook, 1985; Zavaleta, 1994). Por otro lado,
Strashnov et al. (1985) citados por Hornby (1990) mencionaron que T.
harzianum aplicado de manera individual redujo la incidencia de Rhizoctonia
solani en plantas de jitomate en un 43% bajo condiciones de laboratorio,
ademas de reducir la densidad de inéculo en 85%, estos resultados
contradictorios solo indican que deben estudiarse las caracteristicas fisiologicas
y capacidad de biocontrol de |as razas o variantes de los organismos benéficos,

asl como su estabilidad después de su formulacion (Zavaleta, 1994; Papavizas
y Lewis, 1983).
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4.4. Manejo biologico de P. capsici Leo. en chile bell (Capsicum annuum
L.)

El manejo biolégico de P. capsici Leo. en chile bell no tuve un efecto
positivo significativamente con respecto a las plantas testigo, ya que las
primeras plantas enfermas aparecieron a los 2 dias después de la inoculacion
(DDI), alcanzando una incidencia de la enfermedad superior al 6.5% en todos
los tratamientos, sin embargo, las plantas testigo tuvieron el porcentaje mayor
con 18.3%, el cual se incrementd exponencialmente a los 8 DDI. De igual
manera, el porcentaje de infeccién en todos los tratamientos fué superior al
10% alos 2 DD} y finalmente las aplicaciones de los biocontroladores de forma
individual suprimieron la enfermedad en un 5%, mientras que en forma
combinada disminuyeron el porcentaje de infeccién en cerca del 15% con

respecto al testigo, aunque estadisticamente no se consideraron como
diferentes (Cuadro 5).

Cuadro 5. Incidencia de la enfermedad (%) vy porcentaje de infeccion (%)
inducidos por Phyfophthora capsici Leo. en plantas de chile bell (Capsicum
annuum L.) tratadas con diferentes biocontroladores a los 2 y 8 dias después
de la inoculacion (DDI).

Incidencia de la enfermedad  Porcentaje de Infeccion

Tratamiento (%) (%)

2 DDI 8 DDI 2 DDI 8 DDI
BioY 8.3a* 96.7a 15.4a 98.7a
T22 11.1a 93.3a 16.7a 96.3a
343 7.8a 88.3a 13.3a 97.8a
Bio + T22 8.3a 81.7a 13.3a 86.6a
343 + T22 ~ B.7a 80.0a 11.1a 83.8a
Testigo 18.3a 96.7a 26.7a 100.0a
DMS 14.2 27.27 21.54 28.82
r2 0.407 0.49 0.37 0.27
CV 32.30 45.68 47.13 18.20

Y Producto comercial y dosis aplicada; Bio = Bio-Raiz® (2 g-L™); T22 =T-22°PH (3glL
'); 343 = Healthy Start® 3-4-3 (5 g-L™"). *Valores con la misma letra dentro de Ia
columna son estadisticamente iguales con la prueba de Tukey (P20.05). '

La aplicacion de los biocontroladores en forma conjunta tuve mejor
efecto, probablemente, debido a que hubo mayor produccidén de sustancias
antibidticas -que inhibieron el crecimiento y desarrollo del patégeno, sin
embargo, el resultado general indica que no existi6 mejoria significativa con
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respecto a las plantas testigo, por lo que se debieran realizar otras estrategias
para el manejo eficaz de P. capsici Leo., como labores culturales, mejoramiento
genético, medidas preventivas, rotacion de cultivos, aplicacién de fungicidas,
entre ofras (Namesny, 1996; Hausbeck y Lamour, 2004).

Si bien algunos autores han hecho referencia a la actividad antagénica y
supresora de especies de Trichoderma sp. y Bacillus sp., sobre patégenos de
las raices, su capacidad como promotores de la germinacién y crecimiento en
arboles, flores y hortalizas alrededor del mundo (Lifshitz, ef al., 1986; Sid, ef al.,
1999; Berger, el al,, 1996; Roiger y Jeffers, 1991), la mayoria de los estudios
estan fundamentados principalmente en estudios in vifro, los cuales al
ejecutarlos in vivo dan como resultado comportamiento diferente al esperado.
En un estudio realizado por Roiger y Jeffers (1991) con 223 aislamientos de
Trichoderma para el control de Phytophthora en arboles de manzano,
Unicamente cinco de ellos tuvieron un buen resultado al aplicarlos in vivo a

pesar de que las pruebas in vitro mosfraron al menos 20 aislamientos
promisorios.

