UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO

DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA AGRICOLA

' OBTENCION Y UTILIZACION DE RESISTENCIA GENETICA EN

CALABAZAS (Cucurbita spp.) AL DAMPING-OFF

Que como requisito parcial para obtener el grado de:
Maestro en Ciencias en
Proteccion Vegetal

\(;‘} .

A\
Y_""

Pr }_,e::lta: Bl
ALEXANDE?PEREZ MICELI D&m&éa’-é;é;:}?- F

AT T

e ! g Wil Fadf Rty
~ICIRA DE EXAMENES pry \w
LU W SN G

&

Chapingo, México. Diciembre de 2002.




OBTENCION Y UTILIZACION DE RESISTENCIA GENETICA EN

CALABAZAS (Cucurbita spp.) AL DAMPING-OFF

Tesis realizada por Alexander Pérez Miceli bajo la direccion del Comité Asesor
indicado, aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para obtener

el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS EN PROTECCION VEGETAL

DIRECTOR:
Dr. Cecilio Mendoza Zamora t (q.e.p.d)
CO-DIRECTOR:
Dr. Clemen ‘Villanuev erduzco

’é&&)\/
ASESOR:

Dr. Victof Manuel Pinto
ASESOR:

Dr. SamhyeY Ramirez Alarcén

Chapingo, México; Diciembre de 2002.

A YO545



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYI) por financiar mis estudios de

Maestria en Ciencias.

A la Universidad Auténoma Chapingo, que gracias al apoyo que brinda a cada uno de sus

estudiantes, me ha permitido concluir una Maestria en Ciencias.

Al Departamento de Parasitologia Agricola por el apoyo brindado.

ALDr. Clemente Villanueva Verduzco, de una manera muy especial a quién agradezco el

apoyo en la planeacion y direccién de este trabajo y por su invaluable amistad.

A los profesores: Dr. Victor Manuel Pinto y Dr. Samuel Ramirez Alarcén, por su acertada

asesoria en el presente trabajo de investigacion, su confianza y amistad.

A la Ing. Irma Sdnchez por sus ensefianzas en los aspectos de cultivo de tejidos y por su

amistad.

ALM. C. Isatas Gil Vazquez por su amistad y por brindarme la oportunidad de trabajar en el

Laboratorio de Biotecnologia del Depto. de Preparatoria Agricola.

ALSr. Maximino Ramirez, por la ayuda brindada en la fase de invernadero y campo.

ALPh. D. Nakiim Marbdn Mendoza por sus consejos, apoyo y dedicacion brindados.

A la Sra. Aurora Huerta por su apoyo durante mi estancia en la Maestria.



DEDICATORIA
A TI SENOR, por brindarme la oportunidad de vivir y rodearme de seres maravillosos que

son el motivo de mis deseos de superacion.

A MIS PADRES: Angel Pérez Ferndndez y Amalia Miceli Garcia

Con todo mi amor y agradecimiento eterno, por hacer realidad mis suefios. A ti mamd por
ser esa gran mujer que admiro y amo, que me ha dado a manos [lenas su amor, ternura,
comprension y a ti papi por ser ese hombre sensato y carifioso que me hace ver mis errores
para ser cada dia mejor y porque siempre tienes la respuesta correcta a todas mis

preguntas.

A MIS HERMANOS: Maria de los Angeles, José Luis y Angelo
®or contagiarme sus enormes ganas de vivir y ensefiarme a desafiar al mundo con

inteligencia.

A mi Novia: Biol. Georgina Margarita Beltrin Rjos.
Por sus consejos, ayuda y motivacion recibida de Ella y por darle ese toque mdgico a mi

vida. T. Q. M.
A un gran amigo el Dr. Cecilio Mendoza Zamora (1), por su apoyo incondicional y por
ensefiarme a enfrentar y resolver los problemas de la vida, por mds dificiles que estos

fueran (In memoriam).

A mis amigos, miembros de la Generacion 28 de la Maestria en Proteccion Vegetal.



DATOS BIOGRAFICOS DEL AVTOR,

Alexander Pérez Miceli nacié el 8 de Febrero de 1976, en el Municipio de Villaflores,

Chiapas.

Sus estudios Bdsicos los realizd en ese Municipio en el periodo comprendido entre 1983-
1992. En 1992, ingresé a la Preparatoria Agricola de la Universidad Auténoma

Chapingo.

En 1995, ingresé al Departamento de Parasitologia Agricola, de donde en 1999 egresa

obteniendo el Titulo de Ing. Agr. Especialista en Parasitologia Agricola.

Su desempefio profesional lo realizé en la Compafiia Transnacional “Del Monte Fresh
Products Inc” donde fue miembro del Departamento de Control Fitosanitario en una
Finca de 1 000 hectdreas de Melon de Exportacion, en el Municipio de Arcelia, Guerrero,

México.

En el 2001-2002, cursé la Maestria en Proteccion Vegetal del Departamento de

Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma Chapingo.



INDICE GENERAL
iINDICE DE CUADROS
iINDICE DE FIGURAS
RESUMEN

Objetivos

Hipotesis

2.2.
2.3.

24.

21.1.
2:1.2.
2.1.3.
2.1.4.
2.1.5.
2.1.6.

21.7.

Mejoramiento genético

Resistencia genética

2.3.1. Tipos de resistencia .........cccooeeuiiiieiieiiiiieeieeeee e
2.3.2. Estudios de resistencia a enfermedades de la raiz en

CUCUIDItACEAS .......c.eevieeiiiiiieee e
Principales enfermedades radiculares en Cucurbitaceas ...............
2.4.1. Marchitez por Fusarium oxysporun Schlechttend. : Fr. W.

INDICE GENERAL

Origen y distribucion .........
Posicion taxonémica ........

Generalidades botanicas ..

. REVISION DE LITERATURA

2.1. El cultivo de calabaza

Composicion genética del género ..........ccceevvvveieenninen.

Importancia........................
Principales usos ...............
2.1.6.1. Alimenticio ..........

2.1.6.2. Industrial-comercial .........cccouveuiiiieiiiiiiieeieiieeeannen

2.1.6.3. Medicinal ............
2.1.6.4. Otros .....ccccuvn.......

Valor nutritivo ......c..c.........

C. Snyder & H. N. Hansen

© N N o o o oo b =2 X

[ P G G UL U Ul
(J'IU'I-b—‘—‘—\O(O

16

20



2.4.2.

