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RESUMEN 

OBTENCI6N Y UTILIZACI6N DE RESISTENCIA GENETICA EN CALABAZAS 

( Cucurbita spp.) AL DAMPING-OFF 

Alexander Perez Miceli. Maestro en Ciencias en Protecci6n 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 investigaci6n 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 Ia metodologia de 

micropropagaci6n in vitro para incrementar Ia semilla de plantas de calabaza resistentes 

mediante cultivo de tejidos. Se realizaron inoculaciones artificiales con diferentes hongos, 

bajo condiciones de invernadero, ajustando Ia concentraci6n de in6culo con un 

hematocit6metro. Se obtuvieron plantas resistentes a las especies de hongos inoculadas, 

asi como a Ia mezcla de ellos. Utilizando el medic de cultivo Murashige-Skoog (1962) 

suplementado con 1 mg·L-1 de Ia hormona bencil adenina, se obtuvieron plantas vigorosas 

con alta calidad genetica 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 producci6n de semi lias de plantas 

resistentes. 

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

aclimataci6n. 
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ABSTRACT 

OBTENTION AND UTILIZATION OF GENETIC RESISTANCE IN SQUASH 

(Cucurbita spp.) TO DAMPING-OFF COMPLEX 

Alexander Perez Miceli. Maestro en Ciencias en Protecci6n 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-1 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 (1 00%) for seed production with resistant plants. 

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

aclimatation. 
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1.- INTRODUCCI6N 

La familia Cucurbitaceae aparece como una de las primeras plantas utilizadas 

par el hombre, abarcando aproximadamente 30 especies de 9 generos de 

plantas cultivadas (Esquinas, 1983). El genera Cucurbita esta constituido par 25 

especies, siendo cinco las que se cultivan: C. argyrosperma Huber, C. ficifolia 

Bouche, C. maxima Ouch. Ex Lam., C. moschata (Ouch. ex Lam) Ouch. ex Pair 

y C. pepo L., y veinte silvestres: C. califomica, C. cordata, C. cylindreata, C. 

digitata, C. ecuatorensis, C. foetidissima, C. fratema, C. galeottii, C. gracilio, C. 

kelliana, C. Iunde/Iiana, C. martinezzi, C. melopepo, C. okeechobensis, C. 

palmata, C. palmeri, C. pedatifolia, C. radicans, C. scabridifolia, C. texana, 

(Lira, 1995 y Perez, eta/. , 1997). 

El cultivo de Ia calabaza (Cucurbita spp.) ha tenido primordial importancia en el 

desarrollo de las primeras civilizaciones de America, siendo muy popular en 

Mexico y en Ia mayoria de los pafses americanos en donde existen variedades 

criollas para una determinada region. A nuestro pais se le considera Centro de 

Origen y de distribuci6n de las diferentes especies de esta hortaliza (Perez, et 

a/., 1997). 



Los frutos inmaduros y maduros, asi como las semillas de las especies 

cultivadas de este genero han tenido y tienen gran importancia alimentaria en 

gran parte del mundo, y en muchas regiones de Latinoamerica, 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 

cera mica (Ortiz, 1986). 

Las Cucurbitaceas, como otras hortalizas tambien son afectadas por 

microorganismos habitantes del suelo; entre estos 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 

Ia destrucci6n del sistema radical y Ia obstrucci6n del sistema de conducci6n 

(Cruz, eta/., 1998). 

El ahogamiento de las plantulas, es una enfermedad ampliamente distribuida 

en todo el mundo; afecta semillas, plantulas y plantas adultas de Ia mayoria de 

las hortalizas, cereales, arboles frutales y forestales; tanto en campo como en 

invernadero. En cualquiera de los casos, los danos mas importantes son los 

que sufren las semillas y las raices de las plantulas durante su germinaci6n, ya 

sea antes o despues de que emerjan del suelo (Romero, 1993; Agrios, 1996 y 

Cruz, eta/., 1998). 
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El cultivo de tejidos vegetales in vitro representa una herramienta valiosa para 

el mejoramiento genetico y el estudio de diversos fenomenos fisiologicos de las 

plantas, debido a sus ventajas con respecto a los metodos tradicionales, ya que 

con esta tecnica se pueden lograr altas tasas de multiplicacion de plantas 

sanas, vigorosas y de alta calidad genetica en corto tiempo, utilizando espacios 

reducidos, optimizando recursos y sin limitaciones porIa epoca del ano (Robles, 

1993 y Villatoro 1996). 

Hasta Ia fecha, el cultivo in vitro de calabazas ha sido poco estudiado, por lo 

que se desconoce Ia capacidad de regeneracion de los tejidos in vitro de esta 

especie y del efecto que tienen varios factores como el genotipo, Ia 

composicion qufmica del media de cultivo, las condiciones ffsicas del ambiente 

y Ia desinfeccion del material vegetal, entre otros. Es necesario entonces 

establecer protocolos de regeneracion in vitro que permitan obtener una alta 

tasa de multiplicacion a partir de plantas seleccionadas de calabaza. Tambien 

es necesario conocer Ia capacidad de aclimatacion de las plantulas obtenidas 

por cultivo de tejidos a las condiciones de invernadero, ya que dicha 

aclimatacion es afectada par aspectos morfologicos y fisiologicos 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, asf como 

proporcionar informacion acerca del empleo de Ia tecnica de cultivo de tejidos 

en esta especie, se desarrollo Ia presente investigacion con los siguientes: 
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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 Ia metodologfa de micropropagaci6n en plantas de calabaza 

resistentes al complejo de hongos del suelo e individualmente. 

3. lncrementar aceleradamente Ia disponibilidad de semilla de calabaza de 

plantas resistentes, vfa cultivo de tejidos. 

4. Establecer el protocolo de aclimataci6n a condiciones en invernadero y 

campo para Ia adaptaci6n de plantulas de calabaza obtenidas in vitro . 

Hip6tesis 

La variabilidad genetica 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 tecnica de cultivo de tejidos vegetales aplicada en calabazas nos permite 

multiplicar gran cantidad de plantulas resistentes de buena calidad en poco 

tiempo. 
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2. REVISI6N DE LITERATURA 

2.1. El cultivo de calabaza 

2.1.1. Origen y distribuci6n 

De acuerdo a investigaciones arqueol6gicas, biosistematicas, etnobotanicas y 

morfometricas, el genero Cucurbita presenta gran cantidad de registros 

arqueol6gicos superado solamente por el maiz (Lira, 1995 y Perez et at., 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 Americana, como los localizados en el valle de 

Oaxaca Mexico, datan del ario 8,750 A. C. Otros reportes indican que restos 

de pedunculos, pericarpio y semillas datan del a rio 7,000 A. C, encontrados en 

las Cuevas de Ocampo, Tamaulipas, Mexico; y finalmente vestigios de C. 

maxima localizados en el Valle de lea, Peru cuentan con una edad calculada 

en 6,000 alios A. C. indicando, sin Iugar a dudas, que America es el centro de 

origen de las calabazas (Lira, 1995). 
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Perez, eta/., (1997) mencionan que Ia familia Cucurbitaceae es originaria del 

continente Americana, siendo Mexico su principal centro de distribuci6n, en 

donde las especies cultivadas aun coexisten con sus ancestras silvestres. 

2.1.2. Posicion taxon6mica 

De acuerdo con los trabajos mas recientes, las calabazas se agrupan en el 

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

Clase .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. . Angiospermae 

Subclase .............. .. ........ Dicotiled6nea 

Orden .. .. .. .... .. .. .. .. ...... .. .. Cucurbitales 

Familia .. .. .. .... .. .. .... .. .... .. . Cucurbitaceae 

Subfamilia .... .... .... .. .. .. .... Cucurbitoideae 

Tribu .... .. .. .. .... .... .... ...... .. Cucurbiteae 

Genera .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. Cucurbita 

Especie .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. Cucurbita pepo L. 

2.1.3. Generalidades botanicas 

Las especies silvestres y cultivadas del genera 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 

16bulos y pedunculos largos y huecos; de las axilas de las hojas se desprenden 

zarcillos ramificados que sirven como sosten a las guias. Sus flares son 

gamopetalas con colores que van desde el amarillo palido hasta el naranja 
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brillante. Los frutos y semillas presentan forma, color, tamano y texturas 

variables (Guenkov, 1974; Lira, 1995 y Perez eta/., 1997). 

2.1.4. Composici6n genetica del genera 

Diversos estudios en Citogenetica han demostrado que las especies del genera 

Cucurbita tanto silvestres como cultivadas, poseen un numero cromos6mico 

constituido por 20 pares de pequenos cromosomas; y mediante analisis de 

isoenzimas se ha logrado definir que el genera es un antiguo tetraploide 

(Garcfa, 1988; Lira, 1995 y Perez eta/., 1997). 

Hall, et a/., (1976) realizaron un estudio con semillas de Cucurbita pepo L., 

reportando Ia relaci6n 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. lmportancia 

El genera Cucurbita es bien conocido por sus especies cultivadas, las cuales en 

los pafses de habla hispana son comunmente conocidas como "calabazas", 

"zapallos" o mediante numerosos nombres en lenguas indigenas (Cuadra 1 ), 

mientras que en los paises anglosajones se les denomina "squashes", 

"pumpkins" o "gourds" (Lira, 1995). 
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Cuadro 1. Nombres usados para designar a las calabazas en diferentes 

lenguas indfgenas en Ia Republica Mexicana. 

Nombre Lengua Estado 

Tamalayota, tamala 

Mma 

Nahuatl 

Chinanteca 

Ka-mf, ka-maare, ka- Trique 

narim, ka-rumi 

Moen-ye 

Shikin-riaami 

K'uum 

Mixe 

Mixteca 

Maya 

Puebla, Guerrero y Oaxaca 

Oaxaca 

Oaxaca 

Oaxaca 

Oaxaca 

Chiapas, Yucatan, Campeche 

Fuente: Lira, 1995. 

El cultivo de las especies de Cucurbita es un elemento comun y parte 

fundamental en Ia agricultura tradicional de subsistencia que se practica en 

Latinoamerica. Sus especies son cultivadas de manera mas o menos extensiva 

en los sistemas de policultivo conocidos como "milpas". La selecci6n empfrica 

de los materiales destinados a plantarse en el siguiente ciclo contribuyen al 

mantenimiento y Ia ampliaci6n de Ia diversidad genetica. Las caracterfsticas 

consideradas por los agricultores en Ia selecci6n son: el tamario de los frutos, 

color y sabor de su pulpa, cantidad y tamario de las semillas, asf como su 

adaptaci6n a condiciones ecol6gicas (Lira, 1995). 

Los frutos inmaduros, maduros y las semillas de las especies cultivadas de 

este genera han tenido y tienen gran importancia alimenticia en gran parte del 

mundo, ya que son utilizados como ingredientes especiales en numerosos 

platillos ex6ticos; ademas de que en muchas regiones de Latinoamerica, las 
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flares y algunas partes vegetativas como las puntas tiernas de los tallos o 

"guias" son tambien 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 Mexico, Ia calabacita (C. pepo L.) es Ia (mica especie que se cultiva a nivel 

comercial para verdura. En el ciclo agricola Otorio-lnvierno (2001) y Primavera­

Verano (2002), se sembraron un total de 25, 765 ha, obteniendose una 

produccion de 311,838 ton, siendo los principales Estados productores, par su 

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

Cuadra 2. Principales Estados productores de calabacita para verdura en el 

ciclo agricola 2001 -2002. 

Estado Superficie Producci6n Rendimiento 

cosechada (ha) (ton) (ton· ha-1
) 

Sinaloa 8,085 81, 177 10.0404 

Puebla 2,022 23,998 11 .8684 

More los 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 este es el usa mas importante al que se 

han destinado las calabazas, no solo en America Latina, sino en el mundo 
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entero. En el caso de Ia pulpa de los frutos maduros, Ia forma mas difundida de 

consumirla es como dulce y se prepara tanto hervida como asada. Las especies 

mas apreciadas para este prop6sito son C. maxima y C. moschata, y en menor 

grado C. pepo y C. ficifo/ia. Esta ultima es empleada especialmente en Ia 

elaboraci6n de un dulce muy conocido en Mexico, 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, o mas 

frecuentemente molidas y como parte de numerosos platillos; y su consumo aun 

en las zonas urbanas de Mexico y Centro America, 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 comun encontrar a Ia venta frutos inmaduros de algunas variedades 

comerciales de C. pepo. En algunas partes de Ia Peninsula de Yucatan, los 

campesinos prefieren consumir tallos y flores de C. argyrosperma y C. pepo que 

de C. moschata, ya que Ia 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 elaboraci6n de botanas y moles, facilitan su preparaci6n y envasado; 

asi como Ia producci6n de aceite comestible. Por otro lado, Ia pulpa de los 

frutos de varias especies es utilizada en Ia elaboraci6n de jabones destinados a 

Ia limpieza de articulos de piel. Otro aspecto que tambien se esta aprovechando 
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es Ia producci6n de frutos de colores y formas vistosas con fines ornamentales; 

asi como en Ia obtenci6n 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 diureticas y vermifugas; en China, se 

emplean raices, flores y semillas para calmar dolores de dientes, tratamientos 

antihelminticos y t6nicos estomacales, entre otros (Lira, 1995). 

2.1.6.4. Otros. Es comun encontrar que en algunas partes de Oaxaca y 

Chiapas, Mexico; asi como en Ia 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 Ia elaboraci6n de 

recipientes, sonajas y otros articulos empleados en Ia 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 

s61idos totales y hasta 45% de azucares de acuerdo con las variedades; y las 

semillas son ricas en grasa y albumina (Guenkov, 1974), en el Cuadro 3 se 

presenta Ia composici6n de diferentes partes comestibles de Ia planta de 

calabaza. 
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Cuadro 3. Composici6n de 1 00 g de diferentes partes comestibles de Ia planta 

de calabaza (Cucurbita pepo L.). 

