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RESUMEN

El chile manzano (Capsicum pubescens R. y P.) es un cultivo econbmicamente
importante  como producto alimenticio y farmacéutico. Es afectado por la
“‘Marchitez’, enfermedad de la raiz que provoca la muerte descendente de la
planta. El objetivo fue evaluar la variacion en la respuesta al dafio provocado por
el complejo fungico de la marchitez en dieciséis fenotipos de plantas de chile
manzano. En 2016, se colectaron plantas con sintomas de marchitez en 10
localidades del sur del Estado de México. Se identificaron tres agentes causales,
Fusarium oxysporum Schlechtendal y Rhizoctonia solani J.G.Kihn aislados en
medio de cultivo PDA; y Phytophthora capsici Leonina en medio 3P. Se
obtuvieron cultivos monospéricos de F. oxysporum y de punta de hifa de P.
capsici y R. solani. Se midié la velocidad de crecimiento expresada en la
pendiente de la curva, la esporulacion en conidios mL! y la patogenicidad
(incidencia y severidad). Se realizaron inoculaciones individuales y de las
combinaciones de los patégenos en plantulas de chile manzano, en campo se
inocularon 16 fenotipos, los cuales se mantuvieron bajo condiciones de
invernadero y se midid la severidad. Los resultados mostraron crecimiento y
esporulacion diferencial en los cultivos monospoéricos y punta de hifa. La
correlacion entre crecimiento y esporulacion fue de r= -0.17. En la severidad y la
incidencia se observaron diferencias altamente significativas (P< 0.01) entre
colonias de F. oxysporum y significativas (P< 0.05) entre colonias de P. capsici. La
correlacion para severidad e incidencia fue de r= 0.11, 0.07 y -0.05 para F.

oxysporum, P. capsici y R. solani respectivamente. Hubo diferencias altamente



significativas (P< 0.01) en severidad entre P. capsici, F. oxysporum y R. solani, y
la mezcla de los mismos. Los fenotipos M1 a M7 y M10 a M16 resultaron ser
susceptibles a los tres patégenos y la mezcla de los mismos, mientras que el
fenotipo 8 mostré ser resistencia a F. oxysporum y R. solani; y tolerante a P.
capsici; P. capsici + F. oxysporum y a P. capsici + F. oxysporum + R. solani. El
fenotipo 9 solo fue resistente a F. oxysporum. En conclusion tres patdgenos son
los responsables de la marchitez y exhiben en sus colonias grado diferencial en
crecimiento, esporulacion y patogenicidad. P. capsici es el patbgeno que ocasiona
la muerte de las plantas de chile manzano en menor tiempo, el fenotipo 8 es una

fuente de resistencia genética importante para el control de la marchitez.
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SUMMARY

The manzano pepper (Capsicum pubescens R. and P.), is an economically
important crop as a food and pharmaceutical product. It is affected by "Wilt", a root
disease that causes the plant's downward death. The objective was to evaluate the
variation in the response to damage caused by the fungal complex of wilt in sixteen
phenotypes of manzano pepper plants. In 2016, plants with symptoms of wilt were
collected in 10 localities in the south of the State of Mexico. Three causative
agents were identified, Fusarium oxysporum Schlechtendal and Rhizoctonia solani
J.G.KiUhn isolated in PDA culture medium; and Phytophthora capsici Leonina in 3P
medium. Monosporic cultures of F. oxysporum and hyphae of P. capsici and R.
solani were obtained. The growth velocity expressed in the slope of the curve, the
sporulation in conidia mL-1 and the pathogenicity (incidence and severity) were
measured. Individual inoculations and combinations of pathogens were made in
manzano pepper seedlings. In the field, 16 phenotypes were inoculated, which
were kept under greenhouse conditions and the severity was measured. The
results showed growth and differential sporulation in the monosporic and tip of
hypha cultures. The correlation between growth and sporulation was r = -0.17. In
severity and incidence, highly significant differences (P< 0.01) were observed
between colonies of F. oxysporum and significant (P< 0.05) between colonies of P.
capsici. The correlation for severity and incidence was r = 0.11, 0.07 and -0.05 for
F. oxysporum, P. capsici and R. solani respectively. There were highly significant
differences (P< 0.01) in severity between P. capsici, F. oxysporum and R. solani,

and the mixture thereof. The phenotypes M1 to M7 and M10 to M16 were found to

Alma Janeth Vallejo Gutiérrez



be susceptible to the three pathogens and the mixture thereof, while phenotype 8
showed resistance to F. oxysporum and R. solani; and tolerant to P. capsici; P.
capsici + F. oxysporum and P. capsici + F. oxysporum + R. solani. The phenotype
9 was only resistant to F. oxysporum. In conclusion, three pathogens are
responsible for wilt and exhibit differential growth, sporulation and pathogenicity in
their colonies. P. capsici is the pathogen that causes the death of the manzano
pepper plants in less time, the phenotype 8 is a source of genetic resistance

important for the control of the wilt.
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VARIACION DE FENOTIPOS DE Capsicum pubescens EN LA RESISTENCIA A LA MARCHITEZ

1. INTRODUCCION

El cultivo del chile se ubica entre las siete hortalizas mas cultivadas en el mundo,
con una produccion mundial estimada en 24 millones de toneladas (Latournerie-
Moreno et al., 2015). Sin embargo, su cultivo se ve afectado por la enfermedad
conocida como “Marchitez’ la cual destaca como la enfermedad de raiz mas
importante del cultivo de chile, ya que provoca la muerte prematura de la planta.
Esta enfermedad fue identificada por primera vez en Nuevo México por Leonian
(1922), quien establecié a P. capsici como el agente causal. Este patdégeno es
considerado el factor limitante mas importante para la produccién de chile en el
mundo (Silvar et al., 2006). Se estima que puede causar entre 25 y 40% de
pérdidas en el cultivo del chile, mismas que pueden llegar a ser totales en funcion
de las condiciones ambientales, los ecotipos y la cantidad de in6culo en el suelo
(Palomo-Rodriguez et al., 2003).

En México, los agentes causales de la marchitez reportados para Capsicum
annuum L., ademas de P. capsici, son R. solani, F. oxysporum, Fusarium equiseti
Corda, Fusarium verticilloides Nirenberg, y Fusarium solani Appel and Wollenw
(Palomo-Rodriguez et al., 2003; Gonzélez-Pérez et al., 2004), por lo que es

probable que estos patdgenos actien formando un complejo.

Dichos patégenos habitan en el suelo y afectan principalmente las raices y base
del tallo de la planta. Los sintomas iniciales son necrosis y pudricion de raices
secundarias y terciarias que son las que se encargan de la absorcion del agua,

seguida de la marchitez de la planta y posterior pudricién de frutos. La muerte de

Alma Janeth Vallejo Gutiérrez



VARIACION DE FENOTIPOS DE Capsicum pubescens EN LA RESISTENCIA A LA MARCHITEZ

la planta es ocasionada por la obstruccién de los haces vasculares y el avance de
patdgenos a traves del pedunculo del fruto, ramas y tallos. Esta enfermedad se
encuentra presente en todo el mundo y en México se considera la mas importante
en todas las zonas productoras de chile (en el centro, bajio y norte) (Guigon-Lépez
y Gonzalez — Gonzalez, 2001) y puede causar pérdidas hasta del 100%.

En el sur de Estado de México el cultivo de chile manzano es intensivo para
consumo interno y de exportacion. Sin embargo tiene limitaciones en la produccion
debido a la marchitez de la cual no se tienen claro el o los agentes causales. A
este respecto, se ha observado respuesta diferencial a la marchitez en diferentes
morfotipos cultivados en la region, los cuales constituyen un valioso reservorio

genético natural.

La variacion natural de C. pubescens, que en general para todas las especies es
un proceso de reproduccion diferencial que provocan cambios genéticos a través
del tiempo, puede generar mayor cantidad de descendientes de un grupo de
individuos que otros, los cuales incrementan la frecuencia de su material genético
en la poblacién como un todo, confiriéndoles ciertas ventajas ligadas a su ciclo de
vida como crecer mas rapido, sobrevivir a una cantidad mayor de condiciones
ambientales o tienen una ventaja reproductiva.

En este contexto, la coleccion de 16 fenotipos contrastantes en el Centro
Universitario UAEM Tenancingo representan variacion genetica natural importante
para diferentes caracteres, entre ellas la resistencia a la marchitez. El

aprovechamiento de esta variacion pudiera constituir los cimientos del desarrollo
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VARIACION DE FENOTIPOS DE Capsicum pubescens EN LA RESISTENCIA A LA MARCHITEZ

de variedades resistentes a través de la incorporacion de la fuente genética de

resistencia.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar en dieciséis fenotipos de plantas de
chile manzano la variacién en la respuesta al dafio provocado por el complejo
fungico, dichas colectas proceden de las principales regiones productoras con

problemas de marchitez para identificar nuevas fuentes de resistencia.
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VARIACION DE FENOTIPOS DE Capsicum pubescens EN LA RESISTENCIA A LA MARCHITEZ

2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Capsicum spp.

El chile, Capsicum spp., es un fruto americano probablemente originario de Bolivia
(Perry y Flannery, 2007) cuya caracteristica principal, el picor, es producido por un
irritante llamado capsaicina (Heiser y Smith, 1953; Coe, 1994; Long-Solis, 2012)
cuya concentracion determina el grado de pungencia y una clasificacion de las
especies en picantes (frutos generalmente pequefios) y dulces (frutos

generalmente grandes).

El fruto del chile tuvo una gran importancia en la cocina y en la medicina
tradicional de Mesoameérica; por ejemplo, fue utilizado por los mexicas durante el
Posclasico como irritante en conflictos bélicos, como medicina, como fumigante y
como medio para disciplinar a los nifios, ademas de ser uno de los tantos bienes
que eran tributados; en la actualidad es utilizado principalmente como condimento,
medicinal, alimento nutracéutico y funcional (Long-Solis, 1986; Coe, 1994; Long-
Solis, 2012).

La clasificacién taxondmica de Capsicum de acuerdo a GRIN (2014) se muestra
en el Cuadro 1. No obstante, este género incluye 33 especies y 10 variedades o
variantes. Hay cinco especies domesticadas en América: C. annuum, de probable
origen mexicano o del norte de Centroamérica; Capsicum baccatum L., de las
tierras bajas de Bolivia; Capsicum chinense Jacq, de Sudamérica; Capsicum
frutescens L., del Caribe, y Capsicum pubescens, probablemente de los Andes, y
mas de 20 especies silvestres (Coe, 1994; Perry y Flannery, 2007; Long-Solis,

2012; Powis etal., 2013).
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Cuadro 1. Clasificacion general por jerarquia taxonémica para Capsicum

Jerarquia
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta- vascular plants
Division Magnoliophyta- angiosperms, flowering plants, plantes fleurs, plantes
fruits
Clase Magnoliopsida- dicots, dicotilédones, docotyledons
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae — nightshades- solanacées
Género Capsicum L. pepper
Especie C. annuum L.- cayenne pepper
Especie C. chinense Jacq — aji
Especie C. pubescens Ruia y Pawon — rocoto
Variedad C. annuum var. annuum L. — cayenne pepper
Variedad C. annuum var. glabriusculum (Dunal) Heisen and Pickersgill —
cayenne pepper
Variedad C. baccatum var. baccatum L. — cayenne pepper
Variedad C. baccatum var. pendulum (Wild.) Eshb. — aji

2.2. Capsicum pubescens

2.2.1. Importancia del cultivo y comercializacion

En la diversidad de chiles que se cultivan en el territorio nacional, el chile manzano

(C. pubescens) ha cobrado mayor importancia en la Ultima década y de acuerdo

con SAGARPA (2018),

4, 995.33 toneladas estan destinadas solo para

exportacion a los Estados Unidos, de las cuales el 98 % es producido en el sur del

Estado de México. Por otro lado, las hortalizas mexicanas son de las pocas

actividades que mantienen una balanza comercial positiva dentro del sector rural,

ya que el volumen exportado fue 4.1 veces mayor que el importado desde 1961 a

2010 (FAO-FAOSTAT, 2012). La produccién de hortalizas en México ha tenido un

aumento en las Udltimas dos décadas, uno de ellas es el cultivo del chile

Alma Janeth Vallejo Gutiérrez



VARIACION DE FENOTIPOS DE Capsicum pubescens EN LA RESISTENCIA A LA MARCHITEZ

(Capsicum.) alimento fundamental en la dieta diaria de los mexicanos debido a su
picor, tradicion de consumo que se ha conservado desde tiempos prehispanicos.

México sobresale en la generacién de variedades de chile en el mundo, alrededor
del 90% de chile que se consume a nivel mundial es de origen mexicano. Otros
paises productores son China, Indonesia, Turquia, Espafia, Estados Unidos y
Nigeria. El chile es el 8vo cultivo con mayor valor generado en la agricultura
nacional, alcanzando alrededor de 13 mil mdp anualmente, con un volumen de
produccién promedio de 2.2 millones de toneladas, del cual se exportan cerca de
900 mil toneladas de chiles frescos, secos y en preparaciones (SAGARPA, 2015).
De la diversidad de chiles que se cultivan en el territorio nacional mexicano, el
chile manzano es uno de los mas importantes y ha cobrado mayor importancia en
los Ultimos 15 afios (Pérez y Castro, 2008). Debido a la demanda del chile
manzano, la produccion ha incrementado en huertos semicomerciales vy
actualmente este producto ha motivado el desarrollo de sistemas de produccion
gue elevan la productividad y su calidad postcosecha (Espinosa, 2005). Sin
embargo, este cultivo se ve afectado por la enfermedad conocida como marchitez
de la planta, la cual puede afectar del 5 al 80% de las plantas, lo que ocasiona
graves consecuencias econdmicas para los agricultores (Ram et al., 2017).De
acuerdo a Espinosa (2010), en el Estado de México, los mercados con mayor
distribucion del chile manzano son la Central de abastos de Ecatepec y la Central
de abastos de la ciudad de Toluca, los cuales presentan caracteristicas similares,
ya que venden frutos provenientes de campo abierto e invernadero. La central de
abastos de la ciudad de Toluca se sitta como uno de los dos mercados del chile

manzano mas importantes del Estado de México, ya que en este lugar se
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comercializa el producto de los municipios de Coatepec Harinas, Tenancingo, Villa
Guerrero y Valle de Bravo. Ademas, estas poblaciones tienen un alto consumo de
chile manzano. En menor escala se encuentran los mercados locales de Texcoco,
Coatepec Harinas, Tenancingo, Valle de Bravo y Villa Guerrero los cuales

distribuyen a los consumidores finales.

Los estandares de calidad en los mercados no ha estado debidamente
reglamentado y solo se ha basado en lineamientos de orden regional, establecidos
por los principales compradores en los centros de consumo Y distribucion del pais
(Espinosa, 2010). Sin embargo, existen empresas importantes para la exportacion
de chile manzano, dos estan ubicadas en Coatepec Harinas, Estado de México y

una en el estado de Chihuahua.

2.2.2. Variedades

Se ha sefialado, por lo general que el chile manzano es genéticamente diverso y
estan bien adaptado a las localidades y ambientes especificos en los que se
siembra (Votava et al., 2005), y que la zona de adaptaciéon de un ecotipo es la
region donde éste ha evolucionado bajo un conjunto de condiciones locales
climaticas, pedoldgicas y biodticas, con presion antropica en el caso de los
materiales cultivados (Pupilli et al., 2000).

Entre los domesticados, los materiales del agricultor, es decir, aquellos que se han
desarrollado por periodos largos de tiempo en sistemas locales de cultivo, tienen
alta tolerancia a factores de estrés bidtico y abidtico y poseen alta estabilidad en

su rendimiento. Estos materiales domesticados han estado sometidos a seleccién
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antrépica, con un posible efecto fundador, en especial en el caso de las
variedades mejoradas (Zevin, 1998).

El chile manzano cuenta con pocas variedades y estas Unicamente son existentes
en la Universidad Autbnoma Chapingo en Texcoco, Estado de México, puesto que
a partir de 1996 Mario Pérez Grajales autor del libro “Mejoramiento genético de
hortalizas” y un equipo de investigadores, empezaron a realizar cruzas de
variedades de chile manzano, colectadas en la zona centro del pais y para el afio

2002 ya contaban con tres variedades que son:

Amarillo Chapingo
El crecimiento de las plantas alcanza dos metros con entrenudos no muy largos

sino intermedios de ocho a diez centimetros de longitud. Los frutos de esta
variedad son uniformes con tres lobulos y tres I6culos. Este Ultimo aspecto es
importante ya que el consumidor prefiere un fruto cuadrado, por ser mas

manejable en empacado y transporte.

Puebla
La planta de esta variedad, tiene los entrenudos més largos y toma de 15 a 20

dias mas en producir que la variedad Amarillo Chapingo. Su fruto es grande y
tiene cuatro l6bulos, por lo que es mas cuadrado; la parte carnosa (pericarpio) es
mas gruesa, y sus frutos son mas grandes que los de la variedad Amarillo

Chapingo.

Zongolica por Puebla

Alma Janeth Vallejo Gutiérrez



VARIACION DE FENOTIPOS DE Capsicum pubescens EN LA RESISTENCIA A LA MARCHITEZ

Las plantas de esta variedad tienen los entrenudos cortos por lo que producen un
mayor numero de bifurcaciones y frutos por altura de la planta. El fruto de esta
variedad es pequefio. Martinez, (2002), menciona la existencia de cuatro
variedades méas de chile manzano (Chiapas, Huatusco |, Huatusco Il y Perd) de

las cuales no describe sus caracteristicas ni menciona el lugar donde se cultivan.