2.4.3.

2.4.1.1. Importancia y distribucion .............ccccccooeiiinnnnnnnn. 20

2.4.1.2. Diversidad de hospedante ................cceeeeiinnnnnnn. 21
2.4.1.3. Epidemiologia y ciclo biol6gico ..........cccccceveeenennnn. 21
2.4.1.4. SIiNtOMAS ........oviiiieiieee e 22
2.4.1.5. Medidas de control ..........ccccceeieniiniiiiiieieeenee e 23
2.4.1.5.1. Control biol6gico .........cccuvvrrrrireeeeennnnn. 23
2.4.1.5.2. Control genético .............cceeevviviirrnnnnnnns 24
2.4.1.5.3. Control cultural .........ccccoeeeeeeiiiiniiiiinnnnns 24
24.1.54. Control qUIMMICD . ..ux. s ssssssssssossn sunsnsons 25
Ahogamiento y pudricion radicular por Pythium
aphanidermatum (Edson) Fitzp ......cccccceeviiiiiiiiiiiins 25
2.4.2.1. Importancia y distribucion ..............cccccceviiiininnnnn. 25
2.4.2.2. Diversidad de hospedantes .............ccccceeveeeeeriinnnns 26
2.4.2.3. Epidemiologia y ciclo biolégico .................cccooeee. 26
2.4.2.4. SintOMASs ....ccoovviiiiiiiiiiiiiii e 27
2.4.2.5. Medidas de control ...........ccccccuvvuvermiiiimrenienrieninnanns 28
2.4.2.5.1. Control biol6giCo ..........euveueiieiiiiinannnnn. 28
2.4.2.5.2. Control genético ..........cocevvuuveeeennreennnn. 28
24.2.53, Control CUBURE ..o vsus smmmnsvmss seawes v 28
2.4.2.54. Control qUIMICO .....cccuceviiviviiieeeiiieeeene. 29

Pudricién radicular y marchitez por Phytophthora capsici
Leonian (1992) emend. A. Alizadeh and P. H. Tsao

(1988); Tsao (1991); Mchau and Coffey (1995) ................. 29
2.4.3.1. Importancia y distribucion ..............ccccccceeeiiiinnn 29
2.4.3.2. Diversidad de hospedantes ............cccceeevvvinnnnnnnnn. 30
2.4.3.3. Epidemiologia y ciclo biol6gico ............ccccevvuunnnnnn. 31
2.4.3.4. SINtOMAS ....ovvviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 31

i



2.4.3.5. Medidas de control .........ceeeeueeeeeieeieeiieeieeeeeeeeennn 32

2.4.3.5.1. Control cultural ..........cccoovrririmiinininnnnnnns 32

24.3.52. Control genBlicD «. s sommsssvss senss suseness 32

2.4.3.5.3. Control qQUImMICO ........ccccuvmrrrrrrrriiieeenenn. 32

2.4.4. Pudricidn de la raiz y cuello Rhizoctonia solani Kihn ........ 33

2.4.4.1. Importancia y distribucion ............c.ccececviiniinnnnnn. 33

2.4.4.2. Diversidad de hospedantes ............ccccevvvvvieenennnnn. 33

2.4.4.3. Epidemiologia y ciclo biol6gico ............cccceeennnne. 34

2444, SINtOMAS ..c.ccooiiiiiiiieee e 34

2.4.4.5. Medidas de control ...........cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiniiins 35

2.4.4.5.1. Control biol6giCo ........ccoeevvvvvrieinnnnnnnnn. 35

24.4.5.2. Control CUIRUral ......csosesssmsss sosas suwss vason 35

2.4.4.5.3. Control quIMICO .........ccccvrveriiiiiiininnnne. 35

2.5. Elcultivo de tejidos .......cccuveieiiiiiiiiiicceeee e 36

29N, IPOTEANGHE cois.ciis oo smmsmensonsmmsissn i s s 45000 §E75E% SOERRBIS 36

2.5.2. Antecedentes en calabaza y otras Cucurbitaceas ............. 37

2.5.3. Fases del proceso de multiplicacion in vitro ....................... 39
2.5.4. Aclimatacion desde el medio de cultivo al invernadero-

BLIEID 5 05100 et womsc men s v s o v s s im0 5588 68 40

3. MATERIALES Y METODOS .....cooiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeene e enennnns 43

3.1. Fase de iNVerNadero ............ccceeevuueeeiieeeeceeeeee e eeceeee e 43

3.1.1.  Ubicacion del experimento ...........cccceeeeuveeeeiiniiiieeeeeeieen. 43

3.1.2.  Material genético evaluado ..............cceevvreereeieiiiiiiiiiiiines 43

3.1.3. Disefio experimental .............cccoeeeeieiiiiiiiiieieeeeeeeeie 44

3.1.4. Modelo estadiStiCo ..........cccueeieeiiiiiiieceee e 45

3.1.5. Aislamiento e incremento del indculo ..........ccceevvvveiieiieinnnns 45

3.1.6. Preparacion del inOCUIO .............cccevveevemeririiiiiiiieaeeeeeeeeeeeee 46

3.1.7. Siembra € inoculacion ............ccccoeeeeeveeiiiiiiiiiieeeeeeeeee 47

3.1.8. RIBJOS ...t 48

11



3.1.9. Evaluacion de variables .........cooooeeeeeoeieeieeieiieeeeieeeveeeenenn

3.1.9.1. Porcentaje de germinacion ............cccccccoeeeeiinnnnnee.

3.1.9.2. Muerte Post-emergente ............cccceeeiiiiiiiiiinnnnnne.
5 1 8F  INCICSIVCTRN s curnismsrs cuin vm swan s ismsmsen wasews g wmainsa
3.1.9.4. Severidad ........ccccceeeiimiiniii
3.1.9.5. Porcentaje de infeccion ...........ccoeeeeeiiiiiiiiinnnnnnn.

3.1.10. Reaislamiento de patdgenos .........ccccceeeeeeviiiiviiiiiiiiiiineeeenn.

3.1.11. Transplante a suelo acolchado de plantas resistentes en

invernadero ..........