Fruto Fruto Hojas Flores Semillase 
Concepto maduro8 tiernob frescasc masculinasd 
Agua 90 g 90 g 80.7 g 
Proteinas 1.3 g 1.76 g 4.2 g 26.95 g 44% 
Lipidos 0.2 g 0.11 g 0.4 g 
Azucares 6g 2.14 g 3.4 g 0.035 g 
Sales 0.4-0.5 g 
minerales 
Vitamina A 100 U.l 0.8 mg 
Vitamina 81 60 meg 0.14 mg 
Vitamina 82 40 meg 0.17 mg 
Niacina 1.8 mg 
Vitamina C 20 mg 58 mg 16.32 mg 
Acido 10.0 mg 16.0 mg 
asc6rbico 
Tiamina 0.05 mg 
Riboflavina 0.05 mg 
pp 0.50 mg 
Carotenoides 2.0 mg 2.24 g 
Fibra 1.5 g 
Ceniza 1.6 g 2.80 g 
Valor 17 cal. 26.0 kcal. 
energetico 
Aceite 39% 
Azufre 10 mg 
F6sforo 30 mg 21 mg 96.0 mg 12.38 mg 1% 
Sodio 3 mg 
Potasio 400 mg 37.63 mg 
Magnesia 10 mg 
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: a: Jap6n, 1981, 0: Maroto, 1989, c: INCAP-ICNND, 1961, 0

: Montalvo, 
2001 y e: Lira, 1995. (Tornado de Ayala, 2002). 

Se observa que todas las partes comestibles del cultivo de calabaza presentan 

un alto valor nutritive; incluso notablemente superior en algunos aspectos, a 

otros cultivos horticolas (Cuadra 4 ). Las partes comestibles sobresalen en 

general, por su alto contenido de Calcio, F6sforo, Tiamina, Riboflavina, Niacina 
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y Acido Asc6rbico. Los frutos maduros sobresalen por su alto valor nutritivo, 

sobresaliendo en carotenos y azucares; asi mismo, las hojas lo hacen por su 

alto contenido de Proteinas, Lipidos, Calcio, F6sforo 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 Ia 

industria. 

Cuadro 4. Composici6n de 1 00 g de porci6n 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 

F6sforo (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 81 (mg) 0.14 0.06 0.03 0.05 

Vitamina 82 (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 

Tornado de: Ayala, 2002. 

Tambien se han realizado estudios como los de Fahn (1979) para determinar Ia 

cantidad de nectar producido por una flor por dia, (Cuadra 5). 
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Cuadra 5. Contenido promedio del nectar producido por una flor en un dia de 

diferentes Cucurbitaceas. 

Nombre de Ia Nectar fresco 
Planta en mg 

Bryonia multiflora 0.75 

Cucumis sativus 3.25 

Cucurbita maxima 201.25 

Cucurbita pepo 98.40 

Nectar 
deshidratado en 

mg 

1.00 

32.37 

27.60 

Porcentaje de 
Materia Seca 

30.7 

16.0 

28.0 

Fuente: Fahn, A. 1979. 

2.2. Mejoramiento genetico 

Debido a que Ia reducci6n del vigor durante varios ciclos de autofecundaci6n no 

es significativa, en las especies cultivadas de Cucurbita se han aplicado 

metodologias tendientes a explotar Ia endogamia y Ia 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 Ia busqueda de 

resistencia a enfermedades virales yen menor grado las enfermedades de raiz 

(Perez, eta/., 1997; Sanchez y Velasquez, 1999). 

Perez et a/., 1997, sefialan que el principal metodo de mejoramiento utilizado 

en calabazas es Ia hibridaci6n en cruza simple, debido a su leve depresi6n 

endogamica, suficiente heterosis y facil emasculaci6n. 

Para Ia aportaci6n de caracteristicas deseables como Ia resistencia a algun tipo 

de enfermedad o mejoramiento de alguna variedad se utiliza el metodo 
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tris6mico, 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 Ia resistencia a plagas y enfermedades, obtenci6n 

de variedades que se adapten a climas adversos, pero Ia informacion existente 

es aun escasa (Chatterjee y More, 1991 y Perez, eta/., 1997). 

Desde 1996, en Ia Universidad Aut6noma Chapingo, a traves del proyecto 

"Milpa" financiado por Ia fundaci6n Me Knigth, se han realizado numerosos 

estudios en el sistema milpa-calabaza, obteniendose importantes resultados en 

Ia mejora de Ia cantidad y calidad de frutos y semilla por fruto producidos por 

planta; incremento en Ia cantidad de azucares y del color en Ia 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 genetica 

2.3.1. Tipos de resistencia 

Varderplank (1963) estableci6 Ia diferencia entre resistencia monogenica y 

poligenica, usando el termino 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 fisiol6gica de un pat6geno y 

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

Jones (1987), menciona que Ia resistencia vertical es llamada tambi€m 

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 tambiem genes simples de actividad parasitica en el parasito. Este 

es un fen6meno muy importante conocido como relaci6n gene - gene, 

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

Por otro lado Ia resistencia horizontal es de tipo cuantitativa, en el sentido de 

que Ia enfermedad puede presentarse a cualquier nivel entre un minima y un 

maximo y es expresada igualmente a todas las razas conocidas del pat6geno 

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 media (Jones, 1987 y Robinson, 1996). 

2.3.2. Estudios de resistencia a enfermedades de Ia raiz en Cucurbitaceas 

A continuaci6n 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.) Pl-124111 F, derivada de Ia septima 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 Ia marchitez por Fusarium razas 0 y 2 es 

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

Martyn et a/., (1991) simularon condiciones de campo en el estudio de Ia 

resistencia a Ia marchitez por Fusarium oxysporum f sp. niveum razas 0 y 1 y F. 

o. f sp. cucumerinum en sandia (Citrul/us Janatus). Ambas formas especiales de 

hongos mostraron los primeros sfntomas a las 2 semanas. Los resultados 

indican que Ia marchitez por Fusarium es fuertemente influenciada por los 

factores ambientales como Ia temperatura y humedad del suelo. 

Zink & Gubler (1986) y Zink (1991 ), estudiaron el modo de herencia de Ia 

resistencia a Ia marchitez en melon Cucumis melo L. en los cultivares 'Mango­

Melon' , 'Smith's Perfect', 'Rio Gold', 'Wescan', 'Dulce' y 'Perlita', utilizando 

diferentes concentraciones (0.05 X 106
, 0.1 X 106

, 0.5 x 106 y 1.0 X 106 esporas 

·mL-1) de Fusarium oxysporum f sp. melonis raza 2. Ademas, estudio Ia 

segregacion de Ia resistencia a Ia marchitez en las generaciones F1 y F2 , 

concluyendo que Ia resistencia a Ia raza 2 en esos cultivares es determinada 

por un gen dominante; y por ultimo, en pruebas de alelismo, se determino que 

Ia 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', 'Iroquois' y 'Delicious 51' con 

resistencia a las razas 0 y 2 de Fusarium oxysporum f sp. melonis pero 

susceptibles a Ia raza 1, las pruebas de alelismo indica ron que el gen Fom 1, o 

un alelo de este gen es el responsable de Ia resistencia a Ia marchitez por 

Fusarium. 

En 1992, se probaron metodos en invernadero para determinar resistencia de 5 

variedades de pepino a Rhizoctonia so/ani. Las plantas se inocularon cuando Ia 

segunda hoja verdadera estuvo expandida y Ia infeccion fue estimada en una 

escala de 1-9, 5-12 dias despues de Ia inoculacion. Los metodos de riego al 

suelo y disco en el hipocotilo indujeron Ia mejor expresion de sintomas, y Ia 

misma reaccion. Usando el metodo de riego al suelo, 76 de las variedades mas 

comerciales fueron las mas resistentes y Supergreen fue Ia mas susceptible. 

Ninguno de los metodos probados en plantulas se correlacionaron con Ia 

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 despues de Ia siembra), concentracion de inocula 

(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 inoculaci6n con 103 o 104 zoosporas por mL a los 7, 11 o 14 

dias despues de Ia siembra fue considerado lo adecuado para buscar Ia 

resistencia (Henz & Lima, 1994 ). 

Una variedad de pepino se prob6 en dos tipos de composta (corteza de pino) y 

Peat mix®, mezcla supresiva y favorable a Ia pudrici6n por Pythium 

respectivamente. Se transplantaron las plantas de 2 semanas de edad y se 

inocula con P. ultimun y P. aphanidermatum, en mezclas de los dos tipos de 

composta para probar Ia resistencia de esta variedad. La pudrici6n fue menos 

severa en mezclas con el primer tipo de composta (Zhang, eta/., 1996). 

Pan y More (1996) evaluaron colectas de melon Cucumis melo L. para 

resistencia a cenicilla (Sphaerotheca fuliginia), mildiu (Pseudoperonospora 

cubensis), Virus Mosaico Verde Moteado del Pepino (CGMMV) y a Ia marchitez 

por Fusarium (Fusarium oxysporum f sp. melonis Schlecht); para esta ultima 

enfermedad, hicieron inoculaciones artificiales en plimtulas empleando cepas 

de 10 dias de edad y una concentraci6n de inocula de 5 X 106 conidios· mL-1 
. 

Se consideraron como plantas resistentes a todas aquellas que alcanzaron 62 

dias de edad, el cual fue un porcentaje muy bajo. 

Sanchez y Velasquez (1999) realizaron inoculaciones artificiales de los hongos 

Fusarium oxysporum, Phytopthora capsici, Rhizoctonia so/ani y Pythium 
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spp.,causantes de ahogamiento en calabaza (C. pepo L.) y chilacayote (C. 

ficifolia Bouche) bajo condiciones de invernadero, obteniendo plantas 

resistentes tanto a las especies de hongos individuales y a Ia mezcla de elias. 

2.4. Principales enfermedades radiculares en Cucurbitaceas 

2.4.1. Marchitez por Fusarium oxysporun Schlechttend. : Fr. W. C. Snyder 

& H. N. Hansen 

2.4.1.1. lmportancia y distribuci6n 

Fusarium oxysporum, es un hongo cosmopolita responsable de Ia pudrici6n y 

marchitez, debido a que bloquea los tejidos vasculares, impidiendo de esta 

forma el movimiento de agua en las rafces de mas de 100 especies de plantas 

econ6micamente importantes (Kistler, eta/., 1998; De Cal, eta/., 2000 y Migheli, 

eta/., 2000). Puede causar perdidas que fluctuan entre un 75- 90% de plantas 

establecidas en campo (Leach y Currence, 1938; Moreno y Alferez, 2001 ). 

En 1920 en el Estado de Texas, Estados Unidos, se present6 una enfermedad, 

en sandia (Citrul/us lanatus ) Ia cual caus6 perdidas cuantiosas. Los sfntomas 

que se observaron correspondieron a marchitez, amarillamiento y pudrici6n de 

rafces, el agente causal fue identificado entonces como Fusarium vasinfectum 

Taubenhaus (1920), posteriormente como Fusarium oxysporum, despues Ia 

enfermedad fue reportada tambien en los Estados de Maryland, Florida, 

Alabama, Oklahoma, Iowa, Minnesota, California y Oregon (Leach y Currence, 

1938; y Walker, 1941 ). 
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2.4.1.2. Diversidad de hospedantes 

Existe un sin numero de formas especiales de Fusarium oxysporum que atacan 

a mas de 100 especies, tanto cultivadas como silvestres. Especificamente en 

Cucurbitaceas, todas las especies cultivadas de esta familia son facilmente 

atacadas por las siguientes formas especiales de Fusarium: melon (Fusarium 

oxysporum f sp. melonis), sandia (Fusarium oxysporum f sp. niveum), pepino 

(Fusarium oxysporum f sp. cucumerinum y F. o. f. sp. radicis-cucumerimum*), 

calabaza (Fusarium oxysporum f sp. niveum y Fusarium so/ani f sp. cucurbitae) 

(Caperton , eta/., 1986; Hopkins, eta/., 1992; Kistler, eta/., 1998., Vakalounakis 

y Fragkiadakis, 1998*; Moreno y Alferez, 2001 ). 

2.4.1.3. Epidemiologia y ciclo biol6gico 

Fusarium oxysporum inverna en el suelo en forma de micelio y en cualquier 

forma de sus esporas, pero lo hace con mayor frecuencia por clamidosporas en 

los restos vegetales y puede persistir mas de 1 0 alios en ausencia de 

hospedantes susceptibles, como sapr6fito; y alcanza a sobrevivir mas de 2 alios 

en Ia semilla. Se propaga a cortas distancias mediante el salpique por el agua 

de lluvia, a traves del agua de riego, equipo agricola contaminado, y a grandes 

distancias mediante semilla y propagulos infectados (Biancard, et a/., 1991 ; 

Romero, 1993 y Agrios, 1996). 

En las plantas sanas que crecen en un suelo contaminado, al emerger las 

raices laterales o al existir heridas causadas por dalios mecanicos por el 

crecimiento de Ia raiz o por implementos de labranza; los tubos germinativos de 
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las esporas o el micelio penetran directamente. El micelio invade Ia region 

vascular propagandose intercelularmente, donde produce microconidios que 

son transportados en sentido ascendente hacia el tallo y Ia corona de Ia planta. 

Produce sustancias que degradan tejidos y colapsan las celulas del 

hospedante; provocan decoloracion cafe y taponamiento de vasos del sistema 

vascular, existiendo deficit hidrico, lo cual induce marchitamiento y 

posteriormente muerte de Ia planta (Agrios, 1996 y Cruz, eta/., 1998). 

La temperatura optima para el desarrollo de Fusarium oxysporum es de 26.5° 

C, pero los sintomas se manifiestan a temperaturas mas altas, en periodos de 

baja humedad relativa y fuerte luminosidad. El hongo es favorecido par suelos 

con alto contenido de materia organica, asi como par aquellos suelos en donde 

existen poblaciones de nematodos agalladores, ya que estos favorecen Ia 

penetracion del hongo al causar heridas en las plantas (Caperton, eta/., 1986 y 

Blancard, eta/., 1991 ). 