Sin embargo en el Centro Universitario UAEM Tenancingo, se han caracterizado
15 colectas, de las cuales, de acuerdo a Ayala, (2015) la colecta 12 es
identificada como FB: colecta de corola blanca con entrenudos cortos, la colecta
11 FML: colecta de flor morada con entrenudos largos; ambas donadas por el Sr.
Augusto Zarate que ha trabajado con el cultivo por 15 afios, realizando seleccion
masal para la conservacion de este material. La colecta 3 fue proporcionado por
el Ingeniero Jacobo Madero identificada como FMC: colecta morada de
entrenudos medianos (Cuadro 2). El fenotipo F1, F2, F4, F5, F6, F7, F8, F9, F10,
F13, F14 y F15 con localizacion diferente (Cuadro 3) y de acuerdo a Martinez
(2016) muestran caracteristicas contrastantes en cuanto a color de flor, forma y

color del fruto (Figura 1), asi como en la morfologia de la planta (Cuadro 4).

Cuadro 2. Variacién en color de flor

COLECTA PROCEDENCIA ALTITUD
C12 El Zarco, Tenancingo | 2200 msnm
Estado de México.
Cl1 Coatepec Harinas, 2250 msnm
Estado de México
C3 Coatepec Harinas, 2250 msnm
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Estado de México
C12= Colecta 12; C11= Colecta 11; C3= Colecta 3.

Cuadro 3. Localizacion y descripcion de 12 colectas muestreadas en el Mercado Riva Palacio,
Tenancingo Estado de México

COLECTA LOCALIZACION ALTITUD DESCRIPCION
C1 San Bartolo, Villa Guerrero 2440 msnm Fruto rojo tres léculos
Cc2 Coatepec Harinas 2250 msnm Fruto rojo dos l6culos
C4 Villa guerrero 1767 msnm Fruto naranja dos I6culos
C5 Santa Ana, Tenancingo 2200 msnm Fruto naranja tres I6culos
C6 Santa Ana, Tenancingo 2200 msnm Fruto naranja tres I6culos
Cc7 Santa Ana, Tenancingo 2200 msnm Fruto naranja tres I6culos
C8 Santa Ana, Tenancingo 2200 msnm Fruto rojo dos l6culos
Cc9 Villa Guerrero 1767 msnm Fruto rojo tres léculos
C10 Coatepec Harinas 2250 msnm Fruto naranja tres l6culos
C13 Coatepec Harinas 2250 msnm Fruto rojo tres I6culos
Ci14 Santa Ana, Tenancingo 2200 msnm Fruto naranja tres l6culos
C15 Villa Guerrero 1767 msnm Fruto naranja tres l6culos

1 § 12 13 14 15

Figura 1. Formay coloracion de frutos de fenotipos presentes en el Centro Universiatario
Tenancingo
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Cuadro 4. Comparacion de medias en ocho caracteres cuantitativos observados en 15 fenotipos de
chile manzano del sur del Estado de México

Colecta L.tallo D.tallo L. hoja A.hoja L. planta A.planta L. B.P.* L. pedicelo*

1 17.4 13.07 16.2 8.2 110.4 71.6 9.4 2.53
2 18.55 13.38 17.2 10.5 105.8** 68.6 4.4%* 3.83**
3 17.8 14.63 17.8 10.61** 1214 61.9** 5.9 2.21
4 14.4 13.53 16.8 8.96 125.1 90.5 9.5 2.19
5 14.65 12.47 16.4 7.6%* 128.2 79.2 9.9** 3.19
6 10.77**  14.85 18* 9.25 125.8 81.1 6.6 2.83
7 20.4** 13.76 17 9.57 121.4 66.4 6.5 1.96**
8 12.55 13.93 16.7 8.09 112.8 96.2 7.8 2.12
9 17.65 12.63 15.9* 9.95 113.5 83.9 4.6 331
10 18.65 14.78 16.6 10.25 113.1 74.8 5.2 2.62
11 12.4 12.17 16 8.65 114.1 96.2** 7.4 2.9
12 12.85 10.79**  16.2 7.78 130.1 89.2 7 2.36
13 18.15 14.93** 16.5 8.44 136.5 80.8 7.6 2.62
14 30.5** 14.09 17.3 9.75 140.9** 72.2 7.9 2.69
15 20.45 13.95 17.1 9.47 118.7 75.4 6.2 2.43

cv 25.16 13.33 8.69 10.33 10.58 18.63 30.57 19.43

p 0.0001 0.001 0.04 0.0001 0.0001 0.0001  0.0001 0.0001
CV= coeficiente de variacion, p= probabilidad Tukey <0.01, ** valores altamente significativos, *
valores significativos, L= longitud, D= didmetro, A= ancho y L. B. P.=longitud en brotes primarios.

2.2.3. Enfermedades

De acuerdo a Agrios (2008), las plantas presentaran enfermedad cuando una o
varias de sus funciones sean alteradas por organismos patdégenos o por
determinadas condiciones del medio. Las causas principales de enfermedad en
las plantas son los organismos patdgenos y los factores del ambiente fisico. Los
procesos  especificos que  caracterizan las  enfermedades, varian
considerablemente segun el agente causal y a veces segun la planta misma. En
un principio, la reaccion de la planta ante el agente que ocasiona su enfermedad

se concentra en la zona enferma, y es de naturaleza quimica e invisible. Sin
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embargo, poco tiempo después la reaccion se difunde y se producen cambios

histologicos que se hacen notables y constituyen los sintomas de la enfermedad.

La importancia de un patégeno que ataca a una planta en su ambiente natural
generalmente es muy poca, pero conforme la agricultura tiende al monocultivo y a
la implantacion de diversas técnicas agrondémicas, no solo causa un desequilibrio
en el ecosistema y favorece la proliferacion de plagas y enfermedades, sino que
también se coloca a las especies cultivadas en un estado de predisposicion

(Bustamante y Rivas, 1999).

La pudricion de la raiz es el principal problema fitopatol6gico del cultivo de chile en
el Norte-Centro de México. En muestreos de campo realizados durante el afio
2000 en los Estados de Aguascalientes y Zacatecas, se detectd a los hongos
Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Phytophthora spp., Verticillium spp. y Pythium
spp. en raices de plantas enfermas. La mayoria de estos hongos producen
estructuras de resistencia (esclerocios, oosporas o clamidosporas) que aseguran

su supervivencia en el suelo por periodos prolongados (Velasquez et al., 2002).

La sintomatologia asociada con la pudricion de la raiz del chile incluye marchitez,
defoliacion, cambio de color y rizado del follaje, dafio a estructuras reproductivas,
maduracion adelantada e irregular, pudricion de la raiz, raicillas necréticas,
presencia de rebrotes, y otros sintomas como nudos deprimidos prolongados

(Veldsquez y Medina, 2002).
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Apodaca-Sanchez et al., (2004); Anaya- Lépez et al., (2011), mencionan a F.
oxysporum, Pythium aphanidermatum Edson, P. capsici y R. solani como agentes
causales de la marchitez en C. annum, los cuales se establecen en la raiz de la

planta ocasionando un dafio que origina la marchitez de la misma.

2.2.3.1. Fusarium spp.

Las especies de Fusarium causantes de marchitez siguen un patrén similar de
infeccion; penetran por la raiz y colonizan en el tallo de las plantas el sistema
vascular (Turlier et al., 1994). Sin embargo, la colonizacién, se restringe tanto en
cultivares resistentes como susceptibles a la regién de entrada inicial del
patdgeno, debido a la oclusién de los vasos por geles, deposiciones de calosa y
tilosas (Takken y Rep, 2010). En los cultivares susceptibles, la colonizacién
continda (distribucion secundaria) cuando los geles y calosas son degradados por
el efecto de enzimas pectoliticas del patdgeno y el crecimiento de las tilosas es
inhibido. En los cultivares resistentes, flavonoides del tipo de las catequinas y sus
productos de oxidacion inactivan las enzimas, y la distribucion secundaria es

confinada a los puntos de infeccion inicial (Deese y Stahmann, 1962).

Fusarium spp. se comporta como fitopatogeno al encontrar la planta con las
caracteristicas apropiadas de hospedero. Este penetra las diferentes capas de la
corteza de la raiz hasta alcanzar el sistema vascular. Ya establecido, la

colonizacion de la planta se lleva a cabo de manera rapida a través del xilema,
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gue origina la sintomatologia caracteristica de la marchitez (Roncero et al., 2000;
Agrios, 2008).

2.2.3.2. Phytophthora spp.

El Oomiceto se encuentra en el suelo y desde ahi sus propagulos son
capaces de diseminarse en corrientes de agua e infectar las raices o la
base del tallo, tanto en plantula como en etapa adulta; en la raiz genera pudricion
y en la base del tallo un estrangulamiento que bloquea el xilema e interrumpe el
paso del agua, causa amarillamiento de las hojas, favorece la incidencia del
tizon de hojas, defoliacion rapida, pudricion de frutos y muerte de la planta

(Velasquez etal., 2001).

2.2.3.3. Rhizoctonia spp.

En raiz se observan manchas irregulares a alargadas, acuosas, hundidas, de color
café claro a café oscuro. Sobre el tejido afectado ocasionalmente es posible
detectar a simple vista la presencia del hongo en forma de micelio muy ramificado,
de color café. En la parte aérea de la planta puede apreciarse clorosis del follaje,
seguido de marchitez (Andres, 2015). Estas enfermedades son conocidas como
“pudricidén del tallo y la raiz’, “ahogamiento” 6 “cancrosis del tallo de las

plantulas” (Agrios, 1985).

2.2.3.4. Pythium spp.

Las distintas especies de Pythium tienden a ser muy inespecificas y generalistas

en su gama de huéspedes (Owen-Going, 2002). Ante un ataque de Pythium las
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semillas infectadas se tornan blandas, pastosas y negras, y finalmente mueren.
Los plantios tienen tallos muy hiumedos y se colapsan. Aparentemente sin razon,
plantas ya crecidas y plantas madres comienzan a marchitarse y muestran un
color amarillento (que a menudo se identifica erroneamente como una deficiencia
nutricional), y a veces las hojas tienden a enrollarse hacia abajo. De igual manera,
las plantas muestran un crecimiento pobre y el rendimiento se reduce o hay
pérdida total de la cosecha. La podredumbre de las raices afecta a todo el cultivo
(decenas de miles de plantas, en muchos casos) en un plazo de dos a cuatro dias

(Owen-Going, 2002; Owen-Going et al., 2003).

2.3. Mecanismos de defensa de la planta

En el proceso de adaptacion a los ecosistemas terrestres, las plantas enfrentan
muchos tipos de estrés, incluyendo el ataque de comunidades de
microorganismos del suelo (Emiliani et al.,, 2009). Las interacciones planta-
microorganismos han mostrado diversas respuestas en la planta, en términos de
los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y se ha podido
determinar su importante papel en resistencia de las plantas a patdgenos
(Bindschedler et al., 2006), encontrdndose que la planta eleva sus niveles de
ERO’s cuando es atacada por patégenos (Fase I) y luego mantiene niveles
moderados de produccion de ERO’s (Fase Il) (Lamb y Dixon, 1997; Torres et al.,

2005).

Las comunidades de plantas interactlan con organismos benéficos y antagénicos,

lo cual les exige el desarrollo de respuestas adaptativas para integrar las diferentes
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sefales que reciben. Esta complejidad esta enmarcada en la gran diversidad de
especies de plantas, insectos y microorganismos, incluyendo benéficos que
interactian y permiten mejorar el crecimiento y la nutricion vegetal, favorecen la
tolerancia a estrés, el control de plagas y la polinizacion (Pozo et al., 2005). Ante la
multiplicidad de interacciones, las plantas presentan una amplia flexibilidad de
respuestas frente a organismos benéficos y patdégenos (Verhagen et al., 2004), con
superposicion de algunas sefiales activadas por la planta y respuestas adaptativas
gue se mueven entre la protecciéon frente a los agresores y la obtencién de
beneficios, generandose una sofisticada red de sefales, donde los procesos de
sinergismo y antagonismo entre vias de sefializacion permiten afinar el mecanismo

de defensa mas adecuado (Chisholm et al., 2006; Pieterse y Dicke, 2007).

La iniciacion de procesos de defensa de las plantas frente a una posible infeccidén o
colonizacion por microorganismos, requiere de un dialogo molecular entre los

organismos involucrados (Gust et al., 2012) en el cual se debe considerar:

1.- Percepcion de los patrones moleculares asociados a microorganismo (MAMPS)

del microorganismo por los receptores de reconocimiento de la planta (PRRS).

2.- Percepcion de las proteinas efector-especificos del patovar microbiano por los
receptores inmunes de la planta (Spoel y Dong, 2012; Chisholm et al., 2006; Dang y

Jones, 2001).

Un mecanismo de adaptacion de plantas, es su habilidad de reconocer y responder

rapidamente frente a un posible invasor mediante respuestas de defensa.
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Respuestas gen-gen se observan cuando un patégeno con un gen dominante de
avirulencia es reconocido por una planta con un gen dominante de resistencia (R);
en interacciones incompatibles el hospedero es resistente, pero en las compatibles
no hay reconocimiento gen-gen, el patdégeno es virulento y el hospedero
susceptible. En las respuestas de resistencia gen-gen, mediadas por hormonas
como &cido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) y etileno (ET), las plantas
presentan mecanismos de defensa mediante efectores, con produccion de

metabolitos, proteinas y acumulacion de calosa y lignina (Glazebrook, 2005).

La respuesta de defensa, puede iniciarse por un reconocimiento gen-gen, que limita
el crecimiento del organismo invasor y puede estar acompafiada por la produccién
de ERO’s, necesarias para la respuesta hipersensible (HR), que permite la
programacion de muerte celular y le impide al invasor el acceso a nutrientes y agua.
Esta resistencia mediada por genes R esta asociada con la activacion de la via de
sefalizacion dependiente del SA que permite la expresion de proteinas
relacionadas con patogénesis (PR), mientras que otras defensas de la planta estan
controladas por mecanismos que dependen de ET o de JA (Glazebrook, 2005). La
primera respuesta inmune, genera un nivel de defensa basal y le permite reconocer
caracteristicas comunes de los patdgenos. Son los patrones moleculares asociados
a patdégenos (PAMPSs), los cuales forman parte de la primera linea de defensa y
puede ser suprimida por patdgenos por liberacién de proteinas efectoras, que son
reconocidas por las plantas a través de proteinas R, conformando una segunda

linea de defensa, llamada inmunidad disparada por efector (Chisholm et al., 2006).
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Las plantas pueden activar otra linea de defensa, la resistencia inducida, que es
sistémica, tiene un amplio espectro de efectividad (Howe, 2004) y puede ser
inducida por organismos patégenos y benéficos (HFMA y rizobacterias), activada en
organos distantes de una planta en respuesta a una infeccion localizada y confiere
una resistencia mejorada contra un posible ataque posterior para un amplio rango
de patogenos (Pozo et al., 2004; Chaturvedi y Shah, 2007; Vlot et al., 2008). Los
patdgenos inducen resistencia sistémica adquirida (SAR) (Durrant y Dong, 2004).
En cuanto a la resistencia sistémica inducida (ISR) esta es mediada por
rizobacterias (Van Loon et al., 1998) y también es observada en plantas
colonizadas por HFMA (Liu et al., 2007) y la defensa directa es inducida por
herbivoros (Howe, 2004). Dentro de los mecanismos de defensa inducida, se
encuentra la produccién de compuestos como proteinas relacionadas con
patogénesis (PR) con actividad antimicrobiana (Van Poecke y Dicke, 2004),
inhibidores de proteinasas que afectan insectos (Howe, 2004), produccion de
sustancias volatiles que atraen parasitoides y predatores (Van Bel y Gaupels, 2004;
Heil y Ton, 2007) y néctar para capturar artropodos que controlan herbivoros (Dicke
y Hilker, 2003). Estas sefiales pueden transmitirse internamente por haces
vasculares (Van Bel y Gaupels, 2004; Heil y Silva, 2007) y externamente mediante
sustancias volatiles que permite dirigir la sefial a la planta y a plantas circundantes.
Algunas de estas sefales pueden actuar indirectamente, mediante atraccién de

enemigos naturales (Heil y Silva, 2007).

En la resistencia inducida, el SA, el JA y el ET juegan un papel clave (Durrant y

Dong, 2004) y la eficiencia en la regulacién de la respuesta depende del tipo
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especifico de organismo Yy la cantidad, composicion y tiempo de identificacion de la
sefal que produce la activacién de genes de defensa (Mur et al., 2006). La mayoria
de genes de respuesta via JA activados por cada atacante son especfificos para la
combinacion planta-atacante, pero en mecanismos de comunicacion cruzada, se
forma una compleja red de respuesta especffica por el atacante (Pieterse y Dick,
2007). La comunicacion cruzada entre vias de defensa permite regular, priorizar y
definir la estrategia de defensa dependiendo del atacante, pero organismos
benéficos y atacantes pueden alterar la red de sefales y manipular las defensas
(Harrison, 2005), usando factores de virulencia como la coronatina que actia en
forma andloga al jasmonato (Nomura et al., 2005). En Arabidopsis la coronatina
suprime las defensas dependientes de SA contra Pseudomonas syringae Van Hall,
incrementando la susceptibilidad al patégeno (Brooks et al., 2005), asi como la
variabilidad intraespecifica existente en el grado de interaccion entre defensas
dependientes de SA y JA puede constituir una forma de evasion frente a estrategias

tipo sefiuelo empleadas por patégenos (Traw et al., 2003).

“Priming”
La modulacién de respuestas de defensa de la planta utiliza diversos mecanismos

como identificacion, comunicacion cruzada y supresion de sefales de defensa
mediada por el patégeno. La activacion de respuesta de defensa acompafada de
una estrategia efectiva es fundamental para control de plagas, por el alto costo
energético de la defensa. Este fendbmeno se conoce como “priming”, en el que un
estimulo recibido facilita la respuesta de otro estimulo relacionado y actlla como un

mecanismo de memoria (Conrath et al., 2006), que contribuye a los procesos de
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adaptacién de la planta al estrés (Pieter y Dicke, 2007). La eficiencia en la
comunicacion entre oOrganos infectados y no infectados es vital para la
manifestacion a tiempo de defensas que permitan restringir sistémicamente el
avance del ataque. Los haces vasculares sirven como medio eficiente de
comunicacion a larga distancia dentro de la planta. Las sefiales aéreas también
contribuyen en este proceso. Algunos de los metabolitos candidatos en sefiales
sistémicas de defensa de la planta frente a patdégenos son el metil-salicilato, los
jasmonatos, el acido azelaico y di-terpenoides, encontrados como sefiales moviles
asociados con la activacién sistémica en contra de un amplio espectro de
patégenos (Chaturvedi y Shah, 2007; Truman et al., 2007). Asi, esta el &cido zelaico
que ejerce “priming” sobre la via del SA (Cameron et al., 1994; Laurie-Berry et al.,
2006; Jung, et al., 2009), los terpenoides (Mumm et al., 2008) y los volatiles verdes
de hojas (Green leaf volatiles- GLVS) que actuan como “priming” en vias de
jasmonatos (Heil et al., 2007). Por el contrario, las auxinas probablemente

contribuyen a la regulacion negativa de las defensas sistémicas (Shah, 2009).