3.1.12. Polinizacion controlada .........c.oeueeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeee e,

3.1.13. Cosecha de frutos

3.2. Fase de 1aboratorio .............cceevecuiieiiicciiiiee e
3.2.1. Cosechade explantes .............ccoeeevummuimmiriieeiieeeeeeeeeeeeeeeen.
3.2.2. Desinfeccion de explantes ...........cccccoeveiiiiieeiiiiiiiiiieeee
3.2.3. Medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) ..............
3.2.4. Siembradeexplantes ............c.cooovvieeiiiiiiiiiiiieee e
3.2.5. Fase de multiplicacion ...............cccccoevuuunirieeeeeeeeeeiieeee
3.2.6. Fase de enraizamiento y elongacion .............ccccceeveiieenenne.

3.3. Fase de aclimatacion de plantulas propagadas in vitro ..................
KR Tt IR I - 3 1] o Yo o (- OO UPPUPTPRPPRRN
3.3.2. SUSHALO ...ooiiiiiieicceeee e
3.3.3. Desinfeccion de charolas ............cccceeeeeeeeiiiciieiieieieeeeeeeenn
3.3.4. Lavado y desinfeccion de plantulas ..........cccccceeeeeeeerennnnneee.
3.3.5. Transplante a invernadero y aclimatacion ..........................
3.3.6. RIEGOS ..oooveeiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

3.4, FASE @ CAMPO ..coeeeeiiiiieeieeeee et e e e e e e e eeeaaeas
3.4.1. Transplante ............eeueueiiiiiiieeeee e
< BV NS e U———————
Gled, LOMIS] 08 MIBISREAR woms ssomnsmms suhylnssms ssses s vpsmsmmes s

4. RESULTADOS ...ttt e e e e s s ananannnannes

4.1. Porcentaje de germinacion

49
50
50
50
51
51

52
53
53
57
57
57
58
59
61
62
63

63
64
64
64
65
66
66
66
67
67
68
68

v



v S [ (o [0 [=1 o Lo} = PPN 72

4.3. Severidad como porcentaje de infeccion............ccceeceeeriiireniiieeenne 74
4.4. Muerte poSteMErgente ............ccoooveiiiirieeeeeeeeciireeeeee e e e e e e 76
4.5. Porcentaje de plantas resistentes ............coooeeeeieeieeiiieiiiei 78
4.6. Multiplicacion in vitro de plantas resistentes ..............ccccooeeceieennnn. 79
4.7. Adaptacion de plantulas reproducidas in Vitro ............cccccccccueeeeeeenns 80
O. CONCLUSIONES ...ttt e e e e nnneee e 81



Cuadro 1.

Cuadro 2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.
Cuadro 5.

Cuadro 6.

Cuadro 7.

Cuadro 8.
Cuadro 9.

Cuadro 10.

Cuadro 11.

Cuadro 12.

iNDICE DE CUADROS

Nombres usados para designar a las calabazas en diferentes
lenguas indigenas en la Replblica Mexicana .............ccccccvvvvininnnns
Principales estados productores de calabacita para verdura en el
ciclo agricala 2001 =202 ......ceemeres cenes conssssssssssossms s s s i
Composicion de 100 g de diferentes partes comestibles de la
planta de calabaza (Cucurbita pepo L.) .......ccccccccuvvvrviiiiiiinnnnnnnnnnnnns
Composicion de 100 g de porcién fresca de hojas comestibles .....
Contenido promedio del néctar producido por una flor en un dia
de diferentes Cucurbitaceas .............ooeevvvvivmiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee
Hongos patogénicos inoculados en calabaza (Cucurbita spp) para
resistencia a enfermedades de la raiz, Chapingo, México, 2001 ...
Cantidades de nutrientes utilizados para preparar 200 litros de
solucién nutritiva tipo Steiner, empleada en calabazas (Cucurbita
spp) para resistencia a enfermedades de la raiz. Chapingo,
MEXICO, 2007 ....eiiiieeeiiiiiie et e e e e e e e e e e e
Escala utilizada para evaluar grado de severidad ..............ccc.........
Soluciones stock (madre) y sus componentes utilizados para
preparar el mediode CultivoOMS .............coooiiiiiii e
Cuadrados medios del andlisis de varianza para cuatro variables
en la reaccion a inoculacién controlada en calabaza (Cucurbita
pepo L.) con hongos del complejo de damping-off. Chapingo,
MEXICO. 2007 ..eeiiiieeeeeeeeee e e e e e e s
Comparaciéon de medias para cuatro variables de la reaccion de
calabaza (C. pepo L.) a la inoculacién controlada de hongos
causantes de damping-off. Chapingo, México. 2001 ......................
Porcentaje de plantas resistentes de calabaza (C. pepo L.) a
diferentes hongos causantes de damping — off en condiciones de
invernadero. Chapingo, Mé&x. 2001..........ccccccceereenrnenccninmmreenreenieeeas

Pagina

12
13

14

44

49
50

60

70

71

78

Vi



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

iINDICE DE FIGURAS

Dafios causados por Fusarium oxysporum en plantas adultas
de calabaza (C. pepo L.) ...ccooveeeeieiieeeeeeeee
Darfios causados por Phytophthora capsici en almacigo ..........
Transplante de calabaza (Cucurbita pepo L.) resistente a
Rhizoctonia solani a suelo acolchado en condiciones de
invernadero (AgOSto, 2001) ..........uvrrurreeeieeieeiiiieea e eeeeeeeeees
Esquema metodolégico de las fases en invernadero,
laboratorio y campo, para obtencién de calabazas resistentes
a hongos causantes de damping-off. Chapingo, Méx. 2001-

Flor femenina de calabaza (C. moschata) .............c.cccccouuereennne.
Flor masculina de calabaza (C. moschata) ..............................
Frutos maduros de calabaza (Cucurbita moschata) listos para
cosecha, de plantas resistentes a damping-off ........................
Cosecha de explantes para micropropagacion ........................
MURIPIICACION iN VIEIO ...
Elongacion de plantas de calabaza (C. pepo L. )producidas in

Plantas producidas mediante cultivo de tejidos y aclimatadas

en invernadero, listas para ser transplantadas a campo ..........
Plantas generadas in vitro, transplantadas en campo directo
para su multiplicacién de semilla botanica ..........cccccooeevieeeeenn.
Porcentaje de germinacién en calabaza (C. pepo L.) permitido
por diferentes hongos inoculados para seleccion por
resistencia a damping-off. Chapingo, Mex. 2001 .....................
Porcentaje de incidencia de diferentes hongos fitopatégenos
causantes de damping-off inoculados en calabaza (C. pepo

L.), para seleccion por resistencia. Chapingo, México, 2001 ...