2.4.1.4. Sintomas 

Cuando las plantas son afectadas en etapa de plantula par Fusarium 

oxysporum, es posible que estas se marchiten y mueran poco despues de que 

aparezcan los primeros sintomas. En plantas adultas ocasiona pudricion de 

raices, tallos y frutos. El ataque comienza bajo el nivel del suelo como una 

pudricion suave y oscura de cuello y raiz, induciendo marchitamiento en Ia 

planta a causa de Ia obstruccion del sistema de conduccion (Fig. 1 ). 
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Las plantas afectadas se marchitan durante el dia y se recuperan por Ia noche, 

repitiemdose esta secuencia hasta que finalmente mueren (Biancard, et a/. , 

1991 y Cruz, eta/., 1998). 

Figura 1. Danos causados por Fusarium oxysporum en plantas adultas de 

calabaza (C. pepo L.) . 

2.4.1.5. Medidas de control 

2.4.1.5.1. Control biol6gico 

Se han descubierto recientemente cepas de Fusarium oxysporum no 

patogemicas que juegan un papel importante en Ia supresi6n natural de 

variantes agresivas o virulentas del mismo hongo (Biles y Martyn, 1989; Agrios, 

1996; Larkin, eta/., 1996 y Migheli, eta/., 2000), tales el caso de Ia utilizaci6n 
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de Fusarium oxysporum cepa Fo47 y Pseudomonas putida cepa WCS358, en el 

control de Ia marchitez del lino y del clavel; se observo disminucion del 

crecimiento micelial y detencion de Ia actividad patogenica en Ia cepa agresiva 

de Fusarium oxysporum, debido a que existe competencias intraespecifica por 

fuentes de carbono y fierro (Duijff, et a/., 1999). lnoculaciones de 107 conidios 

·ml de Penicillium oxalicum lograron reducir considerablemente los dafios 

causados por Fusarium oxysporum f sp. /ycopersisi en jitomate (De Cal, et a/., 

2000). 

2.4.1.5.2. Control genetico 

Sin duda alguna este es el mejor tipo de control ya que una vez establecida Ia 

resistencia en el cultivo, el agricultor solo tiene que cambiar Ia variedad 

susceptible por una resistente; asi, Caperton, et a/., 1986 recomiendan utilizar 

variedades resistentes a Ia marchitez causada por Fusarium oxysporum f. sp. 

niveum y al nematodo agallador Meloidogiye incognita como Ia calabaza de 

verano Cucurbita pepo var. me/opepo; para sandia, Ia variedad Calohun Gray, 

muestra buena tolerancia a esta enfermedad (Martyn, 1991 y Hopkins, eta/. , 

1992), en melon, Ia variedad WI998FR muestra alto grado de resistencia a 

Fusarium oxysporum f. sp. melonis razas 0 y 2 (Zink, 1986, 1992;). 

2.4.1.5.3. Control cultural 

Medidas fitosanitarias como el uso de semilla sana y practicas que ayuden a 

mantener una buena estructura en el suelo; manejo del drenaje para evitar 

estres en las plantas por exceso o falta de agua, y una adecuada fertilizaci6n 
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para favorecer el crecimiento vigoroso de las plantas y Ia fertilizaci6n 

nitrogenada con nitrato se ha demostrado que ayuda a reducir Ia pudrici6n de Ia 

raiz causada por especies de Fusarium y por ultimo Ia rotaci6n de cultivos, 

dejando descansar por 10-12 alios, ya que este es el tiempo que el hongo 

puede sobrevivir en el suelo (Taubenhaus, 1920; Agrios, 1996 y Rodriguez, 

1998). 

2.4.1.5.4. Control quimico 

En invernaderos, Ia esterilizaci6n del suelo con bromuro de metilo o con vapor 

proporciona un control eficaz de esta enfermedad; Ia semilla debe ser tratada 

con fungicidas como el naban, quintoceno, benomyl y captafol, otros productos 

como el thiabendazol o thiophanato metilico en tratamiento a Ia semilla y/o 

aplicaciones al cuello al momento de Ia emergencia de las plantas tambien son 

efectivos (Agrios, 1996 y Rodriguez, 1998). 

2.4.2. Ahogamiento y pudrici6n radicular por Pythium aphanidermatum 

(Edson) Fitzp. 

2.4.2.1. lmportancia y distribuci6n 

Este hongo, causante del ahogamiento de las plantas o Damping-off, se 

encuentra ampliamente distribuido en todo el mundo. Afecta semillas, plantulas 

y plantas adultas de Ia mayoria de las hortalizas (tanto en campo como en 

invernadero ), cereales y muchos arboles frutales. Los dalios mas severos los 

causa cuando es favorecido por condiciones ambientales y en mayor grado lo 
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sufren las semillas y las raices de las plantulas durante Ia germinaci6n, ya sea 

antes o despues de Ia emergencia al suelo (Biancard, et a/. 1991; Romero, 

1993; Cruz, eta/. 1998 y Postma, eta/. 2000). 

2.4.2.2. Diversidad de hospedantes 

El numero de hospedantes de Pythium aphanidermatum es muy grande. Entre 

las plantas afectadas se encuentran el pasto Agrotis alba, amaranto (Amarantus 

sp.), Apio (Apium graveolens), avena (Avena sativa), betabel (Beta vulgaris), 

Iechuga (Brassica oleracea), chile (Capsicum annum), mandarina (Citrulus 

vulgaris), naranja (Citrus cinensis), melon (Cucumis me/o), zanahoria (Daucus 

carota), algod6n (Gossypium sp.), camote (Ipomoea batata), tomate 

(Lycopersicum sculentum), alfalfa (Medicago sativa), platano (Musa cabendisht), 

arroz (Oriza sativa), frijol (Phaseolus vulgaris), chicharo (Pisum sativum), 

manzana (Pyrus communis), rabano (Raphanus sativus), papa (Solanum 

tuberosum), sorgo (Sorghum vulgare), haba (Vicia faba), vid (Vitis vinifera), 

maiz (Zea mays), calabaza (Cucurbita pepo), fresa (Fragaria sp.), cafe (Coffea 

arabiga) y cacahuate (Arachis hypogaea), entre otros (Romero, 1993 y 

Mendoza, 1996). 

2.4.2.3. Epidemiologia y ciclo biol6gico 

El tubo germinal de las esporas o el micelio de Pythium aphanidermatum entran 

en contacto con las semillas o los tejidos de las plantulas hospedantes, ya sea 

al azar o porque los exudados de esas plantas le sirven al hongo como 

nutrientes y estimulantes quimiotr6picos para sus zoosporas y micelio, los 
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cuales se mueven o crecen en direcci6n de las plantas. El hongo penetra 

directamente en las semillas a traves de sus cubiertas hinchadas y 

humedecidas, o bien a traves de hendiduras, incluso puede entrar al embri6n o 

a los tejidos de las plantulas emergentes mediante penetraci6n directa y por 

degradaci6n enzimatica. Las enzimas pectinoliticas que secreta el hongo 

degradan Ia lamina media que mantiene unidas a las celulas, dando como 

resultado Ia maceraci6n de los tejidos. Asi, Ia semillas infectadas que han sido 

destruidas forman una masa putrefacta que consta principalmente del hongo y 

sustancias como Ia suberina y lignina a las que el hongo no puede degradar 

(Agrios, 1996). 

La infecci6n de las raices y los tallos de las plantulas tiernas y j6venes ocurre a 

nivel de Ia superficie del suelo o ligeramente por debajo de ella dependiendo del 

grado de humedad y de Ia profundidad de siembra. El micelio del hongo penetra 

directamente en las celulas epidermicas y corticales, se nutre de todos sus 

contenidos y degrada sus paredes celulares desintegrando sus tejidos. Las 

plantulas que han sido invadidas mueren con gran rapidez (Romero, 1993 y 

Agrios, 1996). 

2.4.2.4. Sintomas 

Antes de Ia emergencia, en las plantas atacadas por Pythium aphanidermatum, 

se desarrollan lesiones acuosas y ligeramente obscuras que al extenderse 

invaden todos los tejidos. La infecci6n despues de Ia emergencia, se desarrolla 

a nivel de Ia linea del suelo; Ia zona invadida se vuelve acuosa y decolorada, se 
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pierde firmeza y al dariarse circularmente Ia base del tallo, Ia plantula se dobla, 

cae al suelo y muere rapidamente (Agrios, 1996). 

2.4.2.5. Medidas de control 

2.4.2.5.1. Control biol6gico 

Algunos microorganismos antagonistas como las Pseudomonas spp., 

Streptomyces spp., Trichoderma spp., Bacillus spp., Enterobacter cloacae y 

Pythium oligandrum, han mostrado potencial en el control biol6gico de Pythium 

aphanidermatum (Zhou y Paulitz, 1993 y Postma, eta/., 2000). 

2.4.2.5.2. Control genetico 

No existen variedades de calabaza resistentes a este pat6geno disponibles en 

el mercado, pero a nivel experimental se han obtenido plantas de calabaza 

( Cucurbita pepo L. ) y chilacayote ( Cucurbita ficifolia Bouche) con excelente 

grado de resistencia (Sanchez y Velasquez, 1999). 

2.4.2.5.3. Control cultural 

Se recomienda utilizar semilla sana y preferentemente tratada con funguicida . 

En invernadero, se recomienda utilizar sustratos esterilizados y Ia eliminaci6n 

de plantas enfermas. 
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2.4.2.5.4. Control quimico 

Existen funguicidas sistemicos especificos para el control de hongos 

Oomycetes, tales como el metalaxyl, propamocarb, fosetyl- AI, quitosano, 

cymoxanyl y oxadyxyl en aplicaci6n al suelo. La semilla puede tratarse con 

daconil, o captan (Sanders, et a/., 1990, El Ghaouth, et a/., 1994 y Mendoza, 

1996). 

2.4.3. Pudrici6n radicular y marchitez por Phytophthora capsici Leonian 

(1992) emend. A. Alizadeh and P. H. Tsao (1988); Tsao (1991); Mchau and 

Coffey (1995) 

2.4.3.1. lmportancia y distribuci6n 

Esta especie fue descrita por Leonian (1992) en Nuevo Mexico, Estados 

Unidos; causando tizones en chile pimiento. En Mexico, puede causar perdidas 

de 40- 80% en los cultivos de chile, berenjena, tomate, y cucurbitaceas 

(Mendoza, 1996). Actualmente se le reporta causando perdidas econ6micas 

importantes en un sin numero de cultivos a nivel mundial (Miller, eta/., 1994, y 

Erwin y Ribeiro, 1996). 

Bajo condiciones favorables de temperatura (de 11 a 35° C, 6ptima de 25- 28° 

C) y alta humedad en el suelo, este pat6geno puede destruir tanto almacigos 

(Fig. 2) como campos enteros de siembra en poco tiempo (Ristaino eta/., 1992 

y Romero, 1993). 
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2.4.3.2. Diversidad de hospedantes 

Phytophthora capsici originalmente fue considerado como un pat6geno 

especifico del cultivo del chile (Capsicum annum); posteriormente fue 

encontrado en otros hospedantes como: calabazas (Cucurbita spp.), pepino 

(Cucumis sativus), frijol (Phaseolus lunatus), tomate (Lycopersicon esculentum), 

berenjena (Solanum me/ongena), mel6n (Cucumis me/o), y fresa (Fragaria spp.) 

(Romero, 1993 y Mendoza, 1996). Actualmente, se le reporta en una amplia 

gama de cultivos: cebolla (Allium cepa), anturio (Anthurium andreanum), 

Iechuga (Brassica oleracea), cartamo (Carthamus tinctorus), sandia (Citrullus 

lanatus), lim6m (Citrus spp.), toloache (Datura stramonium), zanahoria (Daucus 

carota), clavel (Dianthus barbathus), algodonero (Gossypium hirsutum), lino 

(Unum spp.), macadamia (Macadamia integrifolia), manzana (Malus pumila), 

alfalfa (Medicago sativa), tabaco (Nicotiana glutinosa), aguacate (Persea 

americana), pimienta (Piper nigrum), chicharo (Pisum sativum), durazno 

(Prunus persica), cacao (Theobroma cacao), vainilla (Vanilla planifolia) y haba 

(Vicia faba) (Erwin y Ribeiro, 1996). 

Figura 2. Danos causados por Phytophthora capsici en almacigo. 

30 



2.4.3.3. Epidemiologia y ciclo biol6gico 

Phytophthora capsici sobrevive de una estaci6n a otra en las semillas, residuos 

de cosecha y en el suelo como micelio u oosporas (Mendoza, 1996). 

Las oosporas son Ia (mica fuente de in6culo primario y sobrevive en el suelo por 

mas de dos alios en ausencia del hospedante. El micelio es una fuente 

importante de in6culo secundario; en Ia semilla, el hongo forma micelio pero no 

sobrevive por mas de un mes (Miller, et a/., 1994 y Cruz, et a/., 1998 ). 

Las infecciones se dan en el cuello de Ia planta y son debidas a que las 

zoosporas del hongo son llevadas por el agua e inician Ia infecci6n por las 

heridas, causando marchitamiento debido a Ia secreci6n de toxinas del hongo y 

taponamiento de los vasos conductores (Agrios, 1996). 

2.4.3.4. Sintomas 

En Cucurbitaceas puede causar pudrici6n de raiz y frutos, en estos ultimos se 

diferencian dos tipos de sintomas: a) inicialmente se observan pequerias 

decoloraciones circulares de color cafe, las cuales, a traves del tiempo 

incrementan en tamario y cambian a una coloracion verde olivacea y de 

consistencia acuosa, b) lesiones acuosas con margenes irregulares que en 

estados avanzados presentan micelio de color blanco, adquiriendo el fruto una 

consistencia suave. 
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En el follaje se puede observar marchitamiento de las guias, debido al dano 

sufrido en Ia base del tallo, el cual adquiere una consistencia corchosa (Erwin y 

Ribeiro, 1996). 

2.4.3.5. Medidas de control 

2.4.3.5.1. Control cultural 

Sembrar en suelos bien nivelados y con buen drenaje, estableciendo sabre 

surcos altos y dar riegos ligeros y frecuentes; hacer rotaciones de cultivos por 

mas de tres alios, asi como Ia eliminaci6n de plantas enfermas del cultivo 

(Ristaino, eta/., 1992; Miller, eta/., 1994; Erwin y Ribeiro, 1996 y Cruz, eta/., 

1998). 