El “priming” puede ser inducido por bacterias benéficas (Verhagen et al., 2004),
hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) (Pozo et al.,, 2005),
patdgenos (Cameron et al., 1999), insectos herbivoros (De Vos et al., 2006), por
aplicacion de sustancias quimicas, como bajas dosis de SA (Mur et al., 1996), JA
(Kauss et al., 1994) y por compuestos organicos volatiles (VOCs) en relaciones
planta-herbivoros y planta-planta (Baldwin et al., 2006), observandose que los
VOCs inducidos por herbivoros producen un estimulo en plantas cercanas

mejorando directa e indirectamente las respuestas de defensa (Kessler et al.,
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2006). En plantas en estado de “priming” las respuestas de defensa no son
activadas directamente por el agente del “priming”, pero son aceleradas después
de la percepcién de la sefial de estrés, aumentando el nivel de resistencia

(Conrath et al., 2006).

2.4. Seleccién natural

De acuerdo a Solomon (2008), la evolucién es la acumulacion de cambios
hereditarios en el transcurso del tiempo, mientras que la adaptacion es la
modificacion evolutiva que mejora las oportunidades de supervivencia y de éxito
reproductivo de la poblacién en un ambiente dado. Con el tiempo la acumulacion
de modificaciones podria dar por resultado nuevas especies. Asi entonces, de
acuerdo a Darwin en la seleccién natural los organismos mejor adaptados tienen
mayor probabilidad de sobrevivir y convertirse en los progenitores de las
generaciones sucesivas, mientras que los rasgos menos favorables disminuyen o

desaparecen.

Darwin propuso que la evolucion ocurre por seleccion natural y consiste en cuatro

observaciones sobre el mundo natural:

1. Variacion: Los individuos de una poblacion presentan variacion, con una
combinacion Unica de rasgos como la capacidad de tolerar condiciones
ambientales diversas y resistencia a ciertos parasitos o0 infecciones.
Algunos de estos rasgos elevan la probabilidad de supervivencia del
individuo y su éxito reproductivo, mientras que otros no.

2. Sobreproduccion: La capacidad reproductiva de cada especie tiene el

potencial de aumentar geomeétricamente las poblaciones.
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3. Limites al crecimiento poblacional, o lucha por la existencia: El alimento,
luz, espacio vital y otros recursos disponibles para la poblacién son
limitados, por lo que los individuos compiten entre si por ellos. Debido a que
hay mas individuos de los que el ambiente puede mantener, no todos
sobreviviran hasta la edad reproductiva.

4. Exito reproductivo diferencial. La descendencia tiende a parecerse a los
progenitores, debido a que la siguiente generacion obtiene los rasgos
heredados de los progenitores. El éxito productivo es la clave de la eleccion
natural: los individuos mejor adaptados producen mayor descendencia,
mientras que los menor adaptados mueren prematuramente o producen

menos descendencia.

2.5. Deriva génicay efecto fundador

Aunque la seleccion natural es importante por ser un mecanismo adaptativo, no es
la anica fuerza de cambio de las frecuencias alélicas y por ende, de diferenciacion
genética entre poblaciones. Imaginemos el caso, por ejemplo, de una poblacién
tedrica pequeia y aislada en la que ninguno de los alelos de un determinado gen
multialélico (es decir polimérfico, con varios alelos en la misma poblacion) tiene
una ventaja adaptativa sobre los demas (se dice entonces que los alelos son
neutros). En estas condiciones cada alelo tiene la misma probabilidad que todos
los demas de sobrevivir y de ser transmitido a la descendencia. Sin embargo,
debido a que la poblacién es limitada en tamafio es posible que no todos los alelos
de ese gen estén representados en los individuos de la siguiente generacion. Este

mecanismo de cambio de frecuencias alélicas de una generacion a otra es similar
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a un error de muestreo: si las clases estudiadas son muchas, es muy probable que
en una muestra pequefia no detectemos algunas de ellas, especialmente si su
ocurrencia es baja. Como consecuencia las frecuencias alélicas cambiaran de una
generacion a otra, y los alelos tenderdn a desaparecer paulatinamente del pozo
genético disminuyéndose la variabilidad hasta que, después de un nimero n de
generaciones, ocurrira fijacion y el gen se vuelve monoalélico. A este fendbmeno se
le denomina deriva génica. La diferencia entre la seleccion natural y la deriva
génica reside en que la primera es direccional, mientras la segunda es aleatoria,
un aspecto importante de la evolucion que Charles Darwin ya habia notado
(Darwin, 1859).

La competencia entre la deriva genética aleatoria y la seleccion natural
desempeiia un papel central en la evolucion: Considerando que las mutaciones no
benéficas a menudo prevalecen en poblaciones pequefias por casualidad, las
mutaciones que barren a través de grandes poblaciones suelen conferir una
ventaja selectiva.

Un principio de la biologia evolutiva moderna es que La seleccion darwiniana y la
deriva genética aleatoria compiten en impulsar el cambio evolutivo (Nei, 2005). Es
ampliamente aceptado que la deriva genética puede tener efectos significativos en
poblaciones pequefas (Nei et al., 1975) que incluso puede llevar a la especiacion
(Mayr, 1963). En grandes poblaciones, sin embargo, los efectos de muestreo
aleatorio generalmente se consideran débiles comparado con la seleccién (Hartl y
Clark, 1997; Elena y Lenski, 2003) (ley de grandes nimeros). La mayor salida de
este comportamiento paradigmatico ocurre cuando grandes poblaciones

experimentan expansiones de rango. Los descendientes de los individuos que se
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establecen primero en un nuevo territorio son mas propensos a dominar el
conjunto de genes a medida que la expansion progresa (Edmonds et al., 2004,
Hallatsche y Nelson, 2007). Los efectos de muestreo aleatorio entre estos
pioneros dan como resultado una deriva genética que puede tener profundas
consecuencias en la diversidad de la poblacién en expansion. De hecho, niveles
espacialmente variables de la diversidad genética y los patrones de colonizacion
parecen estar correlacionados en muchas especies (Cavalli-Sforz et al., 1993;

Ramachandran et al., 2005).

2.6. Variabilidad genética

De acuerdo a Gliessman (2002), la variabilidad genética entre las especies, se
debe principalmente a la naturaleza de la réplica del ADN, el cual no siempre se
réplica asi mismo perfectamente, ocurren errores de diferentes tipos llamados
mutaciones, y siempre ocurren con alguna frecuencia. Ya que la réplica del ADN
es un requisito previo de la reproduccién de nuevos individuos, mutantes son
generados constantemente. Sin embargo, algunas mutaciones son fatales,
detrimentales, neutras y muy poco ventajosas 0 positivas, todas las mutaciones
representan diferencias y variabilidad genética. La mayoria de las mutaciones son
cambios simples en la secuencia de los nucleétidos de la molécula del ADN, que
por si mismas pueden no tener efecto significativo, pero sumadas y en funciones
del tiempo, pueden resultar en cambios fundamentales, como producciéon de frutos

mas grandes o resistencia a las heladas.
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La variabilidad también es producida por la reproduccion sexual. Cuando dos
individuos se reproducen sexualmente, los genes de cada uno son distribuidos de
manera diferente en los diferentes gametos (células sexuales), y el material
genético contenido en los gametos es mezclado en una nueva manera cuando los
gametos se cambian durante la fertilizacion. Las variaciones pueden ser
introducidas durante la meiosis (la formacion de gametos) cuando los cromosomas
son borrados o translocados, o cuando cromosomas analogos fallan al separarse

en la primera division mitética.

Este ultimo tipo de “error’” crea gametos que tienen dos copias de cada
cromosoma (diploide) en vez de uno como es usual (haploide). Si uno de estos
gametos diploides se fusiona con un gameto haploide normal resultara un cigoto
con tres veces el nimero de cromosomas haploides, y cuando uno se fusiona con
otro gameto diploide no reducido, se puede formar un cigoto con cuatro veces el
nimero de cromosomas del haploide. De tal forma que el incremento de
cromosomas representa otra fuente de variacién genética. Las plantas que tienen
mas cromosomas que el diploide, son llamadas poliploides, tipicamente tienen
caracteristicas diferentes que sus ancestros y ocurre con relativa frecuencia en la

naturaleza.

Debido a la variacion genética natural, algunos individuos de la poblacion pueden
poseer caracteristicas que otros no tienen, 0 pueden expresar ciertas
caracteristicas con mayor o menor grado que otros. Estas caracteristicas pueden

dar al individuo ciertas ventajas ligadas a su ciclo de vida. Estos individuos pueden
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crecer mas rapido, sobreviven una cantidad mayor o tienen una ventaja
reproductiva. Debido a estos factores, ellos pueden tener mayor cantidad de
descendientes que otros individuos, los cuales incrementan la frecuencia de su
material genético en la poblacién como un todo. Esto es a través de un proceso de
reproduccion diferencial que provocan cambios genéticos en las especies a través

del tiempo.

Para que la seleccién natural actle es imprescindible que exista variabilidad
genética; si la variacién genética de determinada poblacion disminuye y aumenta
la homocigosis, ésta se dirigiria a un camino evolutivo sin salida. Sin embargo, las
poblaciones tienen en general un alto grado de heterocigosis. Una de las
principales fuentes de variabilidad son las mutaciones genéticas al azar que dan
lugar a cambios heredables en las secuencias de nucleétidos. Las variantes
alélicas que se originan dentro de una poblacibn por mutaciones y que se
recombinan en la meiosis dan lugar a fenotipos que son la base de la

microevolucion adaptativa Masuelli y Marfil (2011).

Recientes avances en el area de la biologia y genética molecular han demostrado
que existe otra fuente de variacion llamada epigenética. La epigenética es el
estudio de cambios heredables en la expresion y funcion génica que no pueden
ser explicados por cambios en la secuencia de ADN (Richards, 2006). Se encontré
que la variacion heredable no necesariamente se basa en cambios de secuencias,
sino que existen cambios heredables en la expresion génica en total ausencia de

variabilidad genética. Una caracteristica fundamental del fendbmeno epigenético es
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gue esta influenciado por el ambiente y un mismo genotipo puede mostrar
fenotipos alternativos. Diferentes tipos de estrés pueden inducir cambios
epigenéticos en un individuo, en plantas se mencionan, entre otros, el ataque de

patdgenos, el cultivo in-vitro y la hibridacion interespecifica (McClintock, 1984).

2.7. Identificacién molecular de hongos filamentosos

La identificacidén preliminar de fitopatdgenos basada en estudios taxonémicos de
los hongos y su patologia sobre hospedero (Aoki et al., 2005), requiere tiempo y
experiencia considerables. Estas dificultades se han solucionado con la aplicacion
de las técnicas moleculares basadas en el andlisis de fragmentos de las moléculas
de acidos nucleicos (Orbera, 2004). Sin embargo, los métodos moleculares como
PCR agilizan la identificacion analizando regiones especfificas dentro de genes

(Lafuente-Rincon et al., 2016).

La taxonomia de hongos puede ser desafiante por la plasticidad morfolégica y
fisioldgica intraespecificas, asi como por el nimero limitado de marcadores
morfolégicos. Ademas, el proceso de identificacion basado en rasgos morfolégicos
y fisiolégicos, puede consumir mucho tiempo. La secuenciacién de los genes
ribosomales (ADNr) y de sus espacios transcriptos internos, ITS (Internal
Transcribed Spacer) u otras regiones variables dentro de genes conservados (por
ejemplo: gen de actina) es frecuentemente necesaria para la identificacién

taxondmica precisa (Slemmons et al., 2013).
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Resultados previos han demostrado que regiones complejas ITS (no codificantes y
variables) son Utiles para medir relaciones genealdgicas cercanas de hongos,
dado que exhibe grandes diferencias interespecfficas (Esteve-Zarzoso et al.,
1999). En hongos, el ADN que codifica para el ARN ribisomal esté organizado en
unidades que se repiten cientos de veces a lo largo del genoma. Cada unidad esta
formada por tres genes, uno que codifica para la subunidad 18S, uno que codifica
para la subunidad 5.8S y otro para la subunidad 26S. Estos genes estan
intercalados por secuencias no codificantes, denominadas ITS 1 e ITS 2, A su vez,
cada unidad esta separada de la otra por una region denominada IGS (Inter Genic
Spacer), intercaladas por gen 5S (Figura 2). Estas regiones son lo
suficientemente variables para ser utilizadas como region blanco especfificas de
especie (Slemmon et al., 2013). Dado que las regiones ribosomales evolucionan
de manera concertada, muestran un bajo polimorfismo intraespecifico, y una gran
variabilidad interespecifica, se ha probado que son muy Utiles para la clasificacion

de especies de género (Esteve-Zarzoso et al.,1999).
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Unidad repetitiva

ITS IGS ITS IGS

Figura 2. ITS. A. Region de ADN que codifica para el ARN ribosomal. B. Detalle de una unidad
repetitiva.

2.8. Identificacién molecular mediante amplificacion y secuenciacion

La extraccion de ADN consta de tres etapas: 1- Lisis celular, 2- purificacion y 3-
recuperacion. La lisis celular en hongos implica la ruptura de la pared celular y de

la membrana plasmética (Sambrook y Russell, 2011).

La estructura de la pared celular es altamente compleja comparada con la
membrana celular de los mamiferos y la pared bacteriana. Consiste de gruesas
capas de quitina (1-3)-B-D-glucano, (1-6)-B-glucano, lipidos y proteinas. Una dura
capa superficial de la melanina puede estar presente, que es altamente resistente
a la luz UV, a la digestion enzimatica y a la descomposicion quimica. Estas
caracteristicas fisicas de la pared fungica, han impedido el desarrollo de un
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método Unico y universal de extracciéon de ADN para hongos (Karakousis et al.,
2006). Para la ruptura de pared se usan métodos fisicos o enzimaticos, y métodos

quimicos para la ruptura de membrana.

Existen diferencias significativas en el grado de lisis entre especies, dependiendo
del método de ruptura de pared celular utilizado, sin embargo la lisis completa en
todas las especies solo se dio utilizando congelamiento con nitrégeno liquido y

molienda con mortero (Karakousis et al., 2006).

En el proceso de purificacion se realizan uno o dos lavados con solventes
organicos (Fenol, cloroformo) para separar proteinas, tales como las nucleasas.
Mientras que la recuperacion del ADN se logra mediante precipitacion en
condiciones adecuadas. Agregar sales neutraliza la carga negativa del ADN
favoreciendo su precipitacioén, y volviéndolo insoluble en etanol o isopropanol.

Varios factores ademas de la recuperacion de ADN deben ser considerados al
seleccionar un método de extraccion de ADN, un ejemplo es: el costo de la
muestra, el tipo de procedimiento, el volumen de muestra, reactivos adicionales y

el equipamiento necesario (Fredricks et al., 2005)

2.8.1. Amplificacion de ADN mediante PCR

La reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR (Polymerase Chain Reaction) es un
método de sintesis enzimatico que se utiliza para la amplificaciéon de fragmentos

especificos de ADN in vitro. Utliza un ADN molde, dos cebadores
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oligonucleétidios (primers), desoxinucleétidos y una enzima termoestable con
actividad polimerasa. La reaccion transcurre a traves de una serie de ciclos
repetitivos que consisten en tres pasos:

1. Desnaturalizacién del ADN molde.

2. Hibridacion de las cadenas simples de ADN con los primers.

3. Polimerizacion o elongacion del complejo ADN-iniciador realizado por la

polimerasa termoestable.

La PCR ha permitido detectar e identificar especies fungicas en muestras clinicas,
en alimentos, aire, agua y suelo (Karakousis et al., 2006).

La sensibilidad final de cualquier ensayo de PCR para la deteccion de hongos
depende de la lisis eficiente de las células fungicas en la muestra y de la

purificacion del ADN que esté libre de inhibidores de la PCR.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo del chile manzano presenta diferentes retos aun por superar como:
eficientes sistemas de produccidn, reducido nimero de variedades, susceptibilidad
a problemas de marchitez provocada por hongos, entre otros. Las estrategias que
se siguen actualmente para disminuir el dafio de esta enfermedad son la
modificacion del pH de los suelos, surcos elevados que reduzcan el exceso de
humedad, una mejor nutriciéon y uso de fungicidas; sin embargo, se considera que
la mejor forma de controlar la marchitez es con el uso de variedades resistentes.
No se ha explorado la resistencia a dicho patdgeno en la variabilidad genética de
las diferentes colectas de la region. Actualmente se sabe que en la region sur del
Estado de México se cultivan diferentes colectas, de las cuales, algunas han sido
descritas por Martinez (2016), no obstante, no se conoce el grado de
susceptibilidad a plagas y enfermedades que pudiera representar el inicio de
programas de mejoramiento genético para el desarrollo de nuevos materiales

superiores a los ya existentes.

Con base en lo anterior se realizé la presente investigacion con el objetivo de
evaluar el comportamiento de 16 fenotipos de chile manzano, cultivados en
invernadero, a los que se les inocularan los hongos patdgenos de importancia
agricola como Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici y Rhizoctonia solani en
la Universidad Auténoma del Estado México, a fin de detectar aquellos materiales

que ofrecen cierto grado de tolerancia o resistencia.

4. HIPOTESIS
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De existir variabilidad genética en diferentes fenotipos de chile manzano
entonces éstos pueden mostrar variacion en la repuesta a la marchitez de la

planta provocada por el complejo fangico.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la variacion en la respuesta al dafio provocado por el complejo fangico de

la marchitez en dieciséis fenotipos de plantas de chile manzano.