Pagina
23

30

54

55
56
56
56
62
62
63

65

67

72

73

Vil



Figura 15.

Figura 16.

Porcentaje de infeccion de diferentes hongos fitopatogenos
causantes de damping-off inoculados en calabaza (C. pepo
L.), para seleccion por resistencia. Chapingo, México, 2001 ...
Porcentaje de muerte post-emergente de diferentes hongos
fitopatdbgenos causantes de damping-off inoculados en
calabaza (C. pepo L.), para seleccion por resistencia.
Chapingo, México, 2001 .........cceeceeuummrniniiereeeeseee s eeeeeeaeeees

75

vii



RESUMEN

OBTENCION Y UTILIZACION DE RESISTENCIA GENETICA EN CALABAZAS
(Cucurbita spp.) AL DAMPING-OFF

Alexander Pérez Miceli. Maestro en Ciencias en Proteccion Vegetal.
Parasitologia Agricola, UACh.

Dr. Clemente Villanueva Verduzco.

Las calabazas son afectadas por hongos que destruyen las raices y obstruyen el sistema
vascular e inducen sintomas de ahogamiento o damping-off, marchitamiento,
amarillamiento y muerte de las plantas atacadas. Los estudios de campo, laboratorio e
invernadero de esta investigacion fueron llevados a cabo en el 2001 en calabazas
(Cucurbita spp.) con el objetivo de seleccionar e incrementar plantas resistentes al
complejo de hongos causantes de damping-off, asi como definir la metodologia de
micropropagacion in vitro para incrementar la semilla de plantas de calabaza resistentes
mediante cultivo de tejidos. Se realizaron inoculaciones artificiales con diferentes hongos,
bajo condiciones de invernadero, ajustando la concentracién de inéculo con un
hematocitbmetro. Se obtuvieron plantas resistentes a las especies de hongos inoculadas,
asi como a la mezcla de ellos. Utilizando el medio de cultivo Murashige-Skoog (1962)
suplementado con 1 mg-L™" de la hormona bencil adenina, se obtuvieron plantas vigorosas
con alta calidad genética a partir de puntas de guias esterilizadas, las cuales fueron
adaptadas exitosamente (70% en condiciones de invernadero con Peat- moss® como
sustrato) y 100% a las condiciones de campo para producciéon de semillas de plantas

resistentes.

Palabras clave: Cucurbita pepo L., resistencia genética, damping-off, cultivo de tejidos,

aclimatacion.
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ABSTRACT

OBTENTION AND UTILIZATION OF GENETIC RESISTANCE IN SQUASH
(Cucurbita spp.) TO DAMPING-OFF COMPLEX

Alexander Pérez Miceli. Maestro en Ciencias en Proteccion Vegetal.
Parasitologia Agricola, UACh.

Dr. Clemente Villanueva Verduzco.

Squashes are affected by soil fungi that destroy roots and obstruct vascular
system and induce symptoms of damping-off, wilting, yellowing and death of
attacked plants. The field, laboratory and greenhouse studies were carried out in
2001 in squash (Cucurbita spp.) to select and reproduce plants resistant to the
fungus complex that causes damping-off, to define the methodology of in vitro
micropropagation for increasing the quality of seed squash of resistant plants
through tissue culture. Artificial inoculations were carried out with different fungi
under greenhouse conditions; the inoculum density was adjusted with a
hemacytometer. We obtained plants resistant to the different species of fungi and
also to the mixture of them. Using the Murashige and Skoog (1962) culture
medium supplemented with 1 mg-L"' benzylamino purine, we obtained vigorous
plants with high genetic quality from sterilized shoots tip, which were successfully
adapted (70%) to greenhouse conditions with Peat-moss® as substrate and to

field conditions (100%) for seed production with resistant plants.

Key words: Cucurbita pepo L., genetic resistance, damping-off, plant tissue,

aclimatation.



1.- INTRODUCCION

La familia Cucurbitaceae aparece como una de las primeras plantas utilizadas
por el hombre, abarcando aproximadamente 30 especies de 9 géneros de
plantas cultivadas (Esquinas, 1983). El género Cucurbita esta constituido por 25
especies, siendo cinco las que se cultivan: C. argyrosperma Huber, C. ficifolia
Bouché, C. maxima Duch. Ex Lam., C. moschata (Duch. ex Lam ) Duch. ex Poir
y C. pepo L., vy veinte silvestres: C. californica, C. cordata, C. cylindreata, C.
digitata, C. ecuatorensis, C. foetidissima, C. fraterna, C. galeottii, C. gracilio, C.
kelliana, C. lundelliana, C. martinezzi, C. melopepo, C. okeechobensis, C.
palmata, C. palmeri, C. pedatifolia, C. radicans, C. scabridifolia, C. texana,

(Lira, 1995 y Pérez, et al., 1997).

El cultivo de la calabaza (Cucurbita spp.) ha tenido primordial importancia en el
desarrollo de las primeras civilizaciones de América, siendo muy popular en
México y en la mayoria de los paises americanos en donde existen variedades
criollas para una determinada regiéon. A nuestro pais se le considera Centro de
Origen y de distribuciéon de las diferentes especies de esta hortaliza (Pérez, et

al., 1997).



Los frutos inmaduros y maduros, asi como las semillas de las especies
cultivadas de este género han tenido y tienen gran importancia alimentaria en
gran parte del mundo, y en muchas regiones de Latinoamérica, las flores y
algunas partes vegetativas (p.e: las puntas tiernas de los tallos o guias) son
apreciadas como verdura (Lira, 1995; Ayala, 2002). Ademas de que en general
son fuente de fibras, aceites, carbohidratos y otros usos como alfareria y

ceramica (Ortiz,1986).

Las Cucurbitaceas, como otras hortalizas también son afectadas por
microorganismos habitantes del suelo; entre éstos tenemos a los hongos
quienes inducen sintomas en los que destaca el ahogamiento de plantulas o
damping-off, marchitamiento y muerte de las plantas atacadas, que resultan de
la destruccion del sistema radical y la obstruccién del sistema de conduccion

(Cruz, et al., 1998).