2.4.3.5.2. Control genetico 

Sanchez y Velasquez (1999) encontraron a nivel experimental, plantas de 

calabaza (C. pepo L.) y chilacayote (C. ficifolia Bouche) resistentes a P. capsici, 

aunque hasta Ia fecha no existen variedades comerciales resistentes al 

pat6geno en el mercado. 

2.4.3.5.3. Control quimico 

Se recomienda metalaxil en polvo para tratamiento a Ia semilla, suelo y follaje; 

Es importante iniciar el control con productos preventivos como el mancozeb, 

en alternancia con productos curativos sistemicos como mefenoxam, metalaxil 
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+ clorotalonil, fosetyl- AI , entre otros, para evitar generar resistencia (Erwin y 

Ribeiro, 1996; Mendoza, 1996; Lamour y Hausbeck, 2000 ). 

2.4.4. Pudrici6n de Ia raiz y cuello Rhizoctonia so/ani Kuhn 

2.4.4.1. lmportancia y distribuci6n 

Este hongo es uno de los pat6genos habitantes del suelo mas importantes ya 

que se encuentra distribuido en todo el mundo, causando perdidas 

considerables en todo tipo de plantas: malezas, ornamentales, agricolas, 

frutales y forestales (Biancard, eta/., 1991; Romero, 1993 y Agrios, 1996). 

2.4.4.2. Diversidad de hospedantes 

Entre los cultivos atacados por este pat6geno se encuentran: el tomate 

(Lycopersicum sculentum), frijol (Phaseolus vulgaris), chincharo (Pisum 

sativum), espinaca (Spinacea oleracea), Iechuga (Brassica oleracea), zanahoria 

(Daucus carota), camote (Ipomoea batata), chile (Capsicum annum), algod6n 

(Gossypium hirsutum), fresa (Fragaria spp.), papa (Solanum tuberosum), haba 

(Vicia faba), tabaco (Nicotiana tabacum), soya (Giicyne max), berenjena 

(Solanum melongena), cebolla (Allium cepa), ajo (Allium sp.), rabano 

(Raphanus sativus), esparrago (Asparagus officina/is), nabo (Raphanus 

raphanistrum) , apio (Apium graveolens), melon (Cucumis me/o), pepino 

(Cucumis sativus), trigo (Triticum aestivum), cebada (Hordeum vulgare), 

remolacha azucarera (Ipomoea sp.), bulbos de tulipan (Tulipa sp.), clavel 
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(Dianthus sp.) y gladiolo (Gladiolus sp.), entre otros (lchielevich- Auster, eta/., 

1985; Blancard, eta/., 1991; Romero, 1993 y Mendoza, 1996). 

2.4.4.3. Epidemiologia y ciclo biol6gico 

El patogeno inverna casi siempre en forma de micelio o esclerocios en el suelo; 

en plantas perennes infectadas o en organos propagativos como bulbos y 

tuberculos. El hongo se disemina por Ia lluvia, riego, labores de cultivo y 

mediante organos vegetativos infectados. La temperatura necesaria para que 

los sfntomas se manifiesten varia entre los 15-35° C, siendo Ia optima entre los 

18-26° C (Benson y Baker, 197 4 y Agrios, 1996). 

2.4.4.4. Sintomas 

Los sfntomas comunes ocasionados por Rhizoctonia so/ani KUhn en Ia mayorfa 

de los cultivos son el ahogamiento con lesiones necroticas y pudricion de 

rafces. Las plantulas pueden morir antes de que emerjan del suelo (muerte 

preemergente), debido a Ia destruccion del meristemo apical, si las plantulas 

llegan a emerger, entonces el ataque es a Ia base del tallo, donde tiene Iugar 

una pudricion humeda que provoca que las plantulas caigan y mueran, Ia lesion 

siempre es hundida y muestra varios tonos de cafe canela a cafe-rojizo 

( ahogamiento postemergente ). 

En plantas adultas se puede observar cancrosis del tallo y pudricion de rafces. 

Justamente por debajo de Ia superficie del suelo, se forman lesiones hundidas, 

de color cafe rojizo que, si las condiciones del suelo y clima son favorables, 
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llegan a abarcar toda Ia base del tallo y las raices; como resultado, las plantas 

muestran un debilitamiento general, amarillamiento del follaje y algunas veces 

Ia muerte (Romero, 1993). 

2.4.4.5. Medidas de control 

2.2.2.5.1. Control biol6gico 

Algunas bacterias del genero Pseudomonas spp. y Bacillus spp., habitantes 

naturales de Ia rizosfera, pueden ayudar a mantener controladas las 

poblaciones de este pat6geno. 

2.4.4.5.2. Control cultural 

En condiciones de campo es dificil erradicar esta enfermedad, pero Ia adopci6n 

de algunas medidas como las siguientes, ayudan a retrasar Ia dispersion de Ia 

enfermedad en Ia parcela: eliminaci6n y quemado de plantas enfermas, evitar 

riegos pesados y excesivos. En invernadero se debe utilizar material vegetal 

sano y sustratos esterilizados con vapor a 60° C durante 30 minutos (Biancard, 

eta/., 1991 y Rodriguez, 1998). 

2.4.4.5.3 Control quimico 

Existen productos especificos en el control de Rhizoctonia como el pencycuron 

y el fluazinam. Otros productos como el benlate, zineb, carbendazim, 

quintoceno, clorotalonil, captan y tecto, tambien ofrecen buenos resultados 

(Mendoza, 1996). 
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2.5. El cultivo de tejidos 

2.5.1. lmportancia 

En el mejoramiento vegetal el cultivo de tejidos juega un papel determinante, ya 

que a traves del cultivo in vitro es posible obtener individuos haploides, cuya 

duplicaci6n posterior de su numero cromasomal dara origen a diploides, 

triploides, etc., homocig6ticos. El intercambio y almacenamiento de 

Germoplasma es otra utilizaci6n frecuente de Ia tecnica; ademas de que sirve 

como herramienta en investigaciones bioquimicas y fisiol6gicas en Ia busqueda 

para incrementar el conocimiento en biologia celular. En Ia actualidad, el cultivo 

de tejidos ha sido perfectamente integrado a Ia Biotecnologia e lngenieria 

Genetica, permitiendo Ia regeneraci6n de plantulas como clones y transgenicos 

(Quintana, 1988; Segura, 1989; Pierik, 1990 y Montoya, 1991 ). 

Los metodos de multiplicaci6n asepticos han presentado ventajas con respecto 

a los metodos tradicionales, debido a que se pueden lograr altas tasas de 

multiplicaci6n de plantas sanas en corto tiempo, utilizando espacios reducidos y 

sin limitaciones por Ia epoca del alio. Asi pues, el cultivo de tejidos in vitro 

representa una herramienta valiosa para el mejoramiento genetico y el estudio 

de diversos fen6menos fisiol6gicos de las plantas. 

Robles (1993) menciona que Ia producci6n masiva y relativamente rapida de las 

plantas sanas y de alta calidad genetica, es una de las aplicaciones practicas 

del cultivo de tejidos vegetates. Con esta tecnica se puede lograr en poco 
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tiempo y de manera sostenida en cualquier epoca del ano, Ia producci6n de 

plantas vigorosas y sobre todo libres de plagas y enfermedades. A partir de un 

apice de planta seleccionada, es posible producir infinidad de nuevas plantas 

(vitroplantas), las cuales conservan las caracteristicas de Ia planta original. 

La producci6n de plantas mediante cultivo de tejidos comprende una secuencia 

de cinco fases principales que van desde Ia selecci6n de Ia planta de Ia cual se 

obtendra el explante, cosecha del mismo, establecimiento en el medio de 

cultivo, multiplicaci6n y aclimataci6n del material propagado para su transplante 

en invernadero (Murashige, 1974; Pierik, 1990 y Montoya, 1991). 

Villatoro (1996) menciona que antes de iniciar Ia micropropagaci6n de 

cualquier especie vegetal es necesario conocer los factores que intervendran en 

el proceso de multiplicaci6n in vitro, tales como las concentraciones de los 

constituyentes del medio de cultivo, condiciones hormonales para Ia inducci6n 

de brotaci6n de hojas y raices y las condiciones fisicas de incubaci6n. 

2.5.2. Antecedentes en calabaza y otras Cucurbitaceas 

A continuaci6n se describen brevemente algunos trabajos enfocados a Ia 

multiplicaci6n in vitro de calabazas ( Cucurbita pepo L. ): 

Schroeder (1968), tom6 tejidos de las paredes del pericarpio de un fruto fresco 

de Cucurbita pepo L. varied ad 'Zucchini', el cual habia sido cultivada in vitro 

bajo condiciones esteriles por cerca de 30 meses, el tejido se transfiri6 a medio 
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de cultivo, en el cual se observ6 crecimiento de callos (masa amorfa de 

celulas), que posteriormente se diferenciaron en plantulas completas, lo cual 

indic6 que cada celula tiene Ia totipotencialidad de generar un nuevo individuo. 

Jelaska (1972, 1974) y Jelaska et a/., (1985) sembraron explantes de 

cotiledones de Cucurbita pepo L. en medio de cultivo MS (Murashige and 

skoog, 1962), al cual le adicionaron glucosa como fuente de carbono, 

obteniendo plantulas vigorosas. 

Whener y Locy ( 1981) tomaron explantes de hipoc6tilos y cotiledones de 

plantulas de pepino (Cucumis sativus L.) germinadas in vitro bajo condiciones 

altamente asepticas y sembradas en medio de cultivo MS (Murashige and 

skoog, 1962) al cualle adicionaron 1 mg·L-1 de Bencil Adenina (BA), 1 mg·L-1 de 

acido indol acetico + 3 % de sacarosa, logrando obtener plantulas completas. 

Pink y Walkey (1984), emplearon Ia tecnica de cultivo de tejidos para obtener 

una rapid a multiplicaci6n de clones de Cucurbita pepo L. cultivar 'Cinderella', el 

cual mostr6 excelente resistencia al Virus Mosaico del pepino (CMV); 

obtuvieron meristemos de plantulas germinadas in vitro bajo completa 

desinfecci6n y los sembraron en medio de cultivo MS (Murashige and Skoog, 

1962), al cual le adicionaron 1 mg·L-1 de BA, obteniendo excelentes resultados; 

los subcultivos se realizaron cada 3 semanas en promedio. 
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Lee y Thomas (1985) sembraron yemas axilares de Ia calabaza bufalo 

(Cucurbita foetidissima HBK.) en medio de cultivo MS (Murashige and Skoog, 

1962), suplementado con 1-5 mg·L-1 de BA y 0.1 mg·L-1 de acido 

naftalenacetico. Lograron obtener plantulas vigorosas que posteriormente 

fueron transplantadas exitosamente a invernadero en sustrato esteril. 

Plader, et a/.,(1998), estudiaron los cambios fenotipicos que pueden existir en el 

proceso de regeneraci6n in vitro, los cuales pueden ser observados en poco 

tiempo o hasta una generaci6n infinita y provocados por factores genotipicos de 

Ia planta madre, Ia duraci6n del cultivo y concentraci6n de hormonas, entre 

otros. 

Como se aprecia, todos los protocolos de micropropagaci6n de calabazas 

parten de explantes obtenidos a partir de plantulas germinadas in vitro en 

condiciones asepticas, lo cual no es posible en el caso de que se desee clonar 

plantas que se seleccionaron por su resistencia en bioensayos conducidos en 

invernadero, de donde se transplantan a campo las plantas para verificar su 

resistencia en planta adulta. 

2.5.3. Fases del proceso de multiplicaci6n in vitro (Murashige, 1974; Pierik, 

1990) 

Fase 0: Se refiere a lo que ocurre antes de que comience el cultivo in vitro. Esto 

es Ia elecci6n y mantenimiento adecuado de Ia planta madre seleccionada. 
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Fase 1: Realizar el aislamiento esteril de los explantes sean meristemos, 

apices del vastago o segmentos meristematicos de Ia planta seleccionada, y 

establecimiento del cultivo aseptico. 

Fase 2: Es Ia fase de multiplicaci6n. El primer objetivo en ella es conseguir Ia 

propagaci6n sin perder Ia estabilidad genetica. En esta fase se requiere llevar a 

cabo un crecimiento y desarrollo sin contaminaci6n por microorganismos. Los 

apices perfectamente desinfectados se siembran en un media de cultivo 

artificial y bajo condiciones controladas de iluminaci6n y temperatura. 

Fase 3: lncluye Ia preparaci6n de las plantulas que se obtuvieron en Ia fase 2, 

para ser transferidas al suelo en ambiente natural. 

Fase 4: Comprende Ia transferencia desde el tuba de ensayo al suelo y el 

establecimiento y aclimataci6n de las plantulas. Las vitroplantas se sacan del 

media de cultivo y se les Iavan los residuos, posteriormente se plantan en suelo 

organico esterilizado y se pasan al invernadero; donde gradualmente se 

exponen a las condiciones naturales de luz, temperatura y humedad. AI cabo de 

dos semanas, las plantas emiten hojas nuevas adaptadas al ambiente natural. 

2.5.4. Aclimataci6n desde el medio de cultivo al invernadero - suelo. 

1. Una planta que se ha originado in vitro, difiere en muchos aspectos de las 

que se originan in vivo. Asi, las plantas cultivadas en medias de cultivo tienen 

generalmente Ia cuticula (capa de cera) escasamente desarrollada, debido a Ia 

40 



alta humedad relativa (90-100%) que se da in vitro. Como consecuencia, 

cuando se transfiere Ia planta al suelo, se produce una transpiraci6n cuticular 

adicional, ya que Ia humedad del aire en las condiciones in vivo es mas baja. 