5.2. Objetivos especificos

»  Aislar e identificar morfolégica y molecularmente el o los agentes causales de

la marchitez enchile manzano

®»  Determinar la patogenicidad de los microorganismos aislados

»  Evaluar el dafio ocasionado por el agente causal

»  FEvaluar la resistencia de colectas de chile manzano a la marchitez
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Localizacion del experimento
La investigacion se llevd a cabo en Centro Universitario UAEM Tenancingo, el
experimento se realizd en el invernadero que esta ubicado a 18° 58’ 05.53” de

latitud norte y 99° 36’ 50.51” de longitud oeste, y a una altitud de 2068 msnm.

y/

A ~
1, ~
Centio Universitaro UAQEr,VIT'_é.‘n'ancmgo

L = ‘CEN‘T RO UNIVERSIRARIO UAEM TENANCINGO

Figura 3. Ubicacién del Centro Uniwersitario UAEM Tenancingo en Google earth 2018

6.2. Material biolégico

6.2.1. Fenotipos

Se utilizaron 16 fenotipos o morfotipos de chile manzano contrastantes en al
menos un caracter (los términos fenotipo y morfotipo se usaran en esta
investigacion de manera indistinta); tres de ellos (M11, M12 y M3) obtenidos de

productores (Cuadro 2) y 12 mas (M1, M2, M4, M5, M6, M7, M8, M9, M10, M13,
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M14, M15) fueron muestreadas en el mercado Riva Palacio de Tenancingo
(Cuadro 3). La informacion sobre el lugar de procedencia de los fenotipos de
Santa Ana y Villa Guerrero fue proporcionada por las sefioras a quienes se les
compraron los chiles, que caracteristicamente no tienen un local establecido y
venden lo que producen en traspatio. Los fenotipos de Coatepec Harinas se
compraron en los locales establecidos en el mercado, eligiendo los vendedores
que compran los chiles directo con los productores y saben su procedencia, las
cuales ya fueron caracterizadas en el Centro Universitario UAEM Tenancingo por

Martinez (2016), ademas se incluyé 1 fenotipo muestreado en Tecomatlan.

6.2.2. Colecta de material enfermo

Se muestrearon y colectaron plantas de chile manzano en los municipios de
Tenancingo, Villa Guerrero, Ixtapa de la Sal y Coatepec Harinas. Dichas plantas
presentaban sintomatologia de marchitez, y de las cuales se tomé la raiz con 30

cm de tallo y tierra de alrededor de la raiz.

6.3. Aislamiento in vitro del patégeno

6.3.1. Desinfeccion del tejido vegetal

Se tomd tejido de tallo y raiz de las plantas colectadas y se procedi6o a
desinfestarlo de acuerdo al método descrito por Lopez (1984). La muestra se lavo
con agua corriente y se cortd en secciones (trozos) de tejido de aproximadamente
0.5 cm2. En seguida se pasaron los trozos seleccionados a cajas de Petri con una

soluciéon de hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% (v/v) y se dejaron por un minuto y
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medio, en seguida se enjuagaron en tres pasos de agua destilada estéril durante
30 segundos cada uno. Después se colocaron en cajas de Petri con papel
desecante estéril por un lapso de 24 horas, transcurrido este tiempo se procedi6 a

colocar el tejido en medio de cultivo especifico bajo condiciones asépticas.

6.3.2. Siembra del tejido vegetal en medio de cultivo

Para el aislamiento del patégeno el tejido vegetal desinfestado se sembrd de
acuerdo a LoOpez (1984), en una caja de Petri con medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA) para hongos y para oomicetos de acuerdo a Lépez (2009), en 20
g de harina de maiz, 18 g de agar-agar, 0.8 mL de pimaricina, 0.02 g de
rifamicina y 0.25 g L-! de ampicilina, en agua destilad (Medio de cultivo 3P). Se
colocaron cinco trocitos de raiz y tallo, separados uno de otro, y se incubaron a
una temperatura de 24°C bajo obscuridad. Las siembras se revisaron cada 24
horas para observar el crecimiento y desarrollo del hongo. Una vez crecido el
hongo, trocitos del medio de cultivo con micelio se tomaron del margen externo de
la cepa y se transfirieron a otra caja con medio de cultivo. Después de cinco dias
se transfirieron nuevamente a cajas de Petri con medio de cultivo para la

obtencion de cultivos puros.

En el caso de las muestras de suelo, el aislamiento se realizd de acuerdo a la
metodologia propuesta por Hendrix y Campbell, (1970), se utilizaron manzanas
verdes Granny Smith como trampas vegetales para oomicetos, las cuales se

lavaron con alcohol; a cada manzana se le realizaron 4 perforaciones de 10 mm
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de diametro y 15 mm de profundidad con un sacabocados estéril. Se rellenaron las
perforaciones con la muestra de suelo correspondiente y se saturaron con agua
destilada estéril, cubriéndose con cinta adhesiva. Las manzanas se incubaron a
temperatura ambiente hasta observar la aparicion de lesiones, de las cuales se
extrajeron pequefios trozos de tejido infectado y se sembraron en medio 3P.

Puntas de hifa de las colonias se transfirieron a medio de cultivo PDA.

6.3.3. Purificacién in vitro del patégeno

Al observar crecimiento de diferentes colonias se procedid a obtener cultivos
puros, es decir que contiene solo el organismo de interés. Muestras de pequefias
secciones de cada una de las diferentes colonias se revisaron previamente para
comprobar la ausencia de contaminantes y posteriormente se separaron y
transfirieron con aguja flameada a nuevas cajas de Petri con medio PDA. Este
proceso se repitidé hasta obtener un cultivo puro. Las colonias puras se dejaron
crecer hasta que el hongo desarroll6 estructuras reproductivas que permitieron su

identificacion morfoldgica.

6.3.4. Cultivos monospadricos

Una vez que se obtuvieron los cultivos puros se procedio a realizar cultivos de una
sola espora denominados monosporicos, para lo cual por cada aislamiento se
tomaron colonias de siete dias de edad, de las cuales se prepard una suspension
de conidios para lo cual se aplicaron 10 mL de agua destilada estéril a cada caja

de Petri, con una varilla de aluminio estéril se llevo a cabo el raspado de cada una
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de las colonias, esto con la finalidad de liberar los conidios. En seguida se tomé 1
mL y se aplicé en un tubo de ensayo que contenia 9 mL de agua destilada estéril,
se agitd con un vortex por 15 segundos, se tomé 1 mL y se aplicé en un segundo
tubo, este proceso se realizd hasta llegar al tubo 5. Los tubos 1 y 2 se eliminaron
por tener una mayor concentracion de esporas. Los tubos 3, 4 y 5 se agitaron
vigorosamente con vortex por 15 segundos y se tom6 1 mL de cada uno, se aplico
en una caja de Petri con medio de cultivo PDA (todos por separado) y se procedio
a extenderlo con una varilla de aluminio esterilizada. Se procedié a incubar a 25°C
bajo oscuridad. Dos dias después se observo bajo microscopio estereoscoépico la
germinacion de las esporas, las cuales fueron transferidas de manera individual a

cajas de Petri con medio de cultivo PDA.

6.3.5. Cultivo de punta de hifa

Para aquellos patégenos ya sean hongos u oomicetos que no generan conidios se
realizaron cultivos de punta de hifa, para lo cual se cultivaron en agar agua, esto
con la finalidad de que el micelio creciera separado. Una vez que se observo el
crecimiento micelial se observo bajo microscopio estereoscépico y con un alfiler se
tomo6 cuidadosamente la punta de una hifa, la cual se cultivd en medio de cultivo

PDA, se procedio a incubar a 25°C bajo oscuridad.

6.3.6. Velocidad de crecimiento micelial

De cultivos monospadricos y de punta de hifa se realizaron cinco repeticiones, y se

procedid a trazar el crecimiento radial cada 24 horas. Una vez que el micelio llen6
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la caja de una de las repeticiones, se detuvo la medicidn para cada especie. El
crecimiento se midi6 en cm? con el programa ImageJ, Versiéon 1.43u. Con los
datos obtenidos se realizd una regresion lineal por la pendiente de su curva para
determinar la velocidad de crecimiento con el programa InfoStat (Di Rienzo et al.,
2016). La esporulacion se midié con un hematocitometro, y se procedié a
seleccionar para cada especie aquella sepa con mejor velocidad de crecimiento y

mayor esporulacion para aquellas que generaron conidios.

6.4. Pruebas de patogenicidad in vitro

Para el caso de la colonia de hongos que generé esporas, la patogenicidad se
determind de acuerdo a Apodaca et al. (2001). De cultivos monospéricos se
obtuvieron colonias de siete dias de edad en cajas de Petri con medio de cultivo
PDA, de las cuales se hizo una suspension de 1x106 conidios mL1, a cada caja de
Petri se le aplicé 10 mL de agua destilada estéril y con una varilla de aluminio
estéril se llevdo a cabo el raspado con la finalidad de liberar los conidios para

cuantificarlos en un hematocitémetro.

Para aquellas colonias que no generaron esporas se procedié a aplicar 20 mL de
agua destilada estéril en una caja de Petri con la colonia de interés, en seguida
con una varilla estéril se realizé raspado para obtener una suspension de micelio.
Semillas del fenotipo tres de chile manzano se desinfestaron en NaOCI 2% por 10
segundos y se enjuagaron en tres pasos de agua destilada estéril, posteriormente
se sumergieron en la suspension de conidios y micelio durante 10 minutos, en

seguida se sembraron en cajas de Petri con medio de cultivo Agar Agua. Cada
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cepa obtenida de cultivos monosporicos y de punta de hifa, fue considerada un
tratamiento, de las que se tuvo 5 repeticiones que constaron de 10 semillas. El
testigo consistio de semillas desinfestadas y sumergidas en agua destilada estéril.
A partir del primer dia después de la inoculacion se observaron las semillas, al
haber germinado se registraron los sintomas de radicula e hipocoétilo, en el décimo
dia se evalu6 la incidencia y severidad de acuerdo a Herrera, (2012). Se
determind la incidencia de la enfermedad expresada en porcentaje, mediante la
relaciéon (Niumero de plantas enfermas / Niumero de plantas totales) x 100. Como
indicadores de la severidad se usaron la longitud de las lesiones visibles y la altura
de la plantula, asi como el porcentaje en la longitud de la plantula ocupada por la
lesion [(longitud de la lesion/longitud de la plantula) x 100] y los valores obtenidos
se promediaron dentro de cada unidad experimental. Los datos de severidad e
incidencia se sometieron a analisis de varianza (0=0.05) y comparacién de medias

Duncan, todos ellos con los programas estadisticos Info Stat ®.

6.5. Interaccion patdogeno-patdégeno

Semillas del fenotipo tres se desinfectaron con NaOCI 2% durante 10 segundos y
se enjuagaron en tres pasos de agua destilada estéril, posteriormente se
sembraron en un tubo de ensayo que contenia agar agua y se mantuvieron bajo
oscuridad a 25°C, al germinar se mantuvieron a 12 horas de luz y 12 de oscuridad
a 25°C. A los 10 dias de sembradas, siete dias de germinadas, se inocularon de
acuerdo a Herrera y Laurentin (2012), técnica modificada ya que los autores
mencionan haber aplicado 5 mL de una suspension de 1000 esporas. Mientras

que en esta investigacion se aplicaron 100 pL (100 pL 0 100 pL) de una
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suspension de esporas 1 x 108 y 100 pL de la suspension de micelio en forma
individual, asi como las posibles mezclas de los microorganismos fitopatégenos.
Se incubaron a 12 horas de luzy 12 de oscuridad a 25°C y se observaron cada 24
horas para verificar la severidad del patégeno bajo la siguiente formula.

Severidad= (longitud de la lesion/longitud de la plantula) x 100

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con arreglo factorial,

donde el modelo estadistico usado fue:

Yik=HET Bty (T BiH(T ¥)ikH(By)ik (T By Jijk+Uijk

coni=12,-+a;j=1,2,---,b; k=12, --- ,c donde
e 1, Bj Yy yk: Son los efectos producidos por el nivel i-ésimo del factor A, (i ti=
0), por el nivel j-ésimo del factor B, (3j Bj = 0) y por el nivel k-ésimo del factor
C, Ck yk=0), respectivamente.
o (B)ij, (y)ik, (BY)ik Y (tPy)ik: Son los efectos producidos por las interacciones

entre AXx B,AxC,BxCyAxB x C, respectivamente

2i (Wi =25 @B = X (w)ik = 2k ()i = 2 (By)ik = 2k Bk =
2 (WByiik = 2 (@WByik = 2k (By)ijk =0

6.6. Inoculacion de 16 fenotipos de chile manzano

Se germinaron semillas de los 16 fenotipos en estudio, y al tener cuatro hojas
verdaderas se inocularon con el o los patégenos que resultaron ser mas severos
en el punto anterior. El método de inoculacion utilizado fue el descrito por Martinez
et al. (1996), el cual consistid en lavar la raiz de la plantula, realizar pequefios

cortes y sumergirlas en la suspension 1x10° conidios/ mL de inéculo durante una
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hora. Las plantas inoculadas fueron trasplantadas en vasos de poliestireno de un
litro, con sustrato de una mezcla desinfectada de turba y agrolita en proporcién de
2:1. El diseiio experimental utilizado fue completamente al azar con cinco
repeticiones.
El modelo lineal para la observacion del tratamiento ien la parcela j, Yij, ajustado
por InfoStat es:

Yij = i+ Ti + Eij

donde:

Yij observacién del tratamiento ien la parcela j
Tiefecto del tratamiento i

Eijtérmino de error aleatorio asociado a la observacion Yij

La severidad de la enfermedad se evalud lavando las partes inferiores de la planta

(hipocdtilo y raices) bajo el agua del grifo. Se observaron los niveles de infeccién

en las raices y los hipocdétilos, y se evalud la severidad de la enfermedad segun la

escala 1-9 desarrollada en el CIAT (Abawi y Pastor-Corrales, 1990) como:

1 = Sin sintomas visibles

3 = Decoloracion leve sin lesiones necroticas o con aproximadamente 10 % de los
tejidos del hipocotilo y radicular cubiertos con lesiones

5 = Aproximadamente 25 % de los tejidos del hipocétilo y de la raiz cubiertos con
lesiones, pero los tejidos permanecen firmes, con cierto deterioro del sistema

radicular
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7 = Aproximadamente 50 % de los tejidos del hipocdtilo y radicular cubiertos con
lesiones combinadas con considerable ablandamiento, pudricion y reduccion
del sistema radicular

9 = Aproximadamente 75 % o mas de los tejidos del hipocotilo y de la raiz

afectados con etapas avanzadas de pudricibn combinadas con una reduccién

severa en el sistema de raiz.

Los datos se transformaron logaritmicamente para obtener los minimos cuadrados

y se analizaron por el modelo lineal general utilizando InfoStat.

6.7. Identificacién morfologica de los fitopatdgenos

De las cepas seleccionadas en las pruebas de patogenicidad, se hicieron
microcamaras (Figura 4) para observar al microscopio las caracteristicas
morfolégicas del agente causal. Con un sacabocados se tomé PDA del cual se
colocaron dos trozos por cada portaobjetos, con ayuda de una aguja de diseccion
se tomd una pequefia porcién de micelio fitopatdgeno y se colocéd en el trozo de
PDA, en seguida se colocd un cubreobjetos, las preparaciones se mantuvieron
bajo oscuridad a 25°C hasta observar el crecimiento del hongo fitopatdgeno,

finalmente se procedi6 a observar bajo el microscopio.
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Figura 4. MicrocAmara

Para el primer hongo fitopatégeno, de las estructuras morfolégicas observadas; se
analizé el tamafio, la forma y formacion de 30 microconidios y macroconidios de la
sepa seleccionada después de las pruebas de patogenicidad, asi como otras
posibles estructuras como clamidosporas que son un aspecto caracteristico
importante para la identificacion. Se procedié a su identificacion con el apoyo de
claves taxondmicas y literatura especializada (Booth, 1971). Para el segundo
hongo fitopatdégeno, se midio el largo y ancho de 50 esclerocios, micelio grueso,
angulo de 90°, asi como la coloracion del micelio. La identificacién a nivel género
se realizo siguiendo las claves de Singlenton et al, (1992). Para el tercer patdogeno
en estudio, se observd crecimiento arrocetado, micelio hialino y cenocitico y
toruloso, esporangios ovalados, oogonios y clamidosporas intercalares (Erwin y

Ribeiro, 1996).

6.8. Identificacion molecular de los fitopatdgenos

Se hizo mediante amplificacién por PCR de fragmentos de ADN de regiones ITS y

posterior consenso en bancos en linea de secuencias. La extraccion del ADN se
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llevé a cabo con el protocolo de extraccion de ADN para hongos método CTAB y

ACETATO DE SODIO (Silva et al., 2015), mediante los siguientes pasos:

1. Etiquetar tubos Eppendorf de 2 mL (3 juegos de 2 mLy 1 de 1.5 mL).

2. Precalentar el CTAB 2 % (Tris-HCL 10 mM, pH 8.0, NA2 EDTA2 H20 20 mM
pH 8.0, CTAB NaCL 1.4 M a 80°C) en bafio maria.

3. Agregar en un tubo de 2 mL, 1 mL de CTAB y mezclar bien.

4. Incubar a bafio maria a 96°C por 60 min, mezclar a intervalos de 10 minutos,
se puede utilizar vortex.

5. Centrifugar a 11,000 rpm por 5 minutos, pasar el sobre nadante a tubos
nuevos de 2 mL.

6. Agregar 500 uL de cloroformo-alcohol Isoamilico (24:1), agitar por inversion
durante 10 minutos y centrifugar a 11,000 rpm por 10 minutos.

7. Transferir la fase acusa a tubo nuevo de 1.5 mL con 950 pyL de etanol al 100
% previamente enfriados a -20°C, mezclar muy suavemente por inversion al
menos 10 veces. Incubar por al menos 2 horas a -20°C.