El ahogamiento de las plantulas, es una enfermedad ampliamente distribuida
en todo el mundo; afecta semillas, plantulas y plantas adultas de la mayoria de
las hortalizas, cereales, arboles frutales y forestales; tanto en campo como en
invernadero. En cualquiera de los casos, los dafios mas importantes son los
que sufren las semillas y las raices de las plantulas durante su germinacion, ya
sea antes o después de que emerjan del suelo (Romero, 1993; Agrios, 1996 y

Cruz, et al., 1998).



El cultivo de tejidos vegetales in vitro representa una herramienta valiosa para
el mejoramiento genético y el estudio de diversos fenémenos fisiologicos de las
plantas, debido a sus ventajas con respecto a los métodos tradicionales, ya que
con ésta técnica se pueden lograr altas tasas de multiplicacion de plantas
sanas, vigorosas y de alta calidad genética en corto tiempo, utilizando espacios
reducidos, optimizando recursos y sin limitaciones por la época del afio (Robles,

1993 y Villatoro 1996).

Hasta la fecha, el cultivo in vitro de calabazas ha sido poco estudiado, por lo
que se desconoce la capacidad de regeneracion de los tejidos in vitro de esta
especie y del efecto que tienen varios factores como el genotipo, la
composicion quimica del medio de cultivo, las condiciones fisicas del ambiente
y la desinfeccion del material vegetal, entre otros. Es necesario entonces
establecer protocolos de regeneracion in vitro que permitan obtener una alta
tasa de multiplicaciéon a partir de plantas seleccionadas de calabaza. También
es necesario conocer la capacidad de aclimatacion de las plantulas obtenidas
por cultivo de tejidos a las condiciones de invernadero, ya que dicha
aclimatacion es afectada por aspectos morfoldgicos y fisiolégicos de las

plantulas y los factores del ambiente (Pierik, 1990 y Andrade, 1998).

En base a lo anteriormente expuesto y con fines de buscar y proveer mejores
alternativas en el manejo de enfermedades radiculares en calabazas, asi como
proporcionar informacién acerca del empleo de la técnica de cultivo de tejidos

en ésta especie, se desarroll la presente investigacion con los siguientes:



Objetivos:
1. Seleccionar plantas de calabaza (Cucurbita pepo L.) resistentes a las
especies de hongos del suelo causantes del ahogamiento de plantulas o

damping-off individualmente, y al complejo de ellos.

2. Definir la metodologia de micropropagacion en plantas de calabaza

resistentes al complejo de hongos del suelo e individualmente.

3. Incrementar aceleradamente la disponibilidad de semilla de calabaza de

plantas resistentes, via cultivo de tejidos.

4. Establecer el protocolo de aclimatacién a condiciones en invernadero y

campo para la adaptacién de plantulas de calabaza obtenidas in vitro .

Hipétesis

La variabilidad genética existente en poblaciones criollas de calabaza Cucurbita
pepo permite seleccionar germoplasma resistente y tolerante a las especies de
hongos causantes del ahogamiento o damping —off y al complejo de las

mismas.

La técnica de cultivo de tejidos vegetales aplicada en calabazas nos permite
multiplicar gran cantidad de plantulas resistentes de buena calidad en poco

tiempo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. El cultivo de calabaza

2.1.1. Origen y distribucion
De acuerdo a investigaciones arqueoldgicas, biosistematicas, etnobotanicas y
morfométricas, el género Cucurbifa presenta gran cantidad de registros

arqueoldgicos superado solamente por el maiz (Lira, 1995 y Pérez et al., 1997).

Cucurbita pepo parece ser una de las primeras especies en haber sido
domesticadas, por el hombre. Los restos mas antiguos encontrados en
diferentes partes del continente Americano, como los localizados en el valle de
Oaxaca México, datan del afio 8,750 A. C. Otros reportes indican que restos
de pedunculos, pericarpio y semillas datan del afio 7,000 A. C, encontrados en
las Cuevas de Ocampo, Tamaulipas, México; y finalmente vestigios de C.
maxima localizados en el Valle de Ica, PerG cuentan con una edad calculada
en 6,000 afios A. C. indicando, sin lugar a dudas, que América es el centro de

origen de las calabazas (Lira, 1995).



Pérez, et al., (1997) mencionan que la familia Cucurbitaceae es originaria del
continente Americano, siendo México su principal centro de distribucion, en

donde las especies cultivadas aun coexisten con sus ancestros silvestres.

2.1.2. Posicion taxonémica
De acuerdo con los trabajos mas recientes, las calabazas se agrupan en el

reino vegetal de la siguiente manera (Jeffrey, 1990):

Clase ....cccocevveeeeeeecnnneen. Angiospermae
Subclase ...........ccocc...... Dicotiled6nea
Orden ........ccovevevrecueennn. Cucurbitales
Familia ..........cccooneeeee, Cucurbitaceae
Subfamilia ...................... Cucurbitoideae
THIUY cusmn sssss srmssmmsn mamovansss Cucurbiteae
Género .......ccccccvveeeennene, Cucurbita
Especie .......ccccvvvvvunnnnn. Cucurbita pepo L.

2.1.3. Generalidades botanicas

Las especies silvestres y cultivadas del género Cucurbita son plantas monoicas,
rastreras o arbustivas y en algunas variedades de C. pepo, el tallo puede
alcanzar una longitud de 12 a 15 m el cual presenta hojas simples con 3 6 5
I6bulos y pedunculos largos y huecos; de las axilas de las hojas se desprenden
zarcillos ramificados que sirven como sostén a las guias. Sus flores son

gamopétalas con colores que van desde el amarillo palido hasta el naranja



brillante. Los frutos y semillas presentan forma, color, tamafio y texturas

variables (Guenkov, 1974; Lira, 1995 y Pérez et al., 1997).

2.1.4. Composicion genética del género

Diversos estudios en Citogenética han demostrado que las especies del género
Cucurbita tanto silvestres como cultivadas, poseen un namero cromosémico
constituido por 20 pares de pequefios cromosomas; y mediante analisis de
isoenzimas se ha logrado definir que el género es un antiguo tetraploide

(Garcia, 1988; Lira, 1995 y Pérez et al., 1997).

Hall, et al., (1976) realizaron un estudio con semillas de Cucurbita pepo L.,
reportando la relacion de los porcentajes molares de bases del ADN: Adenina:

30.2, Guanina: 21.0, Citosina: 16.1, 5- metilcitocina: 3.7 y Timina: 29.0.