Las hojas de una planta producida in vitro, son frecuentemente finas, blandas y 

fotosinteticamente poco activas; y por consiguiente mal adaptadas a las 

condiciones que se pueden encontrar in vivo. Las plantas procedentes de 

cultivo de tejidos tienen las celulas en empalizada, que son las que deben 

utilizar Ia luz, mas pequerias yen menor cantidad. Los estomas de las plantas 

in vitro pueden no ser suficientemente operativos; y al permanecer abiertos, 

cuando Ia planta ha pasado al suelo, puede ser el origen de un importante 

estres hidrico, durante las primeras horas de aclimataci6n. En las plantas 

micropropagadas, Ia conducci6n de agua entre vastagos y raices puede verse 

reducida por una pobre conducci6n vascular. Es importante tener en cuenta que 

las plantas in vitro han sido criadas como heter6trofas, pero se deben comportar 

como aut6trofas in vivo: el azucar debe ser producido por media de Ia 

fotosintesis (Pierik, 1990). 

Por lo anteriormente dicho, a las plantas in vitro se les debe dar un cierto tiempo 

para acostumbrarse a las condiciones in vivo; y/o permitirles aclimatarse in vitro, 

de manera que queden endurecidas para afrontar el nuevo ambiente. La 

aclimataci6n debe realizarse permitiendo a las plantas micropropagadas 

habituarse de forma gradual a una humedad relativa mas baja, como Ia que 

encontraran in vivo. 
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2. Las raices que se han originado in vitro son vulnerables y no funcionan de 

forma adecuada in vivo (no tienen, o tienen pocos pelos radicales); por lo que 

mueren rapidamente debiendo ser sustituidas por nuevas raices subterraneas. 

El desarrollo de pelos radicales in vitro puede a veces ser estimulado al 

desarrollar las raices en un medio liquido. Un desarrollo pobre del sistema 

radical hace que el crecimiento in vivo se haga muy dificil, especialmente 

cuando hay una elevada transpiraci6n (Ammirato, et a/., 1990; Pierik, 1990; 

Vasil y Thorpe, 1994 ). 

Ammirato, eta/., 1990; Pierik, 1990; Vasil y Thorpe, 1994, recomiendan seguir 

las siguientes indicaciones para el transplante del medio de cultivo al suelo u 

otro sustrato: 

a) Para evitar infecciones por hongos y bacterias, el agar (con azucar) debe ser 

bien eliminado y utilizar suelo esterilizado de preferencia con vapor. 

b) Para evitar danos a las raices, es recomendable plantar en suelo finamente 

tamizado. 

c) Regar las plantulas recien transplantadas con una soluci6n de fungicida. 

d) Si se tienen las posibilidades, se deben instalar cortinas de humedad con 

sistemas de niebla automaticos. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1. Fase de invernadero 

3.1.1. Ubicaci6n del experimento 

El experimento se llev6 a cabo durante el verano del 2001 en un invernadero 

del Departamento de Fitotecnia, localizado en el Campo Agricola Experimental 

de Ia Universidad Aut6noma Chapingo, Mexico. 

El Iugar se ubica entre los paralelos 19° 29' latitud Norte y 98° 53' longitud 

Oeste, a una altura de 2250 msnm, con un clima que corresponde a un Cb (wo) 

(i ')g; es decir, templado subhumedo con verano fresco y largo, con una 

temperatura media anual de 15.2° C, con lluvias en verano y una precipitaci6n 

media anual de 636.5 mm (Garcia, 1988). 

3.1.2. Material genetico evaluado 

Se utiliz6 germoplasma de Cucurbita pepo L., proveniente de colectas 

realizadas en Ia Sierra Norte del Estado de Puebla; Valle de Chalco, estado de 

Mexico y Valle de Cuautla, Morelos (Villanueva 2001, comunicaci6n personal). 
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3.1.3. Diseno experimental 

Debido a las condiciones homogeneas del invernadero donde se desarrollo el 

experimento, se utiliz6 el disefio experimental completamente al azar, el cual 

consisti6 de cinco tratamientos y un testigo absoluto (Cuadra 6), con cinco 

repeticiones en los tratamientos individuales ( especies de hongo ), y en el 

testigo absoluto. En el caso del tratamiento de Ia mezcla de hongos se 

incluyeron ocho repeticiones debido a que en ella se esperaba mayor 

agresividad sabre las plantas, en comparaci6n con los hongos inoculados por 

separado; y porque parte de los objetivos fue obtener plantas resistentes. La 

unidad experimental consisti6 de una charola en Ia cual se sembraron 1 00 

semillas alineadas en surquillos y colocadas equidistantemente y con Ia punta 

delgada hacia abajo. 

Cuadro 6. Hongos patogenicos inoculados en calabaza ( Cucurbita pepo L.) 

para resistencia a enfermedades de Ia raiz, Chapingo, Mexico, 2001. 

Trat. C. pepo L. 

T1 R. so/ani 

T2 F. oxysporum 

T3 P. capsici 

T4 P. aphanidermatum 

Ts Mezcla de hongos 

T6 Testigo* 

* Sin inoculaci6n de hongos. 

Densidad de in6culo 

2.36 x 104 propagulos · mL·' 

5 x 106 conidios · ml-1 

5 x 104 zoosporas · ml-1 

5 x 106 zoosporas · ml-1 

Mismas concentraciones de especies individuales 

Sin inoculaci6n de hongos 
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3.1.4. Modelo estadistico 

Los experimentos fueron analizados bajo el siguiente modelo: 

y .. = II + T· + E .. ij r 1 ij 

Donde: 

Yii: Respuesta obtenida en Ia j-esima repetici6n del i-esimo tratamiento. 

ll : Efecto media general del experimento. 

Ti : Efecto atribuido al i-esimo tratamiento. 

Eii : Termino de error aleatorio, asociado a cada unidad experimental. 

3.1.5. Aislamiento e incremento del in6culo 

Para el aislamiento de los pat6genos considerados en esta investigaci6n se 

eligi6 un lote del Campo Agricola Experimental de Chapingo, en el cual existia 

una plantaci6n de calabazas (Cucurbita pepo L.) en asociaci6n con maiz; y que 

ademas habia estado sembrada esta misma asociaci6n durante seis alios 

consecutivos con intermedio de siembra invernal de avena, donde ano tras ario 

se incrementaban las perdidas tanto en plantulas como de plantas adultas por 

enfermedades de Ia raiz. 

Se colectaron plantulas de calabazas enfermas con sintomas de ahogamiento, 

ademas de plantas adultas que mostraban sintomas de marchitamiento y 

amarillamiento, causados por Ia obstrucci6n y pudrici6n del sistema radical 
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(Cruz, et a/., 1998). De esta manera, fue aislado el hongo Fusarium 

oxysporum. Los hongos Rhizoctonia so/ani, Phytophthora capsici y Pythium 

aphanidermatum, utilizados fueron cepas procedentes del Colegio de 

Postgraduados (Mendoza y Tlapal 2001, comunicaci6n personal). 

Una vez obtenidas las cuatro especies de hongos requeridas se prosigui6 a su 

incremento en el Laboratorio de Micologia, del Departamento de Parasitologia 

Agricola de Ia UACh. Para Fusarium oxysporum y Rhizoctonia so/ani se us6 

media de cultivo PDA (Papa- Dextrosa- Agar) y para el caso de Phytophthora 

capsici y Pythium aphanidermatum se incrementaron en media de cultivo 

selective a base de juga de tomate. Las condiciones en que se mantuvieron las 

cepas de los diferentes hongos para su desarrollo fueron de 16 horas luz y 8 

horas de oscuridad con una temperatura promedio de 25° C (Ainsworth y 

Sussman, 1965; Freeman y Rodriguez, 1993; Romero, 1993; Postma et a/., 

2000 y Sujkowski eta/., 2000). 

3.1.6. Preparaci6n del in6culo 

Una vez que los hongos se desarrollaron completamente en las cajas petri, se 

preparar6 el in6culo (con cepas de 2 semanas de edad), licuando el contenido 

de cada caja en agua destilada esteril. La concentraci6n de in6culo se ajust6 

empleando un hematocit6metro. De Fusarium oxysporum se utilizaron 5 X 106 

conidios·mL-1 (Freeman & Rodriguez, 1993; Pan & More, 1996 y Migheli et a/., 

2000); Rhizoctonia so/ani, 2.36 X 104 propagulos·mL-1 (Sanchez y Velasquez, 
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1999); Pythium aphanidermatum, 5 X 106 zoosporas-ml-1 (Postma eta/., 2000) 

y Phytophthora capsici, 5 X 104 zoosporas-ml-1 (Sujkowski eta/., 2000). 

3.1.7. Siembra e inoculaci6n 

El sustrato utilizado fue Peat - Moss® ya que este material cuenta con 

excelentes caracterlsticas de Ia retencion de agua y el pH no influye en el 

crecimiento de las plantas por ser un material inerte. Se utilizaron charolas de 

plastico de 45 x 35 x 11 em, como contenedores sin perforaciones para evitar 

perdidas de Ia suspension del inoculo y eventuales escapes a Ia infeccion. A 

cada contenedor se le adiciono un promedio de 650 g de Peat- Moss®, con los 

cuales se cubrieron 7 em de espesor en Ia charola. Para Ia siembra se 

deposita ron un total de 100 semillas por charola, cuidando que todas quedaran 

en Ia misma posicion, profundidad y distancia. 

Ya sembrado, se procedi6 a Ia inoculaci6n, Ia cual consistio en adicionar 3 litros 

de suspension de in6culo por charola, ya que a esa cantidad se lograba Ia 

saturacion del sustrato. Se inocul6 cada patogeno por separado, a las 

concentraciones mencionadas. En el caso de Ia mezcla de hongos, se usaron 

las mismas concentraciones que para los tratamientos individuales ( especie de 

hongo) y en lo que corresponde al testigo absoluto, solo se satur6 con agua 

proveniente de pozo profunda. 
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La segunda inoculaci6n se llev6 a cabo 10 dias despues de Ia primera, 

agregando un litro de in6culo a los tratamientos, a Ia misma concentraci6n que 

Ia primera, esto para garantizar que ninguna planta escapara a Ia exposici6n del 

hongo inoculado y de esta forma se presentara resistencia por escape. Para 

esta fecha ya habia comenzado Ia germinaci6n. 

3.1.8. Riegos 

Se realizaron cada tercer dia para mantener las condiciones necesarias de 

humedad en los tratamientos y de esta forma lograr los sintomas de 

enfermedad deseada. Despues de Ia germinaci6n y hasta tres semanas 

posteriores a esta, los riegos se efectuaron con agua de pozo profundo debido 

a que las plantulas todavia contaban con reservas de energia almacenada en 

los cotiledones. Pasado este tiempo, se utiliz6 una soluci6n nutritiva (Cuadro 7) 

para aplicarla dos veces por semana, intercalado con un riego semanal de agua 

de pozo. AI inicio se utiliz6 Ia soluci6n nutritiva al 25% de concentraci6n, esto 

para evitar causar quemaduras en las plantulas. Una vez que las plantas 

alcanzaron las cinco semanas de edad, se emple6 Ia soluci6n nutritiva al 50% y; 

a las siete semanas al 100% de concentraci6n. 
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Cuadra 7. Cantidades de nutrientes utilizadas para preparar 200 litros de 

soluci6n nutritiva tipo Steiner, em plead a en calabazas ( Cucurbita spp) para 

resistencia a enfermedades de Ia raiz. Chapingo, Mexico, 2001. 

Concentraci6n 
Nutriente Formula 25% 50% 100% 

Sulfato de potasio K2S04 43.5 g 87 g 174 g 

Sulfato de Magnesia . MgS04 61.5 g 123 g 246 g 

Nitrato de Potasio KN03 37.5 g 75 g 150 g 

Nitrato de Calcio Ca(N03)2 130 g 260 g 520 g 

Sulfato Ferroso FeS04 0.5 g 1.0 g 2.0 g 

Sulfato de Manganeso MnS04 0.25 g 0.5 g 1.0 g 

Sulfato de Zinc ZnS04 0.1 g 0.2 g 0.4 g 

Sulfato de Cobre CuS04 0.1 g 0.2 g 0.4 g 

Acido Fosf6rico H2P04 1.5 ml 3.0 ml 6.0 ml 

Borax 0.5 g 1.0 g 2.0 g 

Acido Sulfurico H2S04 1.0 ml 2.0 ml 4.0 ml 

Fuente: Villanueva 2001, comunicaci6n personal. 

3.1.9. Evaluaci6n de variables 

3.1.9.1. Porcentaje de germinaci6n 

Se contabiliz6 el numero de semillas germinadas en cada unidad experimental. 

El conteo se realiz6 a los 8, 12 y 16 dias despues de Ia siembra (dds). 
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3.1.9.2. Muerte Post-emergente 

Para Ia evaluaci6n de esta variable se tom6 una muestra al azar por unidad 

experimental constituida por 30 plantas; y en elias se cont6 el numero de 

plantas muertas, a los 15, 21, 28, 35 y 41 dds. 

3.1.9.3. lncidencia 

Se realizaron conteos de las plantas que mostraron sintomas del ataque de los 

hongos a los 15, 21 ,28, 35 y 41 dds. Tomando una muestra al azar de 30 

plantas por evaluaci6n. 

3.1.9.4. Severidad 

Se utiliz6 una escala exprofeso para evaluar esta variable, tomando una 

muestra aleatoria de 30 plantas por repetici6n; ubicandolas en las diferentes 

categorias de acuerdo al grado de Ia enfermedad (Cuadro 8). Los registros 

fueron a los 15, 21, 28, 35 y 41 dds. 

Cuadro 8. Escala utilizada para evaluar grado de severidad. 

CATEGORA DESCRIPCI N 

0 Sintomas foliares no visibles. 

1 Clorosis foliar en 1 6 2 hojas. 

2 Clorosis foliar en 3 6 4 hojas. 

3 Clorosis foliar en mas de 4 hojas y marchitamiento. 

4 Clorosis, marchitamiento y achaparramiento. 

5 Planta muerta. 

Fuente: Mendoza, Z. C. 2001, comunicaci6n personal. 
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3.1.9.5. Porcentaje de infecci6n 

Se determin6 mediante Ia formula de Townsend y Heuberger (1943) a los 15, 

21, 28, 35 y 41 dds, mostrada a continuaci6n: 

P= i=1 X 100 
~--------------
(Categoria mayor) (N) 

Donde: 

P: porcentaje de infecci6n para cada unidad experimental respecto al total 

sembrado. 

i= i-esima categoria de severidad. 

n: numero de plantas por categoria. 

v: valor numerico de cada categoria, segun Ia escala del Cuadra 8. 