8. Centrifugar a 11,000 rpm durante 30 minutos y decantar evitando perder la
pastilla.

9. Resuspender la pastilla en 400 pL de agua HPLC e incubar a 55°C por 15
minutos.

10. Anadir 34 pL de NaOAc 3 My 1 mL de Etanol 95 % e incubar a -20°C por 1
hora.

11. Centrifugar a 11,000 rpm durante 5 minutos y decantar el sobrenadante

12. Lavar con 600 pL de Isopropanol a 700 % y centrifugar por 10 minutos a 11,000
rpm.
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13. Secar por al menos 30 minutos. Los lavados dependeran de la coloracion de la
pastilla.

14. Resuspender la pastilla en 50 6 100 mL dependiendo del tamafio con agua HLC
e incubar a 80°C durante 10 minutos.

15. Extraer solo la parte superior del ADN dejando 10-20 uL del sobrenadante.

16. Agitar con vortex, cuantificar por espectofotometria y almacenar a -20°C.

17. Verificar la calidad del ADN por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 %.

6.8.1 Amplificacion de fragmentos de ADN por reaccién de polimerasa en
cadena (PCR)

Se realizaron reacciones de PCR universal para hongos y oomicetos con los
oligos ITS-1fu 5'-tccgtaggtgaacctgcgg-3’ y ITS-4 5’-tccteccgcttattgatatge-3’ (White et
al., 1990); los cuales amplifican un espaciador transcrito interno (ITS) y generan
un producto de talla variable entre 500 y 900 pares de bases (pb)
aproximadamente. Esta practica se realizO con una mezcla de reaccién en un
volumen final de 25 pL, cuyos componentes fueron: 10 yL de Agua ultrapura, 12
pL de Taqg Mix, 1 pL de Primer F, 1 pL de Primer Ry 1 pL de ADN. El programa
térmico para oomicetos consistié en mantener la temperatura a 94 °C durante 2
min, seguido de 35 ciclos a 94-55-72 °C durante 30-30-60 s y una extension final
de 5 min a 72 °C. Y El programa térmico para hongos consistié en mantener la
temperatura a 94 °C durante 2 min, seguido de 35 ciclos a 94-58 y 60-72 °C
durante 30-30-60 s y una extensién final de 5 min a 72 °C. Los productos de las
reacciones de PCR fueron separados por electroforesis en geles de agarosa a
1.2 %.
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6.8.2. Secuenciacion de fragmentos amplificados.

Productos de PCR se purificaron con el Kit de purificacion de productos Bio Basic
Inc de la siguiente manera:

1. Anfadir 5 volimenes de Buffer B3 a un volumen de la muestra y mezclar

2. Colocar la muestra en una columna

3. Dejar 2 minutos a temperatura ambiente

4. Centrifugar a 10 000 rpm durante dos minutos

5. Remover el filtrado

6. Agregar 750 pl de solucion de lavado

7. Centrifugar a 10 000 rpm durante dos minutos

8. Remover el filtrado

9. Agregar 750 pl de solucién de lavado

10.Centrifugar a 10 000 rpm durante dos minutos

11.Remover el filtrado

12.Agregar 750 pl de solucion de lavado

13.Centrifugar a 10 000 rpm durante un minuto

14.Transferir la columna a un tubo nuevo

15.Agregar 50 pl de Elution buffer

16.Colocar dos minutos a 37°C en bafio Maria

17.Centrifugar a 10 000 rpm durante dos minutos

18. Almacenar los productos a -20°C
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Una vez que se obtuvo el ADN purificado se procedio a llevar muestras de 50 p de
productos amplificados para su secuenciacion en dos direcciones (5-3y 3’-5) al
Laboratorio de Biologia Molecular de la FES- Iztacala de la Universidad Autbnoma

de México (UNAM).

6.8.3. Analisis de secuencia.

La descarga de las secuencias en formato FASTA fue con el programa Chromas
version 2.6.5 y se compararon con la base de datos del banco de genes del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) — BLAST (disponible en
https:/iwww.yeastgenome.org/blast-fungal), el cual permite busquedas BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) de mudltiples conjuntos de datos de

secuencias fangicas y resultados de consenso e identidad.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Patégenos aislados

Se aislaron tres patdégenos asociados a la marchitez del chile manzano, dos
hongos y un oomiceto. El primer hongo fitopatbgeno con las siguientes
caracteristicas morfolégicas: Macroscopicamente se observd micelio aéreo y
abundante con un habito de crecimiento radial y color naranja. Bajo microscopio
se observo micelio hialino y septado, microconidios, de forma ovalada, de tamafio
promedio 8.6 X 4.3 um con 0 6 1 septos, abundantes en falsas cabeza y en
monofialides; macroconidios en menor cantidad, con la célula apical atenuada y la
célula basal en forma de pie de 3 a 4 septos, de tamafio promedio 23.8 X 4.2 um.
También se observaron clamidosporas abundantes, terminales o intercalares en la
hifa. De acuerdo a la descripcion anterior, las claves taxonémicas indicaron que el
hongo cultivado es Fusarium oxysporum Schlecht (Figura 5) (Booth, 1971; Leslie y

Summerell, 2006).

El segundo hongo fitopatdgeno mostrd6 micelio con coloracion blanca los primeros
cuatro dias, a partir del quinto dia el micelio se torn6 café y mostro la presencia de
esclerocios. Microscopicamente se logré observar ramificacion proxima al septo
distal en células vegetativas jovenes, angulo de 90°, estrechamiento de hifa y
formacion de septos en una distancia corta del punto de origen a la ramificacion
hifal, hifas de 5-8 ym de ancho y esclerocios de 1-3 mm de diametro, los cuales
son caracteristicos de Rhizoctonia solani (Figura 5) (Singlenton et al., 1992;

Watanabe, 2002).
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Asi mismo se aisl6 un oomiceto, el cual macroscopicamente mostré micelio color
blanco, crecimiento arrocetado en medio de cultivo PDA, microscopicamente se
observd micelio cenocitico, hialino y toruloso; esporangios ovoides de forma
alimonada y poco papilados de 11 a 54 uym de largo y 9 a 36 um de ancho,
clamidosporas intercalares de 9.5 pm de diametro, los cuales son caracteristicos

de Phytophthora capsici (Figura 5) (Erwin y Ribeiro, 1996; Gallegly y Hong, 2008).

Dichos patdégenos han sido reportados en C. annum como responsables de la
marchitez del chile por diferentes autores (Velasquez et al., 2001; Lopez et al.,
2009; Lozano et al., 2015). La presencia de estos patdgenos se ha reportado en
todos los estados productores de chile en México (Redondo 1974; Guigon y
Gonzélez, 2001) y se ve asociada a la intensidad del cultivo en la zona productora

del Estado (Cuadro 5).

Figura 5. Pat6genos causales de la marchitez de C. pubescens. 1. F. oxysporum a) Microconidios,
b) Micelio septado y hialino. 2. R. solani a) Septo cercano al punto de origen a la ramificacion
hifal, b) micelio grueso y septado, c) Angulo de 90°. 3. P. capsici a) Esporangios, b) Micelio
turuloso.

7.2. Velocidad de crecimiento micelial y esporulacion
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La velocidad de crecimiento se midié hasta que el micelio de una cepa alcanzé los
bordes de la caja de Petri. De F. oxysporum la cepa de Santa Ana crecié mas
rapido al llenar la caja en seis dias; mientras que las de Matlazinca y San Miguel
tardaron 12 dias. Las colonias de P. capsici y R. solani tomaron 7 y 5 dias
respectivamente en llenar la caja de Petri (Cadro 4). Es importante considerar,
que se tuvieron colonias diferentes, con variacion en las condiciones ambientales,
como luz y temperatura, que pudieron influir en un crecimiento micelial diferencial
(Nozaki et al., 2004). Hubo crecimiento diferencial en los cultivos monosporicos
de F. oxysporum y los de punta de hifa de P. capsici y R. solani, lo cual de
acuerdo a Duarte et al.,, (2016) puede deberse a que los aislamientos que
alcanzaron la maxima velocidad en los medios, tienen una mayor tasa de
asimilacion de los compuestos nutritivos, que en consecuencia in vitro pudiera
representar una mayor colonizacion en el suelo (Cuadro 5). Ademas hubo una
correlacion baja y negativa (r= -0.17) entre las variables crecimiento y
esporulacion. A este respecto, Lazarotto et al. (2014), citan que la luz tiene un
efecto directo sobre el hongo, induciendo o inhibiendo la formacion de estructuras
reproductivas. También los nutrientes presentes en el medio de cultivo, Keller,
(2001) menciona que a mayor presencia de carbono, los hongos tienden a generar
mayor cantidad de esporas, mientras que a mayor presencia de nitrdgeno la tasa
de esporulacion disminuye, esto debido a que los conidios fungicos son
tipicamente ricos en proteinas y acidos nucleicos. Sin embargo, esta variabilidad
tiene importancia para la identificacion de especies, asi como para la

determinacion de presencia de biotipos en el patdgeno.
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La incidencia en campo de los microorganismos aislados fue mayor para
F.oxysporum, seguida de P. capsici y finalmente R. solani (Cuadro 6). Esta
diferencia en incidencia puede deberse a las condiciones climaticas del sitio
donde se realiz6 el muestreo, tamafio de muestra o la etapa fenolégica del cultivo

en el momento de la colecta (Nelson et al., 1983)

De acuerdo con lo anterior los resultados indican que P. capsici, Fusarium spp.y
R. solani estan asociados con la enfermedad de la marchitez del chile (Nelson et
al., 1983; Velasquez-Valle et al., 2001; Yousaf y Khalid, 2007). Por lo que se
consideraron como parte del patosistema para evaluar la resistencia de las

colectas de chile a cada uno y a la mezcla de los tres géneros de patégenos.

Cuadro 5. Tiempo de crecimiento radial a limite de caja de Petri

Dias en llenar la caja

Colonia F.o. P.c R.s
Ahuacatitlan 10 X X
Zarco 10 7 X
Santa Ana 6 X X
Tepoxtepec 9 X X
Matlazinca 12 7 X
San Miguel 12 7 X
Potrero 10 7 5
Ixtlahuaca 10 7 X
San Nicolas 9 X X
Cabafias X 7 X

F.o. Fusarium oxysporum, P.c. Phyotophthora capsici,
R.s. Rhizoctonia solani
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Cuadro 6. Velocidad de crecimiento radial y esporulacién en F. oxysporum, P. capsiciy R. solani

Localidad F.oxysporum P. capsici R. solani
Colonia SC CP vC E CP vC CP VvC
Ahuacatitlan Baja 3 1.01 1.50x108
Zarco Media 4 1.02  3.94 x106 4 1.78
Santa Ana Baja 3 3.13  2.75 x10°
Tepoxtepec Baja 2 1.21  8.34 x10°
Matlazinca Media 4 0.37  5.80 x10° 3 1.82
San Miguel Media 3 0.28  2.03 x10¢ 5 2.82
Potrero Alta 1 1.13 4,37 x108 3 1.90 1 6.84
Ixtlahuaca Alta 5 0.69  9.50 x10° 4 1.72
San Nicolas Baja 2 1.46  3.50 x106
Cabanfas Media 5 1.86

SC=Superficie cultivada, CP=Cepa, VC=Velocidad de crecimiento (cm diat), E= Esporulacién
(Conidios mL1)

7.3. Pruebas de patogenicidad in vitro

Los aislamientos de F. oxysporum, P. capsici y R. solani resultaron patogénicos
para las plantulas de chile manzano al mostrar necrosis en apice de raiz,
hipocatilo y/o cotiledones (Figura 6).

En incidencia y severidad para el caso de F. oxysporum los sintomas se
mostraron 8 dias después de la inoculacion (ddi) en las colonias Matlazinca, San
Miguel y el Potrero, mientras que en Ahuacatitlan los sintomas se presentaron
hasta los 12 ddi. Para el caso de las plantulas inoculadas con P. capsici y R. solani

los sintomas se presentaron a los 10 ddi.
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Figura 6. A. Dafios ocasionados por F. oxysporum. a) Testa cubierta con micelio, b) Necrosis en
hipocétilo, ¢) Necrosis en radicula, d) Apice de radicula necrético. B. Dafios ocasionados por P.
capsici. a) Hipocétilo necrético, b) Radicula necrética con pequefios puntos, c) Apice ligeramente
dafiado. C. Dafios ocasionados por R. solani. A) Hipocétilo necrético, b) Dafio ligero en radicula, c)
Apice radicular necrético

En incidencia y severidad se observaron diferencias altamente significativas (P<
0.01) entre colonias de F. oxysporum (Figura 7) y diferencias significativas (P<
0.05) entre colonias de P. capsici (Figura 8). Para R. solani no se encontraron
diferencias significativas (Figura 9). Las variaciones en incidencia y severidad
entre colonias sugieren heterogeneidad como producto posible de la dispersiéon
natural del patdégeno (Guzman-Plazola et al., 2011). Ademas de que en el
tratamiento de enfermedades causadas por Fusarium spp. y otros hongos se
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utilizan fungicidas sistémicos como los benzimidazoles, en este grupo se incluyen
el benomil, carbendazim, tiabendazol, y tiofanato. Sin embargo, es probable que
estos fungicidas sean agentes mutagénicos de las plantas, por lo que pudieran
incrementar el grado de resistencia de los patdogenos ante su efecto (Agrios,
2005). El uso constante de agroquimicos trae como consecuencia la resistencia
de P. capsici (Silva-Rojas et al., 2009). Se observaron correlaciones bajas entre
incidencia y severidad de r=0.11, 0.07 y -0.05 para F. oxysporum, P. capsici y R.
solani respectivamente, dejandolos practicamente como eventos separados.
Marshall y Rush (1980) citan que, Ila severidad de la enfermedad esta
directamente relacionada con la formacion de estructuras de infeccion estimulada
por el hospedante. Ademas, los patdégenos flngicos inducen sintomas, la
severidad de los mismos puede variar dependiendo sobre los niveles de
resistencia o susceptibilidad de las especies o cultivares huéspedes, factores y

virulencia (agresividad) del patégeno.

Las 9 colonias de F. oxysporum mostraron variabilidad en crecimiento micelial y
esporulacion. Sin embargo, las colonias de Tepoxtepec, el Zarco y Ahuacatitlan
presentaron un alto porcentaje de plantas infectadas, pero no se ubican entre las
mas destacadas respecto al crecimiento y la esporulacion; lo que sugiere que
estos caracteres cualitativos no presentaron estrecha relacion con la

patogenicidad de los mismos.

Asi mismo, en las colonias de F. oxysporum, P. capsici se detectd variabilidad
entre aislamientos de una misma especie, lo que sugiere la posible existencia de
biotipos, aspectos en los que se debe profundizar en estudios posteriores, ya que
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refleja la intensa evolucién que esta sucediendo en dichos géneros vy la variedad
de patégenos capaces de afectar al cultivo del chile manzano. Tal es el caso de B.
cinerea, patdgeno que es complejo debido a su gran flexibilidad para adaptarse a
diversas condiciones ambientales. Esta variabilidad se manifiesta en su
inestabilidad fenotipica (Yourman et al., 2000), ploidia (Bulttner et al., 1994),
morfologia (Chardonnet et al., 2000), patogenicidad (Van der Viugt-Bergmans,

1993) y polimorfismo de ADN (Alfonso et al., 2000; Moyano et al., 2003).
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Figura 7. Incidencia y severidad de F.oxysporum en plantulas de chile manzano. Barras de error
indican la desviaciéon estandar. Barras con la misma letra no difieren estadisticamente.
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Figura 8. Incidencia y severidad de P. capsici en plantulas de chile manzano. Barras de error
indican la desviacion estandar. Barras con la misma letra no difieren estadisticamente.
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Figura 9. Incidencia y severidad de R. solani en plantulas de chile manzano. Barras de error indican
la desviacion estandar. Barras con la misma letra no difieren estadisticamente.
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7.4. Interaccién del patogeno en plantulas de chile manzano

Los sintomas ocasionados por los patbgenos empezaron a manifestarse a los tres
dias después de la inoculacion (ddi), sin embargo, cinco ddi las plantulas
inoculadas con P. capsici murieron (Cuadro 7). En el cuadro se puede observar
que F. oxysporum, P. capsici y F. oxysporum + P. capsici son los que ocasionan
mayor dafio. De acuerdo a Sanzon et al. (2012), plantulas inoculadas con P.
capsici muestra sintomas de necrosamiento 24 horas posteriores a la inoculacion
(hpi) y a los 5 dias posteriores a la inoculacion (dpi) todas las plantas mueren
debido a la presencia de micelio y esporangios a lo largo del tallo, lo cual
evidencia que el avance del patdgeno no se detiene, ocasionando asi la muerte de
la planta. En el caso de F. oxysporum a los 48 horas posteriores a la inoculacion
(hpi) las células muestran mayor acumulacion de polifenoles ocasionando que las
células en contacto con ellos se degraden total o parcialmente. La degradacion de
las paredes celulares posiblemente se debe a la actividad de enzimas liticas
producidas por estos patégenos (Roncero et al., 2000; Feng et al., 2010), y a que
los mecanismos de defensa de las plantas no se dispararon tan rapido ni con la
magnitud necesaria para defenderse del ataque por el patdgeno (Sanzon et al.,

2012).
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Patégeno 3ddi 5ddi

Sintomas F_P R _F+P_F+R_P+R_F+P+R F P R _F+P_F+R_P+R_F+P+R

acc X
clc X X X X X X
cc X X
crc X
cln X
cm X
nlh X X X X X X
nh X X X
pnlh X
pnh X X X
hm X X
arn X X X X
nir X X X X X X X X
nr X X X
rsan X X
m X X X

Cuadro 7. Sintomas ocasionados por microrganismos fitopatégenos en plantulas de chile manzano.
F= F. oxysporum; P= P. capsici; R= R. solani; F+P= F. oxysporum + P. capsici; F+R= F. oxysporum
+ R. solani; P+R= P. capsici + R. solani; F+P+R= F. oxysporum + P. capsici + R. solani; acc=
apice de cotiledones cloréticos; clc= cotiledones ligeramente cloréticos; cc= cotiledones cloréticos;
crc= cotiledones rizados y cloréticos; cln= cotiledones ligeramente necréticos; cm= cotiledones
muertos; nlh= necrosis; ligera en hipocétilo; nh= necrosis en hipocétilo; pnlh= puntuaciones
necréticas ligeras en hipocétilo; pnh= puntuaciones necréticas en hipocétilo; hm= hipocétilo muerto;
arn= 4pice de raiz necrético; nlr= necrosis ligera en raiz; nr= necrosis en raiz; rsan= raices
secundarias con apices necroéticos; rm= raiz muerta.