2.1.5. Importancia

El género Cucurbita es bien conocido por sus especies cultivadas, las cuales en
los paises de habla hispana son cominmente conocidas como “calabazas”,
‘zapallos” o mediante numerosos nombres en lenguas indigenas (Cuadro 1),
mientras que en los paises anglosajones se les denomina “squashes’,

“pumpkins” o “gourds” (Lira, 1995).



Cuadro 1. Nombres usados para designar a las calabazas en diferentes

lenguas indigenas en la Repulblica Mexicana.

Nombre Lengua Estado
Tamalayota, tamala Nahuatl Puebla, Guerrero y Oaxaca
Mma Chinanteca Oaxaca
Ka-mi, k&-maaré, ka- Trique Oaxaca

narim, ka-rumi

Moen-yé Mixe Oaxaca
Shikin-fiaami Mixteca Oaxaca
K'uum Maya Chiapas, Yucatan, Campeche

Fuente: Lira, 1995.

El cultivo de las especies de Cucurbita es un elemento comun y parte
fundamental en la agricultura tradicional de subsistencia que se practica en
Latinoamérica. Sus especies son cultivadas de manera mas o menos extensiva
en los sistemas de policultivo conocidos como “milpas”. La seleccion empirica
de los materiales destinados a plantarse en el siguiente ciclo contribuyen al
mantenimiento y la ampliacion de la diversidad genética. Las caracteristicas
consideradas por los agricultores en la selecciéon son: el tamafio de los frutos,
color y sabor de su pulpa, cantidad y tamafio de las semillas, asi como su

adaptacién a condiciones ecoldgicas (Lira, 1995).

Los frutos inmaduros, maduros y las semillas de las especies cultivadas de
este género han tenido y tienen gran importancia alimenticia en gran parte del
mundo, ya que son utilizados como ingredientes especiales en numerosos

platillos exoticos; ademas de que en muchas regiones de Latinoamérica, las



flores y algunas partes vegetativas como las puntas tiernas de los tallos o
“guias” son también muy apreciadas como verdura (Lira, 1995). Ademas de que
en algunas regiones del continente Africano, las calabazas son usadas en

cultos y ceremonias religiosas.

En México, la calabacita (C. pepo L.) es la Unica especie que se cultiva a nivel
comercial para verdura. En el ciclo agricola Otofio-Invierno (2001) y Primavera-
Verano (2002), se sembraron un total de 25, 765 ha, obteniéndose una
produccién de 311,838 ton, siendo los principales Estados productores, por su

superficie cosechada: Sinaloa, Puebla, Morelos, Hidalgo y Jalisco (Cuadro 2).

Cuadro 2. Principales Estados productores de calabacita para verdura en el
ciclo agricola 2001 — 2002.

Estado Superficie Produccioén Rendimiento
cosechada (ha)  (ton) (ton- ha™)
Sinaloa 8, 085 81,177 10.0404
Puebla 2,022 23, 998 11.8684
Morelos 1,647 23,529 14,286
Hidalgo 1,330 11,561 8.6924
Jalisco 1,204 15,229 12.6486

Fuente: Servicio de Informacion y Estadistica Agroalimentaria y Pesquera, 2002.

2.1.6. Principales usos

2.1.6.1. Alimenticio. Es evidente que éste es el uso mas importante al que se

han destinado las calabazas, no sélo en América Latina, sino en el mundo



entero. En el caso de la pulpa de los frutos maduros, la forma mas difundida de
consumirla es como dulce y se prepara tanto hervida como asada. Las especies
mas apreciadas para este propésito son C. maxima y C. moschata, y en menor
grado C. pepo y C. ficifolia. Esta Ultima es empleada especialmente en la

elaboraciéon de un dulce muy conocido en México, llamado “cabellos de angel”.

Las semillas por su parte son consumidas preferentemente asadas o tostadas,
ya sea como botanas enteras o simplemente aderezadas con sal, o0 mas
frecuentemente molidas y como parte de numerosos platillos; y su consumo aun

en las zonas urbanas de México y Centro América, es todavia bastante comun.

Los tallos tiernos, las flores y sobre todo los frutos inmaduros, son consumidos
como verdura cocida y frita, etc., frecuentemente formando parte de diversos
platillos. Es comln encontrar a la venta frutos inmaduros de algunas variedades
comerciales de C. pepo. En algunas partes de la Peninsula de Yucatan, los
campesinos prefieren consumir tallos y flores de C. argyrospermay C. pepo que
de C. moschata, ya que la pubescencia de esta Ultima le confieren un sabor

desagradable y hacen mas dificil su digestion (Lira, 1995).

2.1.6.2. Industrial - comercial. Existen cultivares de semilla sin testa, que para
el caso de elaboracién de botanas y moles, facilitan su preparacién y envasado;
asi como la produccion de aceite comestible. Por otro lado, la pulpa de los
frutos de varias especies es utilizada en la elaboracién de jabones destinados a

la limpieza de articulos de piel. Otro aspecto que también se esta aprovechando
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es la produccion de frutos de colores y formas vistosas con fines ornamentales;
asi como en la obtencién de algunas enzimas proteoliticas empleadas en el

tratamiento de aguas residuales (Lira, 1995).

2.1.6.3. Medicinal. En muchas regiones del mundo se utilizan diversas partes
de las plantas de calabaza como curativas, por ejemplo: en Brasil, se usan
frutos y semillas con propiedades diuréticas y vermifugas; en China, se
emplean raices, flores y semillas para calmar dolores de dientes, tratamientos

antihelminticos y ténicos estomacales, entre otros (Lira, 1995).

2.1.6.4. Otros. Es comln encontrar que en algunas partes de Oaxaca y
Chiapas, México; asi como en la costa de Ecuador, los frutos sean
proporcionados al ganado como suplemento alimenticio y el menos importante
es el uso de las cascaras secas de los frutos para la elaboracion de
recipientes, sonajas y otros articulos empleados en la alfareria (Ortiz,1986 y

Lira, 1995).