En estudios similares para el manejo de P. capsici Leo., mediante T.
harzianum (Sid, et al., 1999) sugieren que la presencia de Trichoderma en el
sustrato reduce de manera significativa la pudricién de raices en plantas de
chile, al parecer por alteraciones producidas por el biocontrolador en las hifas
del patégeno, sin embargo hacen énfasis en la importancia del contenido de la
materia organica, asi como de la edad y método de preparacion del indculo
usado. Por su parte, Guigén-Lopez y Gonzalez-Gonzalez (2003), encontraron
tres cepas nativas de Trichoderma aisiadas de chile jalapefio, durazno y menta
en Chihuahua, las cuales mostraron alta actividad micoparasita in vitro sobre P.
capsici Leo., mientras que en invernadero mejoraron significativamente el
desarrollo de |as plantas.

Estos resultados contradictorios también se han presentado al emplear
bacterias de Pseudomonas y Bacillus, encontrando que su aplicacién en
algunas flores tuvo pobre actividad biocontroladora sobre Pythium sp. y
Phytophthora sp. (Berger, et al., 1996). Sin embargo, existen registros de la
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actividad de estas bacterias como promotoras de la resistencia sistémica
inducida en las plantas donde se les administre, provocando una reduccién
significativa en la incidencia o severidad de varias enfermedades sobre
numerosos hospedantes, principalmente sobre tomate, pimiento, melon,
calabaza, pepino, tabaco, entre otros, adjudicando este comportamiento a
cambios infraestructurales en las plantas durante el atague del patdgeno, asi
como alteraciones citoquimicas {Kloepper, ef al., 2004).

4.5. Manejo biolégico de P. capsici Leo. en chile manzano (Capsicum
pubescens Ruiz y Pavon)

El periodo de incubacion de P. capsici Leo. en plantas de chile manzano
duré el mismo tiempo que el observado en chile bell (2 dias), asi como el
tiempo transcurrido antes de su muerte (8 dias después de la incubacién), sin
embargo se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de
incidencia y el porcentaje de infeccidn entre ambos hospedantes, a pesar de
pertenecer a la misma familia y estar relacionados estrechamente, lo que
coincide con lo mencionado por Hornby (1990), cuando menciona que un
mismo biocontrolador puede actuar de manera diferente en el mismo patdgeno
sobre el mismo hospedante y viceversa. Las variables evaluadas tuvieron
valores menores en chile bell con respecto al chile manzano en ambos
periodos, por 1o que se deduce que este Ultimo es mas susceptible a
Phytophthora capsici Leo. entre todas las hortalizas estudiadas, o en dado
caso, que los biocontroladores aplicados surtieron un efecto menor en chile
manzano que en calabaza, pepino, jitomate y chile bell. La incidencia de la
enfermedad tuvo del 25 al 41% en las plantas de chile manzano a los 2 DD,
mientras que a los 8 DDI fué superior al 90%, teniendo la reduccion mas alta
(12%) de la enfermedad cuando se aplicé el tratamiento de Bio + T22 asi como
343 + T22 (Cuadro 6), debido probablemente a que se incremento la actividad
anfifingica de Trichoderma y Bacillus, incluyendo antibidticos, compuestos
como enzimas liticas que degradan las membranas fungosas, competencia por
nutrientes, entre otras, las cuales inhibieron o retardaron en cierta medida el
desarrollo del patogeno (Ait-Lahsen, et al., 2001; De la Cruz, ef al., 1995).
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Cuadro 8. Incidencia de la enfermedad (%) y porcentaje de infeccion (%)
inducidos por Phytophthora capsici en plantas de chile manzano (Capsicum
pubescens Ruiz y Pavon) tratadas con diferentes biocontroladores a los 2 y 8
dias después de la inoculacion (DDI).

Incidencia de la enfermedad Porcentaje de Infeccion

Tratamiento (%) (%)

2 DDI 8 DDI 2 DDI 8 DDI
Bio” 33.3a° 100.0a 11.1a 100.0a
T22 41.7a 91.7b 27.7a 100.0a
343 41.7a 100.0a 16.7a 100.0a
Bio +T22 33.3a 100.0a 11.1a 88.9a
343 +T22 25.0a 100.0a 5.5b 94.4a
Testigo 41.7a 100.0a 16.7a 100.0a
DMS 16.48 5.97 21.53 18.65
r? 0.25 . 0.29 0.53 0.35
Cv 36.11 16.15 33.03 7.06

*Producto comercial y dosis aplicada: Bio = Bio-Raiz® (2gL"); T22=T-22° PH (3gb”
") 343 = Healthy Starf® 3-4-3 (5 g-L""). *Valores con la misma letra dentro de la
columna son estadisticamente iguales con la prueba de Tukey (Pz0.05).