En el caso de F. oxysporum + P. capsici y R. solani + P. capsici se logra observar
que la respuesta provocada por un patégeno modifica la presencia del otro, esta
interaccion compleja, o mejor conocida como coinfeccion tiende a alterar el curso
de la enfermedad, ya que los patégenos coexistentes entran en competencia por
crecimiento y por los nutrientes en el mismo huésped, y la nutricion suboptima
conduce a la competencia por la cual algunas especies pueden dominar (Monod,

1949, Abdullah et al., 2017). No obstante, la gravedad y el tipo de competencia se
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determinan por el consumo de nutrientes a lo largo del tiempo (Adee et al., 1990;

Chesson, 2000) (Figura 10).

Figura 10. Dafios ocasionados 5 ddi por: F) F. oxysporum, R) R. solani, P) P. capsici, P+R) P.
capsici + R. solani, F+R) F. oxysporum + R. solani, P+F) P. capsici + F. oxysporum y P+F+R) P.
capsici + F. oxysporum + R. solani.

El proceso infeccioso después de la inoculacion fue acelerado tanto individual

como combinado, al manifestarse simultdneamente los sintomas a los tres dias,
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lo que sugiere que no hay competencia aparente entre microorganismos en el
proceso inicial de infeccion. De acuerdo a Ristaino y Johnston (1999), P. capsici
causa la enfermedad conocida como marchitez del chile mas devastadora a nivel
mundial, lo cual se puede demostrar en estos resultados, ya que P. capsici sélo,
afecta las plantas ocasionando la muerte total en 5 dias (Figura 10), sin embargo
se redujo la patogenicidad de P. capsici, cuando se combind con F. oxyporum y R.
solani y se inocularon sobre plantas de chile manzano, caso similar reportado por
Abdullah et al., 2017 para Capsicum frutescens. Sin embargo, la patogenicidad se
reduce al inocular F. oxyporum + R. solani, lo cual puede ser resultado de una
competencia por nutrientes por parte de los patégenos (Abdullah et al., 2017)
(Figura 11), ya que las coinfecciones afectan la transmision de ambos patdégenos
en una poblacién y la virulencia de los patdégenos, lo que influye dinAmicamente en
la enfermedad (Alizon et al., 2013). Los valores de severidad promediados a partir
del tercer dia (Figurall), denotaron una variacion significativa entre tratamientos,

marcando también a P. capsici como el mas severo.
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Figura 11. Patogenicidad acumulada y promedio de hongos en 5 dias después de la inoculacion en
plantas de chile manzano. P= P. capsici, P+R= P. capsici + R. solani, F+P= F. oxysporum + P.
capsici, F+P+R= F. oxysporum + P. capsici + R. solani, F= F. oxysporum y R= R. solani. Barras de
error son error estandar.

7.5. Inoculacion de 16 fenotipos de chile manzano

Descripcion de sintomas. Los sintomas se presentaron 15 ddi. En el caso de P.
capsici las plantas mostraron flacidez en la parte aérea y necrosis en la corona
del tallo. R. solani present6 sintomas como clorosis en la parte aérea y necrosis en
raiz, en el caso de plantulas con dafio mas avanzado, la radicula present6
estrangulamiento, lo cual concuerda con (Romero, 1993), al mencionar que R.
solani provoca una pudricion no compacta, por lo que se desprende la epidermis.
Mientras que las plantulas inoculadas con F. oxysporum presentaron sintomas
como clorosis y en ocasiones rizado en follaje y necrosis en radicula. En la
combinacion de F. oxysporum + P.capsici se observd en las plantulas inoculadas
clorosis foliar y marchitez, asi como necrosis en corona del tallo y radicula. En

plantulas inoculadas con F. oxysporum + P.capsici + R. solani se observo clorosis
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en hojas, corona del tallo necrética y radicula necrética. De acuerdo con
Velasquez-Valle et al. (2001) el sintoma inicial mas evidente es una ligera flacidez
foliar, que es mas notable al avanzar el dia, asi como un ligero amarillamiento del
follaje. Mismo autor sefiala nueve tipos de sintomas producidos o asociados
aparentemente con los patégenos anteriormente mencionados: defoliacion,
cambios en el color y rizado del follaje, dafio a estructuras reproductivas,
maduracion prematura y/o irregular de frutos, pudricion de la raiz principal,
necrosis de raices secundarias, presencia de rebrotes y presencia de
malformaciones como constriccion de nudos o ramas dobles o unidas. De los
cuales en la presente investigacion se lograron detectar cuatro sintomas debido a
gue se trabajé con plantulas: defoliacién, cambios en el color y rizado del follaje,
pudricion de la raiz principal, necrosis de raices secundarias. Estos sintomas se
asociaron con la podredumbre de la raiz y ablandamiento de las puntas de las
raices, lesiones de la raiz que varian en tamafio y color, de rojizo a marrén y

negro, recorte de la raiz y pudricion (Jung et al., 1999, Hamon et al., 2011).

La mayoria de los fenotipos mostraron los sintomas, sin embargo para el caso de
F. oxysporum se observaron diferencias altamente significativas (P< 0.01) en los
fenotipos 8 y 9, los cuales mostraron resistencia a dicho patégeno. En el caso del
fenotipo 8, en plantulas inoculadas con R. solani se observaron diferencias
altamente significativas (P< 0.01), la cual mostro resistencia a dicho patégeno.
Mientras que para P. capsici mostré diferencias significativas (P< 0.01); sin
embargo para el caso de F. oxysporum + P.capsici mostraron diferencias

significativas (P< 0.01), siendo este fenotipo tolerante a dichos patdgenos.
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Contrastante a F. oxysporum + P.capsici + R. solani donde se lograron apreciar
diferencias altamente significativas (P< 0.01) para el cual el fenotipo mostré ser
tolerante al complejo patogénico (Figura 12). De acuerdo a Martinez (2016), el
fenotipo 8 cuenta con caracteristicas de especies silvestres, lo cual le da peso a
este fenotipo ya que la resistencia génica presente en plantas criollas y silvestres
de chile, representan un gran acervo de genes que confieren resistencia o

tolerancia contra dichos patégenos (Hernandez et al., 1998).
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Figura 12. Eficiencia en tolerancia, obtenida de promedio de 16 fenotipos de chile manzano. M=
Fenotipo. Barras de error corresponden a error estandar.

Los fenotipos 8 y 9 que presentan resistencia a F. oxysporum y R. solani, son una
fuente genética importante para el control de la marchitez; sin embargo, el éxito
en el control de esta enfermedad podria depender de la incorporacion de

resistencia a P. capsici, ya que dicho patdgeno se encuentra presente en gran
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parte de las localidades analizadas. Por otra parte, el haber encontrado fenotipos
tolerantes a F. oxysporum, R. solani y las combinaciones de los tres patdégenos,
indica la existencia de mecanismos de defensa propios contra cada uno de los
hongos presentes, asi como en el sindrome ocasionado por la interaccion de los
tres géneros. Por lo tanto, es probable la presencia de mecanismos de resistencia

en comun e individuales a los tres patégenos (Anaya-Lopez, 2011) (Figura 13).
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oF e 9P : 4 9F+P  9F+P+R

Figura 13. Dafios ocasionados por los patégenos causales de la marchitez. 8-F. Fenotipo 8
inoculado con F. oxysporum, a) produccién de raicesillas; 8-P. Fenotipo 8 inoculado con P. capsici,
a) raiz necroética, b) defoliacion; 8-R. Fenotipo 8 inoculado con R. solani, a) produccién de
raicesillas; 8-F+P. Fenotipo 8 inoculado con F. oxysporum + P. capsici, a) raiz necrética, b)
defoliacién; 8-F+P+R. Fenotipo 8 inoculado con F. oxysporum + P. capsici + R. solani, a)
produccion de raicesillas nuevas. 9-F. Fenotipo 9 inoculado con F. oxysporum, a) clorosis foliar; 9-
P. Fenotipo 9 inoculado con P. capsici, a) raiz y corona necroéticos, b) defoliacion; 9-R. Fenotipo 9
inoculado con R. solani, a) necrosis en raiz; 9-F+P. Morfotipo 9 inoculado con F. oxysporum + P.
capsici, a) raiz necrética, b) corona necrética, c) defoliaciéon; 9-F+P+R. Fenotipo 9 inoculado con F.
oxysporum + P. capsici + R. solani, a) raiz necroética, b) corona necrética, c) defoliacion.

7.6. Identificacién Molecular de los patégenos

7.6.1. ADN de microorganismos
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Se verificd la presencia de ADN de las extracciones hechas por el método CTAB
en gel de agarosa al 1.2 % (Figura 14). La visualizacién fue tenue, sin embargo
fue suficiente para hacer amplificacion de fragmentos especificos para
identificacion por huella gendmica de los microorganismos previamente

caracterizados morfolégicamente.

Bandas de ADN

Figura 14. Electroforesis en gel de 1.2% agarosa en TBE para ADN de extracciones. F= F.
oxysporum, R= R. solani y P= P. capsici; carriles M es el marcador molecular de 100 pb.

7.6.2. Amplificacién de fragmentos de ADN por reaccién de polimerasa en
cadena (PCR)

De la PCR de los fragmentos se observd amplificacion para los tres
microorganismos, sin embargo para F. oxysporum y R. solani, no fue especifica al
observar fragmentos adicionales al esperado (Figura 15). ElI programa de
termociclador fue el propuesto por Diaz-Ndjera (2015). Para la obtencion de la
banda especffica, los productos de PCR fueron amplificados nuevamente con los
cebadores ITS-1fu 5’-tccgtaggtgaacctgcgg-3’ y [TS-4 5’-tcctccgcttattgatatge-3°, y
con la modificacion de 55°C para R. solani y de 55°C a 60°C para F. oxysporum.
Los fragmentos de ADN amplificados muestran diferencias en tamario,

dependiendo del organismo. El fragmento amplificado de F. oxysporum mostrd
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peso molecular de 900 pares de bases (pb), mientras que P. capsici y R. solani en

carril 2 y 3 respectivamente, muestran peso aproximadamente de 700 pb (Figura

16).

Doble —
banda—

Figura 15. Electroforesis en gel de 1.2% agarosa en TBE para productos amplificados de ADN no
especificos. F= F. oxysporum, R= R. solani y P= P. capsici; carriles M es el marcador molecular de
100 pb.

1000

Figura 16. Electroforesis en gel de 1.2% agarosa en TBE para productos amplificados de ADN ITS
de F=F. oxysporum, P= P. capsici y R= R. solani; carriles M es el marcador molecular de 100 pb.

7.6.3. Secuenciacion de fragmentos amplificados

Los cebadores ITS permitieron la amplificacion de fragmentos de 700 a 900 pares
de bases de las muestras de las cepas analizadas. Por alineamiento la secuencia

de la cepa de F. oxysporum se empalmo con la secuencia de F. oxysporum f.sp.
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lycopersici accesion CM000593.1 del banco de genes de FungiDB, con
fragmentos de la region 248 a 270, que corresponden a una secuencia
parcialmente de las regiones rADN-ITS. Dichas secuencias mostraron un 88% de
identidad en nucle6tidos (Figura 17).

De acuerdo a FungiDB los aislados que causan la marchitez vascular del tomate
(Solanum lycopersicum) es Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici y el primer
genoma secuenciado dentro del complejo de especies de Fusarium oxysporum
(FOSC) fue F. oxysporum f.sp. lycopersici raza 2 y grupo de compatibilidad
vegetativa (VCG) 0030. Sin control de enfermedades, los miembros de FOSC
tienen el potencial de causar pérdidas severas de cultivos en campos,
plantaciones e invernaderos. EI genoma preliminar del Fusarium oxysporum fue

secuenciado, anotado e informado por el Broad Institute.

F-1 2438 AAAGATTTACTTTGAAGAATTCA 270
LLEEE TRREEERTEEEED 1
Accesion 820885 AAAGAGTTACTTTGAAGAACTCA 820863
Figura 17. Alineamiento y consenso de F. oxysporum de fragmentos amplificados que se
empalmaron con secuencias de la accesién nimero CM000595.1 del banco de genes de FungiDB.

Por alineamiento la secuencia de la cepa de P. capsici se empalmo con la
secuencia de P. capsici_ LT1534, version 11, accesion PcapLT1534 _SC064 del
banco de genes de FungiDB, con fragmentos de la region 146 — 259, que
corresponden a una secuencia parcial de las regiones rADN-ITS. Dichas

secuencias mostraron un 83% de identidad en nucleétidos (Figura 18).
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P-1 146 AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATA 205
L O A R O e O RN
Accesion 258669 AACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATGAAGAACGCTGCGAACTGCGATA 258728

P-1 206 AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC 259
. FEREVE FERRREEEr Pereererr teeeeeer FEVereerry teinl
Accesion 558779 CGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAA-ATTTGAACGCATATTGC 258781

Figura 18. Alineamiento y consenso de P. capsici de fragmentos amplificados que se empalmaron
con secuencias de la accesién nimero PcaplLT1534 SC064 del banco de genes de FungiDB.

La anotacion v11.0 (20 de agosto de 2010) del ensamblaje v11.0 fue producida
por JGI Annotation Pipeline, utilizando una variedad de predictores de genes
basados en cDNA, basados en proteinas y ab initio. Después de filtrar por EST y
soporte de homologia de proteinas, se anotaron un total de 19805 genes

estructural y funcionalmente.

De acuerdo a FungiDB Phytophthora capsici es un patdogeno de plantas que
infecta pepino, calabaza, melones, calabaza, pimiento, tomate y berenjena y
recientemente se ha descrito en los granos y lima. En los EE. UU. La incidencia y
la gravedad de las epidemias se han incrementado de forma espectacular. Una
vez que P. capsici se introduce en un &rea agricola, el indculo inactivo en forma de
oosporas sexuales de pared gruesa puede permanecer viable durante muchos
afios. La rotacion de cultivos y las aplicaciones quimicas a menudo nho
proporcionan un control adecuado y las pérdidas pueden alcanzar el 100%. Para
muchos productores estadounidenses de vegetales, P. capsici es el factor

limitante mas importante.
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Por alineamiento la secuencia de la cepa de R. solani se empalmo con la
secuencia de R. solani accesion numero JATN01000256.1 (Version
JATN01000256.1 GI: 576995022) del banco de genes NCBI, con fragmentos de la
region 144 - 292 que corresponden a una secuencia parcialmente de las regiones
rADN-ITS. Dichas secuencias mostraron un 90% de identidad en nucleétidos

(Figura 19).

Ademas R. solani presenta anastomosis con el grupo 3 (AG-3), el cual es un
hongo que puede degradar la materia organica en el suelo como un saprofito y
representa un importante vinculo evolutivo entre los hongos beneficiosos y los que
causan enfermedades de las plantas (Cubeta y Vilgalys, 2000). EI hongo existe en
la naturaleza como heterocarionte, con al menos dos genomas nucleares

genéticamente distintos por célula (Thomas et al., 2012).

R-1 144 AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCARRATGCGATA 203

S T A o T 1 T T T U 701 O 1 T o ) Tl o
Accesion 10364 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA 10423
R-1
204 AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC 263

LEECEENEENEREY R R LR R el B ph e e e
Accesion 10424 AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCT 10483

R-1 264 CAGTATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAG 292

EELELE G 0 BEELEVEEERD A
Accesion 10484 TGGTATTCCTTG-GAGCATGCCTGTTTGAG 10512

Figura 19. Alineamiento y consenso de R. solani de fragmentos amplificados que se empalmaron
con secuencias de la accesién numero JATN01000256.1 del banco de genes NCBI, con
anastomosis con el grupo 3 (AG-3).
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7.7. ARTICULO
Respuesta de Capsicum pubescens al dafio ocasionado por el complejo fungico de la

marchitez

Response of Capsicum pubescens to damage caused by the fungal complex of
marchitez

Alma Janeth Vallejo-Gutiérrez, Jaime Mejia-Carranza*, Romulo Garcia-Velasco,
Centro Universitario Tenancingo, Universidad Autonoma del Estado de México, Km. 1.5.
Carretera Tenancingo-Villa Guerrero, Tenancingo Estado de México, C.P. 52400, México;
Marithza Guadalupe Ramirez-Gerardo, Divisidn de Ingenieria en Innovacion Agricola
Sustentable, Tecnologico de Estudios Superiores de Villa Guerrero, Carretera Federal
México-Ixtapan de la Sal km 64.5. La Finca, Villa Guerrero, Estado de México. C.P.
51760, México. *Autor de correspondencia: jmejiac@uaemex.mx

Resumen

En el sur del Estado de Mexico el chile manzano (Capsicum pubescens R. y P.) es un
cultivo econdémicamente importante, sin embargo, es afectado por Ila “marchitez”,
enfermedad de raiz que provoca la muerte de la planta. El objetivo de esta investigacion fue
identificar los patdgenos y evaluar la variacion en respuesta al dafio del complejo flingico
de la marchitez en 16 fenotipos (M1-M16) de chile manzano. Se sembraron segmentos de
plantas infectadas en medio de cultivo PDA y 3P. De las colonias obtenidas se identificaron
morfolégica y molecularmente a los patdgenos. Para evaluar la interaccion patdgeno-planta,
se inocularon los patégenos solos y sus combinaciones en C. pubescens. Se encontraron
tres patdgenos como responsables de la marchitez, Fusarium oxysporum, Phytophthora
capsici y Rhizoctonia solani, en los que hubo diferencias en severidad e incidencia entre
colonias de F. oxysporum (P< 0.01), y de P. capsici (P< 0.05). Se observaron diferencias
significativas (P< 0.01) en patogenicidad entre P. capsici, F. oxysporum y R. solani, y
combinaciones de los mismos. La variacion en la resistencia encontrada en fenotipos de C.
pubescens es de hasta el 50 %, ésta puede ser aprovechada en el mejoramiento genético

para el desarrollo de materiales resistentes.
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Palabras clave: chile manzano, Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani, Fusarium

oxysporum, incidencia, severidad.