2.1.7. Valor nutritivo

La importancia de las calabazas se debe al contenido de sustancias nutritivas y
a las cualidades gustativas del fruto. La pulpa del fruto contiene de 11 a 17% de
solidos totales y hasta 45% de azlcares de acuerdo con las variedades; y las
semillas son ricas en grasa y albumina (Guenkov, 1974), en el Cuadro 3 se
presenta la composicién de diferentes partes comestibles de la planta de

calabaza.
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Cuadro 3. Composicién de 100 g de diferentes partes comestibles de la planta

de calabaza (Cucurbita pepo L.).

Fruto Fruto Hojas Flores Semillas®
Concepto  maduro® tierno® frescas® masculinas®
Agua 90g 90g 80.7 g
Proteinas 139 1.76 g 429 26.95¢g 44 %
Lipidos 02¢g 011g 049 --- -
Azucares 649 214 g 349 0.035¢g -
Sales 04-05g
minerales
Vitamina A --- 100 U.I 0.8 mg - ---
Vitamina B+ --- 60 mcg 0.14 mg == s
Vitamina B> 40 mcg 0.17 mg
Niacina - - 1.8 mg . =
Vitamina C - 20 mg 58 mg 16.32 mg ---
Acido 10.0 mg e - 16.0 mg e
ascorbico
Tiamina 0.05 mg — — — -
Riboflavina 0.05 mg - — — _—
PP 0.50 mg - s - —
Carotenoides 2.0 mg --- --- 224 g s
Fibra -— -— 159 — -
Ceniza --- --- 1649 280g -
Valor - 17 cal. 26.0 kcal. - -
energético
Aceite - e - s 39 %
Azufre 10 mg — .. s —-
Fosforo 30 mg 21 mg 96.0 mg 12.38 mg 1%
Sodio 3mg -— — — —
Potasio 400 mg -— e 37.63 mg o
Magnesio 10 mg - e — —
Calcio 21 mg 18 mg 127.0 mg 79.0 mg -
Hierro 0.8 mg 0.6 mg 5.8 mg 6.50 mg -
Zinc 0.21 mg -—- -- - -

Fuente: ®: Japén, 1981, ®: Maroto, 1989, % INCAP-ICNND, 1961, °: Montalvo,
2001 y ©: Lira, 1995. (Tomado de Ayala, 2002).

Se observa que todas las partes comestibles del cultivo de calabaza presentan
un alto valor nutritivo; incluso notablemente superior en algunos aspectos, a
otros cultivos horticolas (Cuadro 4). Las partes comestibles sobresalen en

general, por su alto contenido de Calcio, Fosforo, Tiamina, Riboflavina, Niacina
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y Acido Ascorbico. Los frutos maduros sobresalen por su alto valor nutritivo,
sobresaliendo en carotenos y azlicares; asi mismo, las hojas lo hacen por su
alto contenido de Proteinas, Lipidos, Calcio, Fosforo y Vitamina C, aun por
arriba de los frutos maduros. El alto contenido de aceites y proteinas localizado
en las semillas de este cultivo, hacen que tenga una fuerte demanda en la

industria.

Cuadro 4. Composicion de 100 g de porcioén fresca de hojas comestibles.

Concepto Calabaza Espinaca Acelga Lechuga
Proteina (g) 4.2 2.8 1.6 1.0
Grasa (g) 0.4 0.7 0.4 0.1
Carbohidratos (g) 3.4 5.0 5.6 3.0
Fibra (g) 1.5 0.7 1.0 0.5
Ceniza (g) 1.6 1.8 1.6 0.4
Calcio (mg) 127.0 60.0 110.0 16.0
Fésforo (mg) 96.0 30.0 29.0 23.0
Hierro (mg) 5.8 3.2 3.6 0.4
Vitamina A (mg) 0.8 1.2 0.9 ---
Vitamina B1 (mg) 0.14 0.06 0.03 0.05
Vitamina B2 (mg) 0.17 0.17 0.09 0.03
Niacina (mg) 1.8 0.6 0.4 0.3
Vitamina C (mg) 58.0 46.0 34.0 7.0
Humedad 90.0 90.0 91.0 96.0
Energia (kcal) 26.0 30.0 27.0 13.0

Tomado de: Ayala, 2002.

También se han realizado estudios como los de Fahn (1979) para determinar la

cantidad de néctar producido pér una flor por dia, (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Contenido promedio del néctar producido por una flor en un dia de
diferentes Cucurbitaceas.

Nombre de la Néctar fresco Néctar Porcentaje de
Planta en mg deshidratado en Materia Seca
Bryonia muiltiflora 0.75 T? e
Cucumis sativus 3.25 1.00 30.7
Cucurbita maxima 201.25 32.37 16.0
Cucurbita pepo 98.40 27.60 28.0

Fuente: Fahn, A. 1979.

2.2. Mejoramiento genético

Debido a que la reduccion del vigor durante varios ciclos de autofecundacion no
es significativa, en las especies cultivadas de Cucurbita se han aplicado
metodologias tendientes a explotar la endogamia y la heterosis. Los principales
objetivos en el mejoramiento de esta especie estan enfocados al rendimiento y
calidad de fruto, semilla y contenido de aceite, asi como la busqueda de
resistencia a enfermedades virales y en menor grado las enfermedades de raiz

(Pérez, et al., 1997; Sanchez y Velasquez, 1999).

Pérez et al.,1997, sefialan que el principal método de mejoramiento utilizado
en calabazas es la hibridacion en cruza simple, debido a su leve depresion

endogamica, suficiente heterosis y facil emasculacion.

Para la aportacion de caracteristicas deseables como la resistencia a algun tipo

de enfermedad o mejoramiento de alguna variedad se utiliza el método
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trisébmico, el cual consiste en localizar el cromosoma en el que se encuentra el

gen deseado y transferirlo mediante retrocruzas.

Se han estudiado cruzamientos interespecificos para transferir cualidades
superiores a los frutos como la resistencia a plagas y enfermedades, obtencion
de variedades que se adapten a climas adversos, pero la informacion existente

es aun escasa (Chatterjee y More, 1991 y Pérez, et al., 1997).

Desde 1996, en la Universidad Autbnoma Chapingo, a través del proyecto
“Milpa” financiado por la fundacién Mc Knigth, se han realizado numerosos
estudios en el sistema milpa-calabaza, obteniéndose importantes resultados en
la mejora de la cantidad y calidad de frutos y semilla por fruto producidos por
planta; incremento en la cantidad de aztcares y del color en la pulpa; cultivares
resistentes a herbicidas comunes preemergentes empleados en maiz y

resistentes a hongos del suelo (Sanchez y Velasquez 1999 y Ayala 2002).