Categoria mayor: 5, segun Ia escala del Cuadra 8. 

N: numero total de plantas de Ia muestra. 

3.1.1 0. Reaislamiento de pat6genos 

Una vez que Ia infecci6n se present6 en las plantas de cada uno de los 

tratamientos, se procedi6 a colectar plantas enfermas para verificar que Ia 

infecci6n realmente fue causada por los hongos inoculados: para ella se tom6 

tejido enfermo de Ia zona de transici6n (entre el tejido enfermo y sana) y se 

sembraron en media de cultivo de acuerdo a cada hongo (PDA o juga de 

tomate) y luego se identificaron mediante preparaciones observadas al 

microscopic compuesto. 
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3.1.11. Transplante a suelo acolchado de plantas resistentes en 

invernadero 

Despues de haber realizado las evaluaciones para las variables contempladas 

en esta investigaci6n, se procedi6 al transplante de todas las plantas que 

lograron sobrevivir a Ia inoculaci6n de los diferentes hongos (Fig. 3), en un 

invernadero del Campo Agricola Experimental San Martin. Esto ocurri6 despues 

de los 50 dds (13 de Agosto de 2001 ). La Figura 4 muestra un resumen de las 

diferentes etapas que se siguieron en el desarrollo de esta investigaci6n 

Para el transplante cort6 una circunferencia de sustrato de 10 em de radio de 

cada planta resistente, para posteriormente colocarla en cepas de 20 X 20 em 

en invernadero, con una separaci6n entre cepas e hileras de 1.5 m, preparadas 

con anterioridad; una vez colocadas las plantas mencionadas, se procedi6 a 

llenar Ia cepa con suelo, se reg6 y se etiquetaron las plantas para no perder su 

identidad. 

Por ultimo se fertiliz6 con 100 g de urea al Ia do de cad a planta. Cabe mencionar 

que el transplante se realiz6 por Ia manana para de esta forma evitar causar 

demasiado estres a las plantas por calor; ademas, no se realiz6 ningun tipo de 

tratamiento con fungicidas al momenta del transplante. Es decir, los hongos 

inoculados estuvieron todo el tiempo en contacto con el sistema radicular de 

las plantas. 
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3.1.12. Polinizaci6n controlada 

Una vez que las plantas transplantadas en el invernadero llegaron a Ia fase de 

floraci6n, se procedi6 a Ia autofecundaci6n manual controlada, con Ia finalidad 

de fijar geneticamente Ia resistencia de las plantas que resistieron a los hongos 

inoculados y evitar que Ia resistencia encontrada hasta ese momenta se 

perdiera 6 erosionara, al cruzarse mediante polinizadores (abejas) con plantas 

susceptibles de siembras comerciales ubicadas dentro del radio de acci6n de 

las abejas (5 km). 

La polinizaci6n consisti6 en cubrir las flores masculinas y femeninas (Fig 5 y 6) 

pr6ximas a abrir (24 h antes) con bolsas de papel glacyne sujetadas con un clip. 

A Ia manana siguiente, se procedia a Ia polinizaci6n, desprendiendo 

completamente Ia flor masculina eliminandole Ia corola; a Ia flor femenina 

tambien se le eliminaba Ia corola, y luego se depositaba el polen friccionando 

las anteras de Ia flor masculina en el estigma de Ia flor femenina, Ia cual se 

cubria nuevamente con Ia bolsa de papel glacyne y se le anotaban los datos: 

fecha, tipo de polinizaci6n y clave de Ia especie de hongo probada. Esta 

actividad se realiz6 en los meses de septiembre y parte de octubre de 2001. La 

polinizaci6n controlada se debe realizar antes de las 11 :00 h debido a que 

despues el pol en se deshidrata facilmente con el sol y pierde viabilidad. 

3.1.13. Cosecha de frutos 

Esta actividad se llev6 a cabo en el mes de enero del 2002, una vez que los 

frutos se encontraban completamente maduros (Fig. 7), para evitar que Ia 
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semilla estuviera tierna y no presentara problemas de germinaci6n al momenta 

de Ia siembra. 

A los frutos cosechados se les tomaron los siguientes datos: especie de 

calabaza, especie de hongo probada, largo y ancho de fruto, color, sabor y 

grosor de pulpa, para tener referencias posteriores y poderlos comparar con los 

frutos obtenidos de plantas resistentes clonadas mediante cultivo de tejidos y de 

esta forma observar si existe variabilidad en cuanto a las caracteristicas de los 

frutos obtenidos de las plantas originalmente resistentes con sus respectivos 

clones producidos in vitro. 

Figura 3. Transplante de calabaza (Cucurbita pepo L.) resistente a Rhizoctonia 

so/ani a suelo acolchado en condiciones de invernadero (Agosto, 2001 ). 

54 



~ ~ 

• ' '""'('"' . . ';;. -%- ··;., ' 
.t' • • ·- .... ~ ,;·~ -,J!, 
~ .-~ '~t ,_ ~· \;.·,'};;!) ~- ,.·<:-: 

- .... _, _,_) ;.>) 
~- .. " <l "" 
~ . t~ ~ .._ _: I ~. 
~- ~ .. 

~~- ~ · -. ,.. . ill;.' l 

c > I =.:> 

Obtenci6n de plantas resistentes (2001) Transplante a invernadero (2001 ) Polinizaci6n controlada 
(2001-2002) 

~ 

Cosecha de explantes (2001) 

~ 

Multiplicaci6n in vitro (2001) 

c::=:====> 

Cosecha de frutos de plantas resistentes 

(2001 -2002) 

Obtenci6n de semilla resistente 

(2001-2002) 

I > I > 

Transplante y aclimataci6n en invernadero (2002) Transplante en campo para fructificaci6n (2002) 

Figura 4. Esquema metodol6gico de las fases en invernadero, laboratorio y campo, para obtenci6n de calabazas 

~ resistentes a hongos causantes de damping-off. Chapingo, Mex. 2001-2002. 



Figura 5. Flor femenina de calabaza Figura 6. Flor masculina de calabaza 

(C. moschata). (C. moschata). 

Figura 7. Frutos maduros de calabaza (Cucurbita moschata) listos para 

cosecha, de plantas resistentes a damping-off . 
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3.2. Fase de laboratorio 

3.2.1. Cosecha de explantes 

Antes de transplantar a invernadero el material que result6 resistente, se 

cosecharon las puntas de las gufas para ser utilizadas como explantes (Fig. 8), 

ya que aquf se localizan los meristemos apicales que son los 6rganos utiles 

para Ia micropropagaci6n mediante el usa de Ia tecnica de cultivo de tejidos o 

multiplicaci6n in vitro. 

Esta actividad se llev6 a cabo cuando las plantas tenfan 50 dds, antes de Ia 

etapa de floraci6n. La cosecha de explantes se realiz6 par Ia manana para 

evitar que se deshidrataran par efecto del calor. Cada punta de gufa se cort6 

con una navaja e inmediatamente se deposit6 en una balsa de plastico, 

teniendo el cuidado de etiquetarla para no perder Ia identidad tanto de Ia 

especie de calabaza como de Ia del hongo a Ia que mostr6 resistencia. 

3.2.2. Desinfecci6n de explantes 

Una vez que se cosecharon los explantes en el invernadero del Campo Agricola 

Experimental de Chapingo, se trasladaron rapidamente al laboratorio de Cultivo 

de Tejidos Vegetales del Colegio de Postgraduados. 

Los explantes se lavaron durante una hora en agua jabonosa (detergente 

comun) contenida en un vasa de precipitado, agitando suavemente el tejido; 

luego se decant6 Ia soluci6n jabonosa, teniendo cuidado de que el tejido 
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permaneciera en el recipiente. El tejido se enjuag6 varias veces con agua 

destilada hasta que desaparecieron completamente los residues de jab6n. En 

seguida se sumergi6 el tejido en alcohol al 70% durante 1 minuto y luego se 

pas6 a una soluci6n de hipoclorito de sodio al 10% de concentraci6n mas 2 

gotas de Tween 20 durante 15 minutes. Por ultimo, el tejido se enjuag6 tres 

veces con agua destilada esteril. 

3.2.3. Medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) 

Para preparar un litro de medio de cultivo MS se agregaron 500 ml de agua 

des-ionizada en un matraz de Erlenmeyer de 1 L. Se adicionaron 30 g de 

sacarosa. Disolver completamente. Posteriormente anadir las soluciones madre 

en el siguiente orden: 20 ml de soluci6n A, 5 ml de cada una de las 

soluciones B a Ia G (Cuadro 9), mas 1 ml de Benciladenina (BA una hormona 

del grupo de las citocininas). Agitar completamente y aforar a 1 litro. Calibrar el 

pH del medio de cultivo a 5.7 con un potenci6metro. A este valor de pH, los 

nutrientes son facilmente asimilables (Pierik, 1990). 

Para elevar el pH se utiliza NaOH 1 N, cuando el ajuste es grande y NaOH 0.1 

N cuando el ajuste es pequeno; y para bajarlo se emplea HCI 1 N y 0.1 N, 

cuando el ajuste es grande y pequeno, respectivamente. 

Una vez ajustado el pH, agregar 7.5 g de agar-agar. Agitar durante 1 min para 

homogeneizar los componentes del medio. Calentar en horno de microondas 

durante 8 min a maxima potencia para fundir y disolver el agar, cuidando que 
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no alcance el punta de ebullici6n. Suspender el microondas y agitar el media de 

cultivo cada 2 min para evitar que el agar precipite y se queme; posteriormente 

vaciar 25 ml de media de cultivo a cada frasco gerber, previamente lavados, 

para despues esterilizarlos en autoclave durante 20 min a 15 lb I pulg2 a 121 o C. 

3.2.4. Siembra de explantes 

En media de cultivo solido se sembraron los apices de las guias de calabaza, 

previamente decapitados, con un tamano aproximado de 5 mm2 bajo 

condiciones de alta esterilidad o asepsia, empleando una campana de flujo 

laminar, material e instrumental de laboratorio para manipulaci6n esterilizado, 

batas de laboratorio y cubrebocas. 

Una vez sembrados los explantes, etiquetar cada frasco con una clave que 

identifique las especies de hongo y de calabaza, asi como Ia fecha. En seguida 

colocar una banda de Agapack® o Parafilm® puenteando Ia tapa y el cuello del 

frasco en todo el entorno, para cubrir el vacio entre el frasco y su tapa y asi 

evitar contaminaciones del material sembrado. La etapa final consisti6 en 

colocar los frascos sembrados con 6 explantes par frasco en promedio en el 

cuarto de incubaci6n a una temperatura promedio de 26° C y fotoperiodo de 16 

h de luz y 8 de oscuridad, respectivamente. 
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Cuadro 9. Soluciones stock (madre) y sus componentes utilizados para 

preparar el medio de cultivo MS. 

REACTIVOS MS (mg/lt) g/lt Vol. a aiiadir g/100 ml 

(por litro) 

Soluci6n A 20 ml 

NH4N03 1650 82.5 8.25 
KN03 1900 95.0 9.5 

Soluci6n B 5 ml 

H3B03 6.2 1.2 0.12 
KH2P04 170 34.0 3.4 

Kl 0.83 0.17 0.017 
Na2Mo04· 2H20 0.25 0.05 0.005 

CoCI2· 6H20 0.025 0.005 0.0005 
Soluci6n C 5 ml 

Cacl2 · 2H20 440 88.0 8.8 
Soluci6n D 5 ml 

MgS04 · 7H20 370 74.0 7.4 
MnS04 · H20 22.3 4.46 0.45 
ZnS04 · 7H20 8.6 1.72 0.17 
CuS04 · 6H20 0.025 0.005 0.0005 

Soluci6n E 5 ml 

Na2EDTA 37.3 7.46 0.746 
FeS04 · 7H20 27.8 5.56 0.6 

Soluci6n F 5 ml 

Tiamina · HCI 0.1 0.02 0.002 
Acido nicotinico 0.5 0.10 0.01 
Piridoxina (vit. 0.5 0.10 0.01 

86) 
Glicina 2.0 0.40 0.04 

Soluci6n G 5ml 

Myo-inositol 100 20.0 2.0 
Fuente: Murillo y Gil, 2002. 

Recomendaciones al momento de Ia siembra de explantes: 

Encender Ia campana de flujo laminar 30 min antes de comenzar a sembrar y 

limpiarla con alcohol al 96%. 
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Utilizar navajas nuevas para bisturi, del No. 10 u 11. 

Usar cubrebocas. 

Emplear cajas petri esterilizadas. 

Flamear por 11 veces las pinzas y bisturi con alcohol antes de iniciar. 

Siempre trabajar lo mas cercano posible a Ia de flama de un mechero o lampara 

de alcohol. 

3.2.5. Fase de multiplicaci6n 

Esta actividad consiste en sembrar los explantes en frascos con medio de 

cultivo fresco, el cual contiene BA, responsable de Ia diferenciaci6n de 6rganos 

(organogenesis directa) (Fig. 9). 

A brotes que ya se han diferenciado en plantula o estan por hacerlo y que se 

encuentran en medio de cultivo viejo se subcultivan en medio con BA. Esto se 

realiz6 cada 4 semanas en promedio, el cual corresponde al tiempo en que las 

plantas han agotado los nutrientes disponibles en el medio de cultivo. Pasado 

este tiempo (4 semanas), se vuelve a realizar esta actividad hasta obtener Ia 

cantidad de plantas deseadas. De cada explante (punta de guia) sembrado 

inicialmente, se tienen al cabo de un mes, 8 plantas en promedio. 
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3.2.6. Fase de enraizamiento y elongaci6n 

Una vez que las plantas estuvieron completamente formadas se emple6 el 

media de cultivo MS sin Ia hormona (BA), para causar enraizamiento y 

elongaci6n de los brotes y obtener las plantas completas in vitro (Fig. 10). 