También se debe considerar que en ciertos estudios donde se
introdujeron el patdgeno y el biocontrolador en suelos previamente bromurados
o esterilizados, como el empleado en este trabajo, no se presentod un control
eficaz del fitopatdgeno, pues el biocontrolador no logro colonizar las raices de
las plantas, debido a las interacciones con la microflora de los sustratos (Chao,
el al., 1986, Hadar, et al., 1984; Weidong, et al., 1988).

Por otro lado, la etapa o fase de germinacion, plantula para trasplante y
planta con 3 a 4 hojas, como las empleadas en esta investigacion, son
especialmente susceptibles a la mayoria de patégenos habitantes del suelo
(Paulitz y Bélanger, 2001), entre los que se encuentra Phyfophthora capsici
Leo. En lo referente a productos comerciales, se ha demostrado que el uso de
cepas formuladas, presentan dificultades de colonizacién en el suelo, debido a
factores como la genética de los aislamientos, las condiciones del medio
ambiente y otras, por lo que la seleccion de aislamientos nativos, mejor
adaptados a las condiciones edafocliméaticas de la zona especifica donde seran
aplicados, pueden tener un mejor comportamiento que laé cepas introducidas
(Guigon-Lopez y Gonzélez-Gonzalez, 2004), debido a que estas han pasado
por un proceso de formulacién donde su biomasa puede secarse o molerse
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antes de incorporarlas en polvos, pastillas, polvos humectables, grénulos o
liquidos emuisificantes y en ocasiones no cumplen con las caracteristicas
basicas de facil preparacion y aplicacidon, estabilidad durante el transporte y
almacenaje, abundantes propégulos viables, buena vida de anaquel, asi como

mercado potencial y costos aceptables (Schisler, et al., 2004; Zavaleta, 1994;
Cook, 1985).

Los resultados obtenidos muestran que, aungue la mayoria de productos
de control biolégico han sido desarrollados para para el manejo de patdgenos
de ta rizosfera del suelo, como Pythium sp., Rhizoctonia sp. y Phytophthora sp.
(Paulitz y Bélanger, 2001), su aplicacion para el manejo de P. capsici es aln
poco productiva, ya que en ninguna de las hortalizas probadas se obtuvo un
buen control. Finalmente, Li ef al (1998) ya han mencionado que
microorganismos que presentan antibiosis in vitro no necesariamente
presentan estas caracteristicas al aplicarlas in vivo. Aunado a lo anterior,
Zavaleta (1994) menciond que los agentes de biocontrol requieren de un
manejo especializado, pueden perder su eficacia en cualguier momento debido
a mutaciones, interaccion con la planta y el patégeno, asi como condiciones
ambientales. Ademas, de acuerdo a estudios realizados en numerosos
hospedantes contra varios patégenos, sugieren que al utilizar organismos vivos
para el control de patégenos, existen factores genéticos, edaficos y
ambientales que propician el cambio inesperado de los biocontroladores e
incluso del patégeno, por lo que resultan poco estables y dificiles de manejar a

diferencia de los productos quimicos, por lo que siguen siendo estos tltimos los
empleados mayormente.
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5. CONCLUSIONES

La aplicacion de biocontroladores formulados a base de Trichoderma
harzianum, Baciflus subtifis y Bacillus sp., no redujo de manera significativa la
incidencia o el porcentaje de infeccién causada por Phytophthora capsici en
plantas de calabacita, pepino, jitomate, chile bell y chile manzano.

El hongo P. capsici Leo. inoculado en calabacita y pepino mostré el
periodo menor de incubacién (2 DDI) que en las plantas de jitomate, chile bell y
chile manzano (3 DDI). Sin embargo, en estos Ultimos el periodo de vida de las

plantas fue menor (8 dias) con respecto a las plantas de calabacita y pepino (9
dias).

La aplicacion de los biocontroladores en forma combinada 3-4-3+T22 y
Bio+T22 logré disminuir fa incidencia de la enfermedad y el porcentaje de
infeccion de un 10 a 17% en todas las plantas inoculadas.

El uso de biocontroladores puede ser eficaz, si se aplican principalmente

como promotores del crecimiento de las plantas y en conjunto con ofras
estrategias de manejo.
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