2.3. Resistencia genética

2.3.1. Tipos de resistencia
Varderplank (1963) establecié la diferencia entre resistencia monogénica y

poligénica, usando el término resistencia vertical y horizontal, respectivamente.

La resistencia vertical normalmente es de tipo cualitativa, en el sentido de que

esta presente o ausente, sin valores intermedios. Esto significa que hay un alto
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nivel de resistencia de una variedad a alguna raza fisiolégica de un patégeno y

un nivel bajo de resistencia a otras razas (Manners, 1993 y Robinson, 1996).

Jones (1987), menciona que la resistencia vertical es llamada tambiéen
resistencia especifica y es facil de detectar en etapa de plantula y relativamente
facil de incorporar a nuevas variedades ya que a menudo es controlada por

uno hasta tres pares de genes.

Para que exista resistencia vertical, debe haber genes simples de resistencia en
las plantas y también genes simples de actividad parasitica en el parasito. Este
es un fendmeno muy importante conocido como relacion gene — gene,

descubierta en 1940 por H . H. Flor, en los estados Unidos (Robinson, 1996).

Por otro lado la resistencia horizontal es de tipo cuantitativa, en el sentido de
que la enfermedad puede presentarse a cualquier nivel entre un minimo y un
maximo y es expresada igualmente a todas las razas conocidas del patégeno
independientemente de las llaves bioquimicas que pueda poseer; lo que
significa que este tipo de resistencia no puede ser acoplada, ademas de que es

grandemente influenciada por el medio (Jones, 1987 y Robinson, 1996).
2.3.2. Estudios de resistencia a enfermedades de la raiz en Cucurbitaceas

A continuacion se enlistan las metodologias y resultados obtenidos en algunos

trabajos para detectar resistencia a algunas enfermedades:
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Cohen y Eyal (1987) reportan estudios realizados en una linea de melon
(Cucumis melo L.) PI-124111F, derivada de la séptima generacion de seleccion
por resistencia a mildiu (Pseudoperonospora cubensis patotipo 3), cenicilla
polvorienta (Sphaerotheca fuliginea razas 1 y 2) y marchitez (Fusarium
oxysporum f sp. melonis razas 0, 1 y 2). Los resultados indicaron que el gen
responsable de conferir resistencia a la marchitez por Fusarium razas Oy 2 es

el Fom 1y 2 manifestando un alto grado de resistencia para esta enfermedad.

Martyn et al., (1991) simularon condiciones de campo en el estudio de la
resistencia a la marchitez por Fusarium oxysporum f sp. niveumrazas Oy 1y F.
o. f sp. cucumerinum en sandia (Citrullus lanatus). Ambas formas especiales de
hongos mostraron los primeros sintomas a las 2 semanas. Los resultados
indican que la marchitez por Fusarium es fuertemente influenciada por los

factores ambientales como la temperatura y humedad del suelo.

Zink & Gubler (1986) y Zink (1991), estudiaron el modo de herencia de la
resistencia a la marchitez en melén Cucumis melo L. en los cultivares ‘Mango-
Melon’ , ‘Smith’s Perfect, ‘Rio Gold’, ‘Wescan’, ‘Dulce’ y ‘Perlita’, utilizando
diferentes concentraciones (0.05 X 10%, 0.1 X 10°, 0.5 x 10% y 1.0 X 10° esporas
-mL") de Fusarium oxysporum f sp. melonis raza 2. Ademas, estudid la
segregacion de la resistencia a la marchitez en las generaciones F1 y F2 ,
concluyendo que la resistencia a la raza 2 en esos cultivares es determinada
por un gen dominante; y por ultimo, en pruebas de alelismo, se determiné que

la resistencia es controlada por el gene Fom 3, o un alelo de este gene. De los
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diferentes cultivares se obtuvieron pocas plantas libres de sintomas a los 42
dias de edad, consideradas como resistentes. El mismo autor en 1992, reporta
plantas de melon cultivares ‘Honey Dew’, ‘lroquois’ y ‘Delicious 51’ con
resistencia a las razas 0 y 2 de Fusarium oxysporum f sp. melonis pero
susceptibles a la raza 1, las pruebas de alelismo indicaron que el gen Fom 1, o
un alelo de este gen es el responsable de la resistencia a la marchitez por

Fusarium.

En 1992, se probaron métodos en invernadero para determinar resistencia de 5
variedades de pepino a Rhizoctonia solani. Las plantas se inocularon cuando la
segunda hoja verdadera estuvo expandida y la infeccion fue estimada en una
escala de 1-9, 5-12 dias después de la inoculacion. Los métodos de riego al
suelo y disco en el hipocétilo indujeron la mejor expresion de sintomas, y la
misma reaccion. Usando el método de riego al suelo, 76 de las variedades mas
comerciales fueron las mas resistentes y Supergreen fue la mas susceptible.
Ninguno de los métodos probados en plantulas se correlacionaron con la

resistencia de campo de las variedades (Uchneat, 1997).

Se probaron 3 genotipos de Cucurbita spp: CNPH 88-393 resistente, Mocinha
moderadamente resistente y CNPH 88-625 susceptible en diferentes etapas de
desarrollo (7, 11, 14 y 18 dias después de la siembra), concentracion de inoculo
(102, 103, 104 y 105 zoosporas por mL) y condiciones ambientales
(invernadero de cristal, plastico y condiciones controladas); para observar su

reaccion a Phytophthora capsici. El resultado fue que los 3 genotipos
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mantuvieron su respectiva resistencia bajo todas las condiciones ambientales
evaluadas. La inoculacion con 103 o 104 zoosporas por mL a los 7, 11 o 14
dias después de la siembra fue considerado lo adecuado para buscar la

resistencia (Henz & Lima, 1994).

Una variedad de pepino se probé en dos tipos de composta (corteza de pino) y
Peat mix®, mezcla supresiva y favorable a la pudricion por Pythium

respectivamente. Se transplantaron las plantas de 2 semanas de edad y se
inoculé con P. ultimun y P. aphanidermatum, en mezclas de los dos tipos de
composta para probar la resistencia de esta variedad. La pudricion fue menos

severa en mezclas con el primer tipo de composta (Zhang, et al.,1996).

Pan y More (1996) evaluaron colectas de