Abstract

In the south of the State of Mexico the manzano pepper (Capsicum pubescens R. and
P.) is an economically important crop, however, it is affected by the "wilt disease”, root
disease that causes the death of the plant. The objective of this research was to identify the
pathogens and to evaluate the variation in response to the damage of the fungal complex of
wilt in 16 phenotypes (M1-M16) of manzano pepper. Segments of infected plants were
seeded in PDA and 3P culture medium. From the colonies obtained, pathogens were
identified morphologically and molecularly. To evaluate the pathogen-plant interaction, the
pathogens were inoculated alone and their combinations in C. pubescens plants. Three
pathogens were found responsible for wilt, Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici and
Rhizoctonia solani, among which there were differences in severity and incidence between
colonies of F. oxysporum (P< 0.01), and P. capsici (P< 0.05). Significant differences (P<
0.01) were observed in pathogenicity between P. capsici, F. oxysporum and R. solani, and
combinations thereof. The variation in resistance found in phenotypes of C. pubescens is up
to 50 %, this can be exploited in genetic improvement for development of plant resistant
materials.
Key words: Manzano pepper, Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani, Fusarium

oxysporum, incidence, severity.

El género Capsicum, que incluye a los chiles dulces y picantes, son verduras y especias
cultivadas y consumidas en todo el mundo (Carrizo et al., 2016). De acuerdo a USDA-ARS
(2011), el género Capsicum cuenta con 38 especies, de las cuales Capsicum annuum,
Capsicum frutescens, Capsicum chinense, Capsicum pubescens y Capsicum baccatum son
cultivadas. De las cinco especies C. annuum y C. frutescens fueron domesticados en
Mesoamérica y C. chinense, C. baccatum y C. pubescens en América del Sur (Pickersgill,
2007). El chile en México, por su tradicion e historia es un cultivo importante, en 2016
alcanzé 2.3 millones de toneladas, con un valor que rebasa los 22 mil 500 millones de pesos
(SAGARPA, 2017). En la diversidad de chiles que se cultivan en el territorio nacional, el
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chile manzano (C. pubescens) ha cobrado mayor importancia en la Ultima década y de
acuerdo con SAGARPA (2018), 4, 995.33 toneladas estan destinadas solo para exportacion
a los Estados Unidos, de las cuales el 98 % es producido en el sur del Estado de México. En
esta region el cultivo de chile manzano es intensivo. Sin embargo, tiene limitaciones
agronomicas en la produccion, como la susceptibilidad a la “marchitez’, enfermedad que
dafia a la raiz y causa la muerte de la planta. Esta enfermedad en C. annuum fue
identificada por primera vez en Nuevo México por Leonian (1922), quien establecid a
Phytophthora capsici como el agente causal, que ataca principalmente la raiz y es una de
las enfermedades méas destructivas en todo el mundo (Zhang et al., 2013). El patégeno
puede afectar al cultivo en cualquier etapa de desarrollo, causa la pérdida de turgencia en la
planta, seguido por la muerte de la misma (Kousik et al., 2012). Para C. annuum en
México, se han reportado como agentes causales de la marchitez, ademéas de P. capsici, a
Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum (Anaya-LOpez et al.,, 2011; Uc-Arguelles et al.,
2017).

De acuerdo con Gonzalez-Pérez et al. (2014), C. pubescens cuenta con una baja
diversidad génica como consecuencia de un efecto fundador durante su domesticacion que
lo hace una especie menos polimérfica. Sin embargo, en la zona sur del Estado de México,
con un variado numero de nichos ecologicos, se cultivan diferentes fenotipos de C.
pubecens, que representan variacion dentro de la especie y por lo tanto, un valioso
reservorio de germoplasma que pudiera ser de utilidad en el mejoramiento de esta especie
(Arias et al., 2017), no solo para aspectos morfologicos sino también en la resistencia a
enfermedades. Con la presencia de variacién natural, algunos individuos de la poblacién
pueden expresar ciertas caracteristicas con mayor o menor grado que otros, las cuales
pueden dar al individuo ciertas ventajas ligadas a su ciclo de vida. Estos individuos pueden
variar en la produccion de frutos, tanto en ndmero como en tamafio, color, textura, sabor,
maduracion, apariencia y la calidad, asi como la arquitectura de la planta y su capacidad de
resistir estrés abidtico o bidtico (Paran y Van der Knaap, 2007; Schubert et al., 2009).
Debido a estos factores, ellos pueden tener mayor cantidad de descendientes que otros
individuos, los cuales incrementan la frecuencia de su material genético en la poblacion

como un todo. Esto a través de un proceso de reproduccion diferencial que provocan
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cambios genéticos en las especies a través del tiempo, mas acentuados a menor tamafio
poblacional efectivo (Gliessman, 2002; Nora et al., 2011).

La diversidad genética dentro de las especies es la razon principal por la que una
determinada especie tenga la oportunidad de evolucionar bajo condiciones cambiantes del
ambiente y presiones de seleccion; asimismo, el conocimiento de la diversidad genética es
indispensable para diversificar las fuentes de germoplasma, tratar de minimizar los riesgos
de wulnerabilidad genética e incrementar las probabilidades de detectar alelos favorables.
Por lo que de encontrarse algin material resistente se podran generar variedades resistentes
como estrategia para el control de la marchitez y tomando en cuenta la gravedad de las
pérdidas en el pais, es importante la incorporacion de resistencia a una variedad de chile
comercial con progenitores de resistencia genética que ayuden a disminuir el uso de
productos quimicos para una agricultura mas amigable al ambiente. EI Centro Universitario
UAEM Tenancingo cuenta con 16 fenotipos colectados en el sur del Estado de México, de
los cuales, 15 presentan variabilidad morfologica y estados Unicos de interés genético y
comercial (Martinez, 2016). Por lo que, con la finalidad de aprovechar los variantes
fenotipicos de C. pubescens, el objetivo del presente trabajo fue identificar los patdgenos y
evaluar la variacion en respuesta al dafio del complejo fingico de la marchitez en 16

fenotipos de chile manzano.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del Centro Universitario UAEM
Tenancingo, ubicado a 18° 58 05.53” N y 99° 36’ 50.51° O, a una altitud de 2068 msnm.
En 2016, se colectaron muestras de plantas de chile manzano con sintomas de marchitez en
10 localidades del sur del Estado de México para el aislamiento, identificacion y evaluacion
de los organismos fitopatdgenos.

Aislamiento del patégeno. Tejidos de tallo y raiz se desinfestaron, y se sembraron
acuerdo a Lopez (1984) en cajas de Petri con medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA)
para hongos, para oomicetos en 20 g de harina de maiz, 18 g de agar-agar, 0.8 mL de
pimaricina, 0.02 g de rifamicina y 0.25 g L-! de ampicilina, en agua destilada (3P), de

acuerdo a LoOpez (2009). Los cultivos se incubaron a una temperatura de 24°C bajo
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oscuridad. Las siembras se revisaron cada 24 horas para observar el crecimiento vy
desarrollo del hongo. Una vez crecido el hongo y el oomiceto, se hicieron transferencias
sucesivas hasta la obtencion de cultivos puros, de los que se hicieron cultivos monosparicos
y de punta de hifa. Las colonias se preservaron en tubos con PDA cubierto con aceite
mineral estéril.

Identificacion morfologica de fitopatogenos. Los microorganismos se identificaron por
claves taxonomicas para hongos y oomicetos. Para hongos, se utilizaron las claves de
Booth (1971) y Leslie y Summerell (2006), para caracterizar el tamafio y la forma de micro
y macroconidios, asi como descripcion de clamidosporas, estructuras importantes para la
identificacion; y las claves de Singlenton et al. (1992) y Watanabe (2002), para la
caracterizacion de esclerocios, micelio grueso, &ngulos de ramificacion, asi como
coloracién del micelio. Para oomicetos, se usaron las claves de Erwin y Ribeiro (1996) y
Gallegly y Hong (2008), en la identificacion crecimiento arrocetado, micelio hialino,
cenocitico y toruloso, esporangios ovalados, oogonios Yy clamidosporas intercalares.
Identificacion molecular de fitopatdgenos. La extraccion del ADN se hizo por el método
(CTAB) y Acetato de sodio. Se realizaron reacciones de PCR universal para hongos y
oomicetos con los iniciadores ITS-1fu 5’-tccgtaggtgaacctgegg-3° y  ITS-4 5°-
tccteegettattgatatge-3°  (White et al., 1990); los cuales amplifican fragmentos de talla
variable entre 500 y 900 pares de bases (pb). La mezcla de reaccion en un volumen final de
25 uL fue de 10 pL de Agua ultrapura, 12 L de MyTag Mix® (Bioline), 1 pL de Primer F,
1 yL de Primer R y 1 yuL de ADN. El programa térmico fue de 94 °C durante 2 min,
seguido de 35 ciclos a 94-55-72 °C durante 30-30-60 s respectivamente y una extension
final a 72 °C por 5 min para oomicetos. Para hongos fue de 94 °C durante 2 min, seguido
de 35 ciclos a 94-58 y 60-72 °C durante 30-30-60 s respectivamente y una extension final a
72 °C por 5 min. Los productos de las reacciones de PCR fueron separados por
electroforesis en TBE con geles de agarosa al 1.2 %.

Secuenciacion. Productos de PCR se purificaron con el Kit EZ-10 Spin Column Handbook
(Bio Basic Canada Inc.) y se secuenciaron en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
FES- lztacala de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). Las secuencias
en formato FASTA (Chromas version 2.6.5) se alinearon para consenso e identidad con la

base de datos del banco de genes del National Center for Biotechnology Information
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(NCBI) — BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (disponible en

https//www. yeastgenome.org/blast-fungal).

Patogenicidad in vitro. La patogenicidad se evalué en el fenotipo M3 de C. pubescens,
material mas cultivado en la region. Las semillas se desinfestaron e inocularon de acuerdo a
Apodaca-Sanchez et al. (2001) y después se sembraron en cajas de Petri con medio de
cultivo Agar-Agua. Cada cepa obtenida de cultivo monospoérico y de punta de hifa, fue
considerada un tratamiento, con 5 repeticiones de 10 semillas cada una. El testigo fue
semilla desinfestada y sumergida en agua destilada estéril. Se evalué la patogenicidad
mediante la incidencia y la severidad medidas a los 10 dias de acuerdo a Herrera y
Laurentin (2012), y se registraron los sintomas de radicula e hipocotilo. La incidencia se
determind por el porcentaje de plantulas con manifestacién de la enfermedad. La severidad
se midi6 por la longitud de la lesion a lo largo de la plantula expresada en porcentaje. Los
valores obtenidos se promediaron dentro de cada unidad experimental.

Interaccion patdgeno-patégeno. Semillas desinfestadas del fenotipo M3, se sembraron en
un tubo de ensayo con agar-agua, se mantuvieron en oscuridad a 25 °C y al germinar se
establecieron a 12 horas de luz y 12 de oscuridad a 25°C. A los siete dias de germinadas las
semillas se inocularon de acuerdo a Herrera y Laurentin (2012). Se aplicaron 100 pL de
una suspension de esporas 1 x 10% y 100pL de la suspension de micelio en forma individual
y las mezclas de los microorganismos patdgenos, con 10 repeticiones cada una. Se
incubaron a 12 horas de luz y 12 de oscuridad a 25 °C y se observaron cada 24 horas para
evaluar la severidad determinada por (longitud de la lesién/longitud de la plantula) x 100.
Interaccion patogenos-fenotipo. Plantulas con cuatro hojas verdaderas de los fenotipos
M1 a M16, materiales morfologicamente contrastantes a diferentes caracteres como flor y
fruto, se inocularon con F. oxysporum; P. capsici; R. solani; F. oxysporum + P. capsiciy F.
oxysporum + P. capsici + R. solan. El método de inoculacion utilizado fue el descrito por
Martinez et al. (1996). Las plantas inoculadas fueron trasplantadas en vasos de poliestireno
de un litro, con sustrato de una mezcla desinfestada de turba y agrolita en proporcion de 2:1
respectivamente, y con cinco repeticiones por tratamiento. La severidad de la enfermedad
se midi6 por el porcentaje de dafio en hipocétilo y raiz de la plantula segin la escala 1-9,

desarrollada en el CIAT (Abawi y Pastor-Corrales, 1990). Los datos se transformaron
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logaritmicamente para obtener el modelo lineal general utilizando el paquete estadistico
InfoStat.

Andlisis estadistico. Los datos obtenidos se sometieron a analisis de varianza, los
tratamientos se compararon mediante la prueba de Duncan (p= 0.05), utilizando InfoStat
(Di Rienzo etal., 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fitopatégenos aislados. De las localidades muestreadas se aislé a Fusarium oxysporum,
Phytophthora capsici y Rhizoctonia solani (Cuadro 1). F. oxysporum fue constante casi en
todos los muestreos (9/10) mientras que la presencia de P. capsici se limitd a las areas con
media y alta intensidad de cultivo. La presencia de R. solani en solo un &rea de muestreo lo
que sugiere limitada participacién en el dafio por marchitez. Solo en una localidad se
aislaron los tres patdgenos, lo que denota la participacion individual o colectiva en el
ataque al huésped. Los resultados coinciden con lo reportado por Anaya-Lopez (2011)
quien menciona a F. oxysporum como el mas comin y en segundo turno a R. solani en
cultivo de C. annuum. De acuerdo a Nelson et al. (1983), la variacion en las frecuencias de
éstos patdgenos como responsables de la marchitez se ve afectada por diversos factores,
donde las condiciones climaticas son determinantes. El potrero comunidad en la que se
encuentran los tres patdgenos, a diferencia de las otras comunidades presenta un clima mas
calido y lluvioso lo que favorece el desarrollo de los patdgenos. Por otra parte, las formas
de cultivo, la utilizacion de fungicidas y el genotipo mismo del cultivo son determinantes
para la presencia del complejo fungico (Lozano et al, 2015). También una produccién
intensiva (Guijon-Lopez et al., 2001) influye en la forma de adaptacion de los diferentes
patdgenos y les facilita una mayor sobrevivencia (Nuez et al., 1996). También, es posible
que también influya la etapa fenoldgica del cultivo en el momento de la colecta, ademas de

la susceptibilidad de fenotipo.
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Cuadro 1. Presencia de fitopatogenos aislados en cultivo de C. pubescens en localidades de tres
municipios del de sur del Estado de México

Localidad Microorganismo fitopatogeno
Zona IC F.oxysporum  P.capsici R. solani
Ahuacatitlan Baja X
Zarco Media X X
Santa Ana Baja X
Tepoxtepec Baja X
Matlazinca Media X X
San Miguel Media X X
Potrero Alta X X X
Ixtlahuaca Alta X X
San Nicolas Baja X
Cabanas Media X

IC= Intensidad de cultivo

Descripcion morfolégica de patégenos identificados. Fusarium oxysporum presentd micelio
aéreo y abundante con un habito de crecimiento radial y pigmentacion naranja. Micelio
hialino y septado, microconidios de forma ovalada, de tamafio promedio 8.6 X 4.3 pm con
0 6 1 septos, abundantes en falsas cabeza y en monofialides; macroconidios en menor
cantidad, con la célula apical atenuada y la célula basal en forma de pie de 3 a 4 septos, de
tamafio promedio 23.8 X 4.2 pm. También se observaron clamidosporas abundantes,
terminales o intercalares en la hifa (Figura 1).

Rhizoctonia solani presentd micelio con coloracion blanca los primeros cuatro dias, a
partir del quinto dia el micelio se tornd café y mostrd la presencia de esclerocios.
Microscopicamente se logré observar ramificacion proxima al septo distal en células
vegetativas jovenes, angulo de 90°, estrechamiento de hifa y formacion de septos en una
distancia corta del punto de origen a la ramificacion hifal, hifas de 5-8 pum de ancho y
esclerocios de 1-3 mm de diametro (Figura 1).

Phytophthora capsici presentd micelio color blanco, crecimiento arrocetado en medio

de cultivo PDA, micelio cenocitico, hialino y toruloso; esporangios ovoides de forma
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alimonada y poco papilados de 11 a 54 pm de largo y 9 a 36 um de ancho, clamidosporas
intercalares de 9.5 pm de diametro (Figura 1).

Dichos patogenos han sido reportados en C. annum como responsables de la
marchitez por diferentes autores (Lopez et al., 2009; Lozano et al., 2015). Estos se han
encontrado en el Norte y Centro de México (Anaya-Lo6pez 2011), sin embargo para el caso
de C. pubescens, aun cuando se encuentran los tres patdgenos, la presencia de P. capsici se

ve asociada al cultivo intensivo en la zona productora del Estado de México (Cuadro 1).

e | . 2/ - '/ '\ S QNEISN /)
Figura 1. Patégenos causales de la marchitez de C. pubescens. 1. F. oxysporum a) Microconidios, b) Micelio

hialino, ¢) Micelio septado. 2. R. solani a) Septo cercano al punto de origen a la ramificacion hifal, b) Micelio
grueso y septado, c) Angulo de 90°. 3. P. capsici a) Esporangios, b) Micelio hialino y toruloso.

Identificacion Molecularde los patdgenos. La amplificacion por PCR de los fragmentos
de ADN de los tres patdgenos confirmé la identidad, previamente establecida
morfologicamente. El fragmento amplificado de F. oxysporum mostr6 peso molecular de
900 pares de bases (pb), mientras que P. capsici y R. solani mostraron un peso
aproximadamente de 650 pb (Figura 2).