Pueden realizarse tantos subcultivos como sean necesarios, previa etapa de 

multiplicaci6n para inducir Ia formaci6n de nuevas brotes hasta tener el numero 

deseado de plantas multiplicadas. Asl como para esperar Ia epoca ideal del ano 

(sin riesgos de heladas) para su aclimataci6n en invernadero y campo. 

Figura 8. Cosecha de explantes para micropropagaci6n 

Figura 9. Multiplicaci6n in vitro. 
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Figura 10. Elongaci6n de plantas de calabaza (C. pepo L.) producidas in vitro. 

3.3. Fase de aclimataci6n de plantas propagadas in vitro 

3.3.1. Transporte 

Una vez que pas6 el periodo de heladas las pl{mtulas multiplicadas en el 

laboratorio, se trasladaron a un invernadero del Campo Agricola Experimental 

de Chapingo, procurando realizar esta actividad por Ia manana para no 

danarlas por el calor. Ya dentro del invernadero, se colocaron a Ia sombra 

durante dos dias, eliminando Ia cinta de Agapack® y aflojando ligeramente Ia 

tapa de los frascos, evitando que los rayos del sol llegaran directamente a las 

plantas, pues Ia cuticula de las hojas es muy delgada y no contiene ceras y se 

pueden danar por exceso de transpiraci6n. Todo esto fue con Ia finalidad de 

que las plantas comiencen a adaptarse a condiciones diferentes a las 

existentes en el laboratorio donde estaban a temperaturas y fotoperiodo 

estables. 
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3.3.2. Sustrato 

Se utiliz6 Peat- Moss®, esterilizado durante una hora a 151b I pulg2 a 121° C, 

para evitar contaminantes al momento del transplante. No se recomienda 

utilizar productos de composta o vermicomposta ya que estos tienen un pH 

demasiado acido y provoca quemadura y muerte en las plantas, a no ser de que 

sean mezclados con suelo o Peat- Moss®, en proporci6n 1:3, respectivamente 

y se les incremente el pH a 6.0 adicionando cal. 

3.3.3. Desinfecci6n de charolas 

Se utilizaron charolas de plastico de 45 x 35 x 11 em como contenedores, las 

cuales se desinfectaron con una soluci6n de hipoclorito de sodio (Cioralex®)al 

10% durante 1 dla. 

3.3.4. Lavado y desinfecci6n de plantulas 

Antes de transplantar las plantulas micropropagadas, se procedi6 a Ia 

eliminaci6n del medio de cultivo (agar) de sus ralces, mediante lavado con agua 

limpia, procurando no causar dalios a las plantas en esta actividad. 

Posteriormente, se sumerglan las plantulas completas durante 5 min en una 

soluci6n preparada con el fungicida Captan® 50 PH (captan) a raz6n de 3 g /It 

de agua, con Ia finalidad de prevenir contaminaciones en las plantas. Esta 

actividad se realiz6 a finales del mes de Marzo de 2002. 
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3.3.5. Transplante a invernadero y aclimataci6n 

A cada charola se le deposito un promedio de 650 g de Peat- Moss® 

esterilizado, el cual se humedecia con agua limpia de pozo profundo para 

despues transplantar las plantulas 35 plantulas por charola, tratando que todas 

quedaran a Ia misma distancia. Una vez realizado el transplante en las charolas 

se prosigui6 a dar un ligero riego con Ia soluci6n de captan. Posteriormente Ia 

charola se introdujo y se cubri6 totalmente con una bolsa de polietileno 

simulando un microinvernadero, previa colocaci6n de dos arcos de alambre 

dispuestos en forma de X y anclados en las esquinas internas de Ia charola. A 

los 7 dias, conforme las plantas las plantas se fueron adaptando, se le hicieron 

dos agujeros de 2.5 em de radio al microinvernadero; y a Ia siguiente semana 

otros dos, hasta llegar al grado de destapar completamente las charolas (a Ia 

tercera semana), cuando las plantas tuvieron Ia capacidad de estar en contacto 

directo con el medio ambiente(Fig. 11 ). En esta etapa se tuvo una eficiencia de 

70% y duro aproximadamente 21 dias. 

Figura 11. Plantas producidas mediante cultivo de tejidos y aclimatadas en 

invernadero, listas para ser transplantadas a campo. 
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Durante este proceso todas las charolas con plfmtulas se acomodaron en un 

microtunel cubierto con Agribon® y mallasombra, el cual tenia por encima un 

sistema de riego presurizado automatico por nebulizaci6n. 

3.3.6. Riegos 

Para esta fase se cont6 con un sistema de riego presurizado disenado 

especialmente para mantener las condiciones de humedad relativa alta dentro 

del invernadero, el cual era accionado por un timer programado para funcionar 

tres veces al dfa durante 15 min a las horas de calor mas intenso (11 :00, 13:00 

y 15:00 h); en Ia fecha de transplante, las temperaturas maximas alcanzaban 

los 40° C dentro del invernadero. Para regar las plantas contenidas en las 

charolas dentro del microtunel, se utiliz6 una botella adaptada con una aguja 

hipodermica, a traves de Ia cual se suministr6 de agua a las plantas, perforando 

con Ia aguja Ia cubierta del microinvernadero. 

3.4. Fase de campo 

3.4.1. Transplante 

A las tres semanas en promedio las plantas generadas en laboratorio por cultivo 

de tejidos se aclimataron en invernadero y mostraron buena capacidad de 

adaptaci6n. Entonces, se les retir61a bolsa de polietileno y dfas despues fueron 

transplantadas a campo directo. Se proporcion6 un riego abundante a Ia charola 

e inmediatamente las plantas se transplantaron y se etiquetaron para no perder 
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Ia identidad en el campo definitive, donde se desarrollaron y produjeron en 

promedio 6 frutos par planta que alcanzaron el grade de madurez fisiol6gica 

(Fig. 12). En esta fase se obtuvo una eficiencia del 100%, ya que todas las 

plantas sobrevivieron al transplante a campo. 

Figura 12. Plantas generadas in vitro , transplantadas en campo directo para su 

multiplicaci6n de semilla botanica. (a) C. pepo y (b) C. moschata. 

3.4.2. Fertilizaci6n 

Una semana despues del transplante se realiz6 otro riego y se depositaron 100 

g de fertilizante triple 17 para incrementar el vigor de las plantas y minimizar el 

estres generado por el cambia de ambiente del laboratorio al invernadero y 

despues al campo definitive. 

3.4.3. Control de malezas 

Se realizaron 4 deshierbes manuales para evitar que las plantas crecieran entre 

Ia maleza y estas interfirieran en labores posteriores como Ia polinizaci6n y 

cosecha. 
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4. RESULTADOS 

A continuaci6n se muestran los resultados obtenidos mediante el Analisis de 

varianza y comparaci6n de medias utilizando Ia prueba de Tukey al 95% de 

confiabilidad, para las variables estudiadas. 

Con excepci6n del porcentaje de infecci6n a los 15 dds, al analisis de varianza 

registr6 diferencias estadfsticas entre tratamientos para todas las variables en 

todas las fechas de registro (Cuadro 1 0). 

4.1. Porcentaje de germinaci6n 

Se realizaron tres fechas de evaluaci6n a los 8, 12 y 16 dds. A los 8 dds, el 

anal isis de varianza (Cuadro 1 0) indic6 que existieron diferencias significativas 

entre tratamientos para esta variable y Ia prueba de comparaci6n de medias de 

Tukey (Ps 0.05) (Cuadro 11) mostr6 que en el testigo se obtuvo Ia media mas 

alta de germinaci6n (74.20%), siendo estadfsticamente diferente a los demas 

tratamientos. Asf result6: para R. so/ani (64.00%); F. oxysporum (55.80%); P. 

capsici (52.60%); Mezcla de hongos (33.50%). El tratamiento con menor 

porcentaje de germinaci6n fue Ia inoculaci6n con el hongo P. aphanidermatum 

(17.80%), debido principalmente a Ia muerte preemergente, ya que este hongo 

caus6 los mayores darios en las primeras etapas de establecimiento del cultivo, 
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inmediatamente despues de Ia siembra, situaci6n que no se observ6 en los 

demas tratamientos. A los 12 dds hubo diferencias significativas entre 

tratamientos (Cuadra 1 0) y Ia prueba de Tukey (Cuadra 11 ), indic6 que tanto el 

testigo con 75.60%, R. so/ani (72.80%) y F. oxysporum (69.80%) son 

estadisticamente iguales entre ellos, pera diferentes a P. capsici (59.20%) y Ia 

Mezcla de hongos (45.63%). El menor porcentaje de germinaci6n fue praducido 

por P. aphanidermatum con 27.80% constituyendo un grupo estadistico a parte. 

Debido a que Ia germinaci6n fue lenta en algunos tratamientos, se decidi6 

realizar una tercer medici6n a los 16 dds (Fig. 12), en Ia cual el analisis de 

varianza (Cuadra 1 0) mostr6 diferencias significativas. Los hongos que 

permitieron Ia mayor germinaci6n segun Ia prueba de Tukey (Cuadra 11) son P. 

capsici, (82%), Testigo (76.40%) yR. so/ani (69.80%), siendo estadisticamente 

iguales entre ellos pera diferentes a los demas tratamientos. F. oxysporum y Ia 

Mezcla de hongos (61.40 y 47.75%, respectivamente), constituyen una 

agrupaci6n estadistica aparte. P. aphanidermatum (30%), en todas las fechas 

de evaluaci6n mostr6 el porcentaje mas bajo de germinaci6n, habiendo una 

diferencia de 52% en Ia germinaci6n, con respecto a P. capsici y de 46.4% 

respecto al Testigo; esto confirma su fuerte agresividad y gran importancia en 

los almacigos de cualquier hortaliza. En Ia inoculaci6n de P. aphanidermatum 

se observ6 que las semillas eran atacadas inmediatamente, al momenta de 

emitir Ia radicula, causando pudrici6n de semillas, impidiendo asi Ia 

germinaci6n. 
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Cuadro 10. Cuadrados medias del anal isis de varianza para cuatro variables en 

Ia reacci6n a inoculaci6n control ada en calabaza ( Cucurbita pepo L.) con 

hongos del complejo de damping-off. Chapingo, Mexico. 2001. 

FV GL GERMINACION (%) INCIDENCIA (%) 

8' 121 161 151 21 1 28' 351 41 1 

TRAT 5 2234.6* 1823.4** 1991 ** 3088.5* 4391.* 5803.6** 6345** 7056.1 ** 

ERROR 27 761.5 443.0 393.8 845.35 621.4 145.2 76.59 27.22 

TOTAL 32 991.6 658.7 643.4 1195.8 1210. 1029.33 1056.03 1125.49 

4 

CV(%) 57.8 36.73 33.0 85.38 63.43 20.84 12.18 6.44 

7 

R2 0.35 0.43 0.48 0.40 0.56 0.88 0.94 0.98 

Continuaci6n ... 

MUERTE POSTEMERGENTE (%) INFECCI N (%) 

15 

1247.36 2491 .64 4149.23 4207.63 6032.15 1991 .36 3348.46 5050.27 5919.25 6864.11 
* * ** * ** ns * ** ** ** 

452.69 661.73 235.80 457.56 291.24 815.38 623.19 151 .17 110.52 99.30 

576.85 947.65 847.30 1043.50 1188.26 999.13 1049.02 916.65 1018.14 1156.30 

108.46 98.42 46.60 55.94 27.20 95.36 74.35 25.21 17.61 13.31 

0.34 0.41 0.76 0.63 0.79 0.31 0.50 0.86 0.91 0.93 

** Altamente significativo con a :5 0.05 1= dias despues de Ia siembra (dds). 

ns: no significativo. 
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Cuadra 11. Comparaci6n de medias para cuatro variables de Ia reacci6n de 

calabaza (C. pepo L.) a Ia inoculaci6n controlada de hongos causantes de 

damping-off. Chapingo, Mexico. 2001 . 

TRAT. GERMINACION {%) INCIDENCIA {%) 

81 121 161 151 21T 281 351 41 1 

Testigo 74.20a 75.60a 76.40a O.OOb 0.67b O.OOc 4.66c 3.99c 

R. so/ani 64.00ab 69.80a 69.80a 29.33ab 14.00b 48.66b 65.33b 92.66ab 

F. oxysporum 52.80ab 59.20ab 61.40ab 31.33ab 35.33ab 49.33b 87 :99a 97 .99ab 

P. capsici 52.60ab 72.80a 82.00a 50.66ab 76.67a 86.66a 96.66a 98.66a 

Mezcla 33.50ab 45.63ab 47.75 61 .87a 61 .87a 88.12a 95.41 a 95.41ab 

Pythim 17.80b 27.80b 30.0b 14.43ab 33.73ab 55.98b 67.02b 88 .57b 

OMS 51.77 39.49 37.23 54.55 46.77 22.60 16.42 9.79 

Continuaci6n ... 

MUERTEPOSTEMERGENTE{%) INFECCI N {%) 

15 

O.OOa O.OOb O.OOc O.OOb O.OOc O.OOa 0.13c O.OOc 0.93e 0.79c 

6.66a 12.66ab 17.33c 16.00b 44.66b 23.60a 13.73bc 34.53b 41 .06d 73.99b 

16.00a 12.00ab 13.99c 32.66ab 82.00a 24.26a 24.66abc 38.26b 68.66bc 93.73a 

27.33a 52.66a 51.99ab 64.66a 84.66a 44.80a 65.46a 74.93a 85.59ab 95.86a 

39.21a 46.87ab 68.54a 68.33a 86.67a 51.54a 54.87ab 80.95a 88 .75a 93.41 a 

16.75a 20.19ab 24.53bc 29.73ab 64.08ab 22.51a 29,82abc 44.66b 55.58cd 80.34ab 

39.9 48.26 28.81 40.13 32.02 53.33 46.83 23.07 19.72 18.69 

Prueba de Tukey (P S0.05) 1 = dias despues de Ia siembra (dds). 
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Figura 13. Porcentaje de germinaci6n en calabaza (C. pepo L.) permitido por 

diferentes hongos inoculados para selecci6n por resistencia a damping-off. 