Figura 2. Electroforesis en gel de 1.2 % agarosa en TBE para fragmentos amplificados de ADN ITS de F.
oxysporum (F), P. capsici (P) y R. solani (R); carriles M corresponden al marcador molecular de 100 pb.
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El fragmento secuenciado de la cepa de F. oxysporum se alined con la secuencia de F.

oxysporum f.sp. lycopersici accesion CM000593.1, y en el consenso tuvo un 88 % de
identidad en fragmentos de la regién 248 a 270. El fragmento secuenciado de la cepa de P.
capsici se aline6 con la secuencia de P. capsici_ LT1534, wversion 11, accesion
PcapLT1534_SC064, con un 83 % identidad en conceso con fragmentos de la region 146 —
259. Similarmente el fragmento secuenciado de ADN de la cepa de R. solani se aline6 con
secuencias del Banco de genes NCBI y su mayor identidad, con un 90 % de consenso fue
con R. solani accesion nomero JATNO01000256.1 (Version JATNO01000256.1 Gl:
576995022), con fragmentos de la regién 144 — 292.
Patogenicidad in vitro. Los sintomas de la patogenicidad fueron necrosis en apice de raiz,
hipocétilo y/o cotiledones. Los aislamientos de F. oxysporum, P. capsici y R. solani
resultaron patogénicos en las plantulas de chile manzano con variacion temporal en la
manifestacion de los sintomas. La manifestacion de los sintomas con indculo de F.
oxysporum varié de 8 a 12 dias después de la siembra de acuerdo a la cepa. En el caso de
las plantulas inoculadas con P. capsici y R. solani los sintomas se presentaron a los 10 dias
después de la inoculacion.

En incidencia y severidad se observaron diferencias estadisticas entre colonias de F.
oxysporum (P< 0.01) y entre colonias de P. capsici (P< 0.05) asociadas al lugar de colecta,
lo que denota heterogeneidad intraespecifica posiblemente asociada, entre otros factores, a
la dispersion natural del patdgeno (Guzman-Plazola et al., 2011) y desarrollo de resistencia
del patdgeno por la presion de seleccion ejercida con fungicidas (Silva-Rojas et al., 2009).
La incidencia de los patdgenos fue de 65 % en F. oxysporum, 56. 4 % en P. capsici y del 76
% para R. solani. Por otra parte, los valores de severidad fueron de 81.4 % para P. capsici,
64.6 % F. oxyspoum y 65. 5 % para R. solani lo que denota un efecto mas devastador del
oomiceto, el cual procede de una zona altamente productora de chile manzano, donde el
control de enfermedades es mediante constante productos quimicos, lo cual de acuerdo a
Silva-Rojas et al. (2009), trae como consecuencia la resistencia de P. capsici.

El cociente severidad / incidencia (Figura 3) denota en F. oxysporum que, si bien
existe un mayor nimero de plantulas dafiadas, el dafio no es tan grande, es decir el valor del
cociente es muy cercano al valor de 1, excepto en la localidad de San Nicolas. Lo que

podria estar indicando una mayor posibilidad de sobrevivencia del cultivo. Por el contrario,
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el cociente severidad/incidencia calculado en P. capsici muestra valores mayores a 1 en
todas las localidades muestreadas, indicativo de que el grado de dafio es muy alto aun
cuando pudieran estar infectadas pocas plantas. En el caso de R. solani el valor del cociente
es similar al reportado en F. oxysporum.Los valores mayores del cociente
severidad/incidencia (Figura 3) indican mayor patogenicidad, ya que aun cuando los
patdgenos mostraron incidencia relativamente similar, el proceso infeccioso en términos de

superficie del tejido (severidad) fue mas acelerado con valores superiores a la unidad.
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Figura 3. Cociente de severidad/incidencia de F. oxysporum, P. capsici y R. solani en plantulas de chile
manzano en 10 localidades productoras del sur del Estado de México.

Interaccion patdgeno-patdégeno. El proceso infeccioso después de la inoculacion fue
acelerado tanto individual como combinada, al manifestarse los sintomas a los tres dias
después de la inoculacion (ddi). Cinco ddi todas las plantas infectadas con P. capsici
murieron (Figura 4), esta situacion identifica al patdgeno como el méas catastrofico en
Capsicum spp., a nivel mundial (Lamour et al, 2012). Resultados similares fueron
presentados por Sazon et al. (2012), quienes describen necrosis de raiz a 24 horas de la
inoculacion y muerte posterior a los cinco dias, con evidencias de invasion de micelio y

esporangios en la planta. Sin embargo, una vez que P. capsici se combina con otro
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patdgeno el dafio disminuye, lo cual puede deberse a la competencia por nutrientes por
parte de los patdégenos (Abdullah et al., 2017). Los valores de severidad promediados a
partir del tercer dia (Figura 4), denotaron una variacion significativa entre tratamientos,
marcando también a P. capsici como el mas severo al acumular méas rapido el dafio.
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Figura 4. Patogenicidad acumulada y promedio de combinaciones de patégenos en plantas de C. pubescens 5
dias después de infestacion. P= P. capsici, P+R= P. capsici + R. solani, F+P= F. oxysporum + P. capsici,
F+P+R= F. oxysporum + P. capsici + R. solani, F= F. oxysporum y R= R. solani. Barras de error
corresponden al error estdndar. Columnas con la misma letra no difieren estadisticamente (p<0.05).

En el caso de F. oxysporum, 5 ddi el hipocétilo de las plantulas mostraron manchas
color marrén, las cuales de acuerdo a Sanzén et al. (2012), se deben a la mayor
acumulacion de polifenoles en tejido del tallo, que ocasionan que las células en contacto
posteriormente mueran (Figura 5A). La degradacion de las paredes celulares posiblemente
se debe a la actividad de enzimas liticas producidas por patdgenos (Roncero et al., 2000;
Feng et al., 2010), y a que los mecanismos de defensa de las plantas no se activaron tan
rapido ni con la magnitud necesaria para defenderse del ataque por el patdgeno (Sanzon et
al., 2012).

En la combinacion F. oxysporum + P. capsici + R. solani se observo una interaccion
de coinfeccion, donde la patogenicidad se redujo (Figura 5G) con respecto a P. capsici

individual (Figura 5B). En este complejo de interaccién la respuesta provocada por un
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patdgeno modificd la presencia del otro. Esta interaccion compleja, tiende a alterar el curso
de la enfermedad, ya que los patdgenos coexistentes entran en competencia por crecimiento
y por los nutrimentos en el mismo huésped, y la nutricion subOptima conduce a la
competencia por la cual algunas especies pueden dominar (Abdullah et al., 2017). No
obstante, la gravedad y el tipo de competencia se determinan por el consumo de nutrientes a
lo largo del tiempo (Chesson, 2000). Caso similar fue reportado por Fernandez-Herrera et
al. (2007); Sanzon etal. (2012).

En la interaccion F. oxyporum + R. solani la patogenicidad se redujo a diferencia de
cuando se encuentra por separado, lo cual puede ser resultado de una competencia entre
especies por el huésped (Figura 5E), ya que las coinfecciones afectan la transmision de
ambos patdgenos en una poblacion y la virulencia de los patdgenos, lo que influye

dindmicamente en la enfermedad (Alizon etal., 2013).

N

T

——

Figura 5. Dafios ocasionados en C. pubescens 5 dias después de la inoculacion por: A) F. oxysporum, B) P.
capsici, C) R. solani, D) P. capsici + R. solani, E) F. oxysporum + R. solani, F) P. capsici + F. oxysporumy
G) F. oxysporum+ P. capsici +R. solani.

Interaccion patogenos-fenotipo. Los sintomas en las plantas inoculadas con patdgenos
individuales y combinados se observaron 15 ddi (Figura 6). Plantas con dafios de P. capsici

mostraron flacidez en la parte aérea y lesiones necréticas en la parte interna y externa de la
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corona del tallo, asi como radicula necrética. Plantulas con dafio por R. solani presentaron
clorosis en la parte aérea y necrosis en raiz; en dafio mas avanzado la radicula presentd
estrangulamiento,  Gonzalez  (2008), menciona una pudricibon no compacta con
desprendimiento de epidermis. Las plantulas inoculadas con F. oxysporum presentaron
clorosis y en ocasiones rizados en el follaje y necrosis de la radicula. Las plantulas
inocualadas con F. oxysporum + P.capsici mostraron clorosis foliar y marchitez, asi como
necrosis en corona del tallo y radicula.

En plantulas inoculadas con F. oxysporum + P.capsici + R. solani se observd clorosis
en hojas, corona del tallo y radicula necrdticas. De acuerdo Velasquez-Valle et al. (2001) el
sintoma inicial mas evidente es una ligera flacidez foliar, que es mas notable al avanzar el
dia, asi como un ligero amarillamiento del follaje. Estos sintomas se asociaron con la
podredumbre de la raiz y ablandamiento de las puntas de las raices, lesiones de la raiz que
varian en tamafio y color, de rojizo a marrdn y negro, recorte de la raiz y pudricion (Hamon
et al, 2011).

En dafio por F. oxysporum se observaron diferencias altamente significativas (P<
0.01) entre fenotipos. Los fenotipos M8 y M9, mostraron resistencia a dicho patdgeno. En
plantulas inoculadas con R. solani se observaron diferencias altamente significativas (P<
0.01) en el fenotipo M8, la cual mostrd resistencia al mismo. En inoculacion con P. capsici
hubo diferencias significativas (P< 0.01), donde M8 fue diferente a los deméas en términos
de resistencia. En la combinacidn F. oxysporum + P.capsici también hubo diferencias
significativas (P< 0.01), siendo el fenotipo M8 tolerante a dichos patdgenos. Contrastante a
F. oxysporum + P.capsici + R. solani donde se lograron apreciar diferencias altamente
significativas (P< 0.01) siendo M8 el que mostro ser tolerante al complejo patogénico
(Figura 6). De acuerdo a Martinez (2016), M8 cuenta con caracteristicas de especies
silvestres como lo es una ramificacion densa, de ahi la importancia del fenotipo ya que la
resistencia génica presente en plantas criollas y silvestres de chile, representan un
reservorio de genes que confieren resistencia o tolerancia contra dichos patdgenos (Anaya-
Lopez, 2011).
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Figura 6. Susceptibilidad de 16 fenotipos (M1-M16) de chile manzano a dafio por marchitez. Barras de error
corresponden al error estdndar. Barras de error corresponden al error estandar. Columnas con la misma letra
no difieren estadisticamente (p<0.05).

Los fenotipos M8 y M9 que presentaron resistencia a F. oxysporum y R. solani, son
una fuente de genética importante para el control de la marchitez; sin embargo, el éxito en
el control de esta enfermedad podria depender de la incorporacién de resistencia al
patbgeno P. capsici, ya que se encuentra presente en gran parte de las localidades
analizadas. Por otra parte, el haber encontrado genotipos tolerantes a F. oxysporum, R.
solani y las combinaciones de los tres de patdgenos, indica la existencia de mecanismos de
defensa propios contra cada uno de los hongos presentes, asi como en el sindrome
ocasionado por la interaccién de los tres géeneros. Por lo tanto, es probable la presencia de
mecanismos de resistencia en comin e individuales a los tres patdgenos (Anaya-Lopez,
2011).

CONCLUSIONES
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Se detectaron tres patdgenos asociados a la marchitez de chile manzano del sur de
México; de ellos Fusarium oxysporum fue el mas frecuentemente aislado, seguido por
Phytophthora capsici y Rhizoctonia solani.

La identificacion molecular permitié determinar que F. oxysporum pertenece a F.
oxysporum f.sp. lycopersici raza 2. P. capsici pertenece a P. capsici_ LT1534, version 11,
y R. solani pertenece al grupo anastomico 3 (AG-3).

De los tres patdgenos encontrados, Phytophthora capsici es el causante de la
marchitez en la region sur de México, aunque Fusarium oxysporum Yy Rhizoctonia solani
reducen la produccion de la planta de chile manzano hasta ocasionar su muerte.

Los fenotipos de chile manzano M8 y M9 presentaron resistencia a F. oxysporum y
M8 a R. solani. El fenotipo M8 fue tolerante a P. capsici y a la inoculacion individual y en
mezcla de los tres patdgenos, por lo que representan fuentes de genes de tolerancia
potencialmente (tiles en programas de mejoramiento genético, orientados al control de la

marchitez del chile manzano en la regién productora del centro de México.
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8. CONCLUSIONES

Se detectaron tres patdégenos asociados a la marchitez en la region productora de
chile manzano del sur del estado de México; de ellos Fusarium oxysporum fue el
mas frecuentemente aislado, seguido por Phytophthora capsici y Rhizoctonia

solani.

Los fenotipos de chile manzano 8 y 9 presentaron resistencia a F. oxysporum y el
8 a R. solani. El fenotipo 8 fue tolerante a P. capsici y a la inoculacion individual y
la mezcla de los tres patdgenos, por lo que representan fuentes de genes de
tolerancia potencialmente (tiles en programas de  mejoramiento genético,
orientados al control de la marchitez del chile manzano en la regioén productora

del sur del Estado de México.

La identificacion molecular permitié observar que F. oxysporum pertenece a F.
oxysporum f.sp. lycopersici raza 2. P. capsici pertenece a P. capsici_ LT1534,

version 11, y R. solani presenta anastomosis con el grupo 3 (AG-3).

Se observd que Phytophthora capsici es el causante de la marchitez en la region
sur del Estado de México, aunque Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani

también son responsables de las mermas en la produccién de chile manzano.
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10. GLOSARIO

Anastomosis: Termino usado para aquellos individuos de la misma especie de
hongos que, con caracteres de virulencia diferentes (por ejemplo), son capaces de
unir sus hifas y producir plasmogamia (union de contenido citoplasmatico). Asi
pueden presentar sintomatologia diferente de la que produciria un grupo
individualmente.

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST): Encuentra regiones de similitud
entre las secuencias biolégicas. Es un programa que compara las secuencias de
nucledtidos o proteinas con las bases de datos de secuencias y calcula la
significacion estadistica.

Clorosis: Amarillamiento de los tejidos normalmente verdes, debido a la
destruccion de la clorofila o a la imposibilidad de sintetizarla.

Coinfeccion: Infeccién simultanea de un organismo huésped por dos o mas
patdégenos.

Cultivo monospérico: Son cultivos desarrollados de una espora simple.
Cultivo de punta de hifa: Cultivos que se desarrollan a partir del apice
de una hifa.

Dafo: Perjuicio de la fisiologia de la planta debido a una irritacion momentanea o
transitoria, pero en cualquier caso no continda.

Enfermedad: Se define como una alteracion del metabolismo normal de una
planta y de su productividad potencial debido a la presencia de un patégeno que
interfiere en los procesos fisiolégicos relacionados con el crecimiento y desarrollo
reproductivo. Es decir que la enfermedad es el resultado de una interaccion entre
la planta hospedante y el patdbgeno en determinadas condiciones ambientales y en
un tiempo.

Esclerocio: Masa compacta de micelio endurecido que contiene reservas
alimenticias, su funcion es sobrevivir en periodos ambientales extremos hasta que
se den las condiciones favorables para el desarrollo de un nuevo micelio.
Fenotipo: Conjunto de caracteres visibles que un individuo presenta como
resultado de la interaccion entre su genotipo y el medio.

Fitopatdgeno: Término que se aplica a los microorganismos que producen
enfermedades en las plantas

Gravedad:

Incidencia: Es la cantidad de individuos o partes contables de un individuo
(plantas, frutos, hojas, etc.) Afectados por una determinada enfermedad respecto
al total analizado expresada en %.

Inoculacién: proceso mediante el cual un patégeno y un hospedante entran en
contacto

Inocular: Accidn que pone en contacto un patégeno con una planta hospedante o
un organo de ella.

Inoculo: Patdégeno o partes de €l que ocasiona enfermedad

Infeccién: Establecimiento de un parasito dentro de una planta hospedante.

“In vitro”: En el medio de cultivo.

“In vivo”: En el hospedante.
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Marchitez: Pérdida de rigidez y caida de los érganos de la planta que por lo
general se debe a la falta de agua en su estructura.

Micelio hialino: Incoloro, transparente.

Micelio torulosos: Micelio hinchado

Micelio Vegetativo: Es aquél destinado a dar sostén, proteccion y nutricion al
hongo.

Micelio Reproductivo: Es el conjunto de hifas fértiles que nacen del micelio
vegetativo pero que se diferencian bioldégica y morfologicamente para las
funciones de reproduccién

Medio de cultivo: Medio nutritivo preparado para el cultivo de microorganismos.
Morfotipo: Grupo de organismos de cualquier taxén con caracteristicas
morfolégicas comunes, que pueden ser de una misma especie o de diferentes
especies.

Necrosis: Sintoma de enfermedad en las plantas caracterizado por la muerte
prematura de las células de un tejido u érgano.

Patogenicidad: Es la capacidad potencial de un microorganismo para producir
una enfermedad.

Patosistema: Subsistema ecoldgico definido por el fendbmeno de parasitismo. Un
patosistema vegetal puede abarcar una 0 mas especies de plantas mas las
diversas especies de parasitos: insectos, hongos, bacterias y otros, que utilizan a
las plantas. Sin embargo, las aves y mamiferos herbivoros no se consideran
parasitos.

Priming: Es la activacion de respuesta de defensa acompafiada de una
estrategia efectiva para control de plagas y enfermedades, en la cual un
estimulo recibido facilita la respuesta de otro estimulo relacionado y actua
como un mecanismo de memoria.

Resistencia: Capacidad de la planta para retardar el desarrollo de un
enfermedad.

Severidad: Es una estimacion visual en la cual se establecen grados de infeccion
en una determinada planta, sobre la base de la cantidad de tejido vegetal enfermo.
Susceptibilidad: Incapacidad de una planta para resistir el efecto de un patégeno
u otro factor perjudicial.

Tolerancia: Capacidad de la planta para minimizar el impacto de la enfermedad
en su fisiologia, sin interferir con el desarrollo y la multiplicacién del patdgeno.
Variabilidad: Capacidad que tienen los organismos para cambiar sus
caracteristicas de generacion en generacion.

Virulencia: Grado de patogenicidad que posee un microorganismo en funcion de
la gravedad de las lesiones que provoca y de la capacidad que posee para invadir
nuevos tejidos.
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