Chapingo, Mex. 2001. 

4.2. lncidencia 

De esta variable se realizaron cinco fechas de evaluaci6n: a los 15, 21, 28, 36 y 

41 dds (Fig. 14 ). Pero el anal isis estadistico s61o se realiz6 en tres fechas 

indicativas de como se distribuy6 Ia enfermedad en el tiempo. Los resultados 

del anal isis de varianza (Cuadra 1 0), mostraron diferencias significativas entre 

los tratamientos para todas las evaluaciones y Ia prueba de Tukey (P:5 0.05) 

(Cuadro 11) indic6 que Ia Mezcla de hongos y Phytophthota capsici mostraron 

Ia mayor incidencia en todas las fechas de evaluaci6n; sin embargo, fue P. 

capsici quien alcanz6 en Ia ultima evaluaci6n Ia incidencia mas alta (98.66%) Ia 

que lo calific6 como uno de los hongos mas agresivos. Diferente a Pythium 
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aphanidermatum cuya mayor agresividad Ia demuestra en Ia germinaci6n. 

lnesperadamente, en el testigo se presentaron sintomas, pero al hacer el 

aislamiento del pat6geno, se determin6 que una bacteria del genero 

Pseudomonas spp fue Ia responsable de causar dichos sintomas. 

120 
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-~ 0 80 -C\:1 ·u 60 r::: 
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'tJ ·u 40 r::: 
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41 

-+-R. so/ani 

-F. oxysporum 

-lr- P. capsici 

"'"""*""" P. aphanidermatum 

......._ Mezcla 

-+-Testigo 

Figura 14. Porcentaje de incidencia de diferentes hongos fitopat6genos 

causantes de damping-off inoculados en calabaza (C. pepo L.), para selecci6n 

por resistencia. Chapingo, Mexico, 2001. 

En Ia figura 14 se observan dos grupo en las primeras fechas; el primero 

formado por Rhizoctonia, Fusarium y Pythium, probablemente influenciado por 

las condiciones de temperatura y Ia edad de las plantas a Ia que generalmente 

causan datios. El segundo grupo formado Phytophthora y Ia Mezcla de hongos, 

definiendose como los mas agresivos en cuanto al parametro incidencia. 
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AI final de las evaluaciones, todos los tratamientos tendieron a comportarse de 

una forma similar. Es decir, que los hongos a medida que pasa el tiempo, 

incrementan su patogenicidad; lo cual coincide con lo reportado en Ia literatura; 

por ejemplo, Fusarium manifiesta su mayor agresividad poco antes de Ia 

floraci6n y hasta Ia etapa de fructificaci6n. 

4.3. Severidad como porcentaje de infecci6n 

En cinco evaluaciones, los datos obtenidos para Ia severidad de Ia enfermedad 

se convertieron a porcentaje de infecci6n (Fig. 15), mediante Ia formula de 

Townsend y Heuberger (1943). 

Para fines practicos, solo se reportan los analisis estadisticos en tres fechas de 

evaluaci6n, las cuales muestran claramente el progreso de Ia enfermedad en el 

tiempo, aunque Ia Figura 15 muestra las cinco. 

En Ia primer fecha de evaluaci6n (15 dds), el analisis de varianza indic6 que 

existen diferencias estadisticas entre los tratamientos (Cuadro 1 0), mientras 

que Ia prueba de comparaci6n de medias por Tukey (Cuadro 11 ), no muestra 

diferencias entre ellos. Esto es debido a que si bien ambas pruebas son 

robustas, son pruebas de diferente naturaleza. 
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Figura 15. Porcentaje de infecci6n de diferentes hongos fitopat6genos 

causantes de damping-off inoculados en calabaza (C. pepo L.), para selecci6n 

por resistencia. Chapingo, Mexico, 2001. 

A los 28 dds, el analisis de varianza mostr6 diferencias significativas entre 

tratamientos (Cuadra 1 0); y Ia prueba de Tukey (Cuadra 11) mostr6 a Ia Mezcla 

de hongos (80.95%) y P. capsici (74.93%) como los tratamientos con mayor 

grado de enfermedad, lo cual indica que estos pat6genos van desarrallando su 

agresividad a traves del tiempo y no al inicio como P. aphanidermatum . 

A los 41 dds, el analisis de varianza indic6 que hay diferencias significativas 

(Cuadra 1 0) y Ia prueba de comparaci6n de medias de Tukey (Cuadra 11) 

mostr6 a P. capsici (95.86%), F. oxysporum (93.73%) y a Ia Mezcla de hongos 



(93.41%) como los tratamientos con mayor porcentaje de infecci6n. 

Correspondiendo a lo observado en campo, ya que los mayores problemas los 

presenta cuando Ia planta esta cercana a Ia etapa de floraci6n y I o 

fructificaci6n. Probablemente el tratamiento con R. so/ani (73.99%), no se 

mostr6 tan agresivo debido a que las temperaturas del invernadero superaban 

los 35° C en promedio, y este hongo requiere de temperaturas mas frescas para 

desarrollar su infecci6n. 

4.4. Muerte postemergente 

AI igual que para las variables anteriores, se realizaron cinco fechas de 

evaluaci6n. Solo se discutiran los analisis estadisticos en tres de elias, en Ia 

fase inicial (15 dds), intermedia (28 dds) y final (41 dds) de desarrollo de Ia 

enfermedad. 

Existieron diferencias significativas entre los tratamientos a los 15 dds (Cuadro 

1 0) pero Ia prueba de Tukey (Cuadro 11) indica que todos los tratamientos son 

estadisticamente iguales; mientras que en Ia tercer evaluaci6n (28 dds), Ia 

prueba de Tukey (Cuadro 11) indic6 que Ia Mezcla de hongos (68.54%) es Ia 

que present6 mayor cantidad de plantas muertas, siendo estadisticamente 

diferente a los demas tratamientos. El tratamiento que mas se le acerc6 en 

valor fue P. capsici con 51.99% de plantas muertas en esta fecha. Como era de 

esperarse, en el testigo nose tuvieron plantas muertas (Fig. 16). 
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Figura 16. Porcentaje de muerte post-emergente par diferentes hongos 

fitopat6genos causantes de Damping-off inoculados en calabaza (C. pepo L.), 

para selecci6n par resistencia. Chapingo, Mexico, 2001. 

Finalmente, a los 41 dds el analisis de varianza registr6 diferencias 

significativas (Cuadra 1 0) y Ia prueba de Tukey (Cuadra 11) indic6 que los 

tratamientos con mayor porcentaje de plantas muertas fueron: Ia Mezcla de 

hongos, P. capsiciy F. oxysporum con 86.67, 84.66 y 82.00%, respectivamente; 

siendo estadisticamente diferentes a los demas tratamientos. En Ia figura 16 se 

observa un efecto similar al de las figuras 14 y 15; destacando dos grupos 

similares en cuanto a comportamiento, solo que en Ia ultima evaluaci6n no 

tienden a conjuntarse debido a que R. so/ani muestra Ia media mas baja de 

muerte postemergente (44.66%), mientras que Ia Mezcla lo supera par casi el 

doble del valor. Probablemente, en evaluaciones posteriores a los 41 dds, el 
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comportamiento de esta variable, hubiera mostrado una tendencia a Ia union, si 

Ia tendencia se mantiene similar. 

4.5. Porcentaje de plantas resistentes 

Cuadra 12. Porcentaje de plantas resistentes de calabaza (C. pepo L.) a 

diferentes hongos causantes de damping - off en condiciones de invernadero. 

Chapingo, Mex. 2001. 

Tratamiento Semillas Semillas Plantas (%)de 

inoculadas germinadas resistentes plantas 

resistentes 

R. so/ani 500 349 5 1.43 

F. oxysporum 500 307 1 0.32 

P. capsici 500 410 1 0.24 

P. aphanidermatum 500 150 10 6.66 

Mezcla 800 382 9 2.35 

Testigo 500 382 

Los resultados obtenidos en esta investigaci6n muestran diferencias en cuanto 

a proporci6n de plantas resistentes obtenidas por Sanchez y Velasquez en 

1999, pero existe similitud en cuanto a Ia frecuencia de plantas resistentes de 

C. pepo L para cada pat6geno, asf como para Ia mezcla. 
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4.6. Multiplicaci6n in vitro de plantas resistentes 

Utilizando el media de cultivo MS (Murashige and Skoog, 1962) (Cuadra 9) mas 

3% de sacarosa, ademas de 1 ml de benciladenina por litro de media de 

cultivo. Las condiciones en las cuales se mantuvieron las plantulas, 16 horas luz 

y 8 de oscuridad, asf como una temperatura promedio de 26° C, influyeron en Ia 

obtenci6n de plantulas vigorosas provenientes de las plantas resistentes. 

Por cada explante (punta de gufa) sembrado se obtuvieron en promedio 8 

brotes diferenciados, que posteriormente dieron Iugar a plantas enteras. El 

tiempo transcurrido entre Ia siembra del explante y el primer subcultivo 

corresponde a un mes, tiempo en el cual pueden observarse plantulas 

diferenciadas yen proceso de diferenciaci6n. En esta fase, Ia eficiencia fue de 

un 98% ya que los problemas de contaminaci6n fueron casi nulos. En un 

periodo no mayor a tres meses se lograron obtener mas de 1 500 plantas 

resistentes a los diferentes hongos probados, asf como al complejo. 

Para el proceso de elongaci6n solo debe utilizarse el media de cultivo MS, con 

todo sus componentes, excepto BA. El perfodo entre subcultivos corresponde a 

3 semanas en promedio. Pueden realizarse el numero de subcultivos en funci6n 

de Ia cantidad de plantas requeridas, pero despues de 16 meses de 

manipulaci6n continua, sin pasar nuevamente por medic de cultivo con 

hormonas (BA), se observa un ligero decremento en Ia calidad de las plantas 

producidas, por lo que se recomienda volver a establecer en media de cultivo 

MS adicionado con BA, para inducir una nueva multiplicaci6n de brotes. 
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Una diferencia muy importante y que es interesante comentar con respecto a 

las investigaciones reportadas en donde se hace uso de Ia tecnica de cultivo de 

tejidos en calabazas, es que aqui se utilizaron explantes cosechados de plantas 

establecidas en invernadero rustico de plastico, las cuales estaban expuestas a 

condiciones ambientales diversas, como Ia presencia de plagas y 

enfermedades. Comparadas con Ia literatura en donde se germinan in vitro las 

semillas desinfectadas y bajo condiciones de laboratorio, donde se hacen 

crecer las plantulas libres de pat6genos y los explantes son segmentos del 

hipoc6tilo a Ia semana de haber germinado Ia plantula. En contraste con lo 

realizado en esta investigaci6n en donde los explantes se cosecharon de 

plantas de 50 dias de edad. 

4.7. Adaptaci6n de plimtulas reproducidas in vitro 

Los mejores resultados se obtuvieron al utilizar Peat- Moss® esterilizado como 

sustrato, sin ninguna mezcla, el porcentaje de plantas adaptadas fue superior al 

70% en invernadero y 100% en campo directo. El tiempo total que tard6 todo 

este proceso fue de 21 dias, distribuidos de Ia siguiente manera: los primeros 5 

dias en microinvernadero completamente cerrado, a los 10 dias se hicieron dos 

orificios en Ia cubierta del microinvernadero, a los 15 dias se hicieron cuatro 

orificios, a los 19 dias se destaparon completamente y a los 21 dias se llevaron 

al campo para su transplante. 
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5. CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos, fue posible seleccionar plantas de 

calabaza (C. pepo L.) resistentes a las especies de hongos, asi se obtuvieron 

para R. so/ani (1.43%), F. oxysporum (0.32), P. capsici (0.24%), P. 

aphanidermatum (6.66%) Mezcla (2.35%) de plantas resistentes que se llevaron 

a producci6n de frutos en invernadero en el 2001. Estos resultados refuerzan 

las hip6tesis planteadas al inicio de esta investigaci6n, en cuanto a que era 

posible llegar a obtener plantas resistentes o con tolerancia a este grupo de 

pat6genos del suelo. 

La metodologia utilizada en Ia micropropagaci6n fue Ia adecuada para obtener 

mas de 1 500 plantulas en total, de las cuales 300 pertenecieron a R. so/ani, F. 

oxysporum (150), P. capsici (200), P. aphanidermatum (450) y Mezcla (400) , 

aproximadamente. Provenientes 5, 1, 1, 10, 9 plantas resistentes a los hongos 

inoculados, respectivamente. Es importante mencionar que los explantes se 

cosecharon de plantas que se encontraban en invernadero, expuestas tanto 

factores abi6ticos como bi6ticos, comparado con las investigaciones reportadas 

en Ia literatura en donde se ponen a germinar semillas previamente tratadas 

con desinfectantes y mantenidas en condiciones de alta asepsia para asi 

obtener los explantes. 
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La metodologfa empleada en Ia aclimataci6n de plantulas provenientes de 

cultivo de tejidos, permiti6 obtener porcentajes superiores al 70% de 

sobrevivencia en condiciones de invernadero. El perfodo de aclimataci6n en 

invernadero dur6 tres semanas en promedio. De las plantas aclimatadas, que 

posteriormente se transplantaron a condiciones de campo para su 

reproducci6n, el 100% lograron establecerse y el 95% lleg6 a Ia etapa 

reproductiva, el resto sufri6 una infecci6n viral, lo que limit6 las posibilidades de 

reproducci6n. 

Como prueba adicional, todas las plantas reproducidas in vitro y que fueron 

aclimatadas para su transplante, se establecieron en una parcela donde se 

sabe esta presente Ia enfermedad ya que se han tenido perdidas de plantas en 

ese Iugar debido a enfermedades de Ia rafz. Ninguna planta mostr6 sfntomas a 

los causados par estos pat6genos, lo cual indica que los materiales propagados 

tienen altos niveles de resistencia a estos pat6genos. 
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