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Resumen

Phytophthora capsici, es el agente causal de la ‘marchitez del chile’ una de las enfermedades mas
importantes de este cultivo. Para establecer estrategias de control eficientes es necesario el
conocimiento de la diversidad del patdgeno, para esto, se realizo esta investigacion cuyo objetivo
fue determinar el grado de variabilidad de 29 aislados monozoosporicos obtenidos de chile
(Capsicum annuum L.) de seis municipios del estado de Guanajuato y dos cepas de referencia de
Al y A2. Todos fueron caracterizados por la forma de crecimiento, tipo de compatibilidad,
crecimiento a 35 °C, sensibilidad a mefenoxam y grado de virulencia. Los resultados obtenidos
indican que los aislados, presentaron cinco formas de crecimiento: estrellada (62.5%), turuloso
(15.62%), estolonifera (12.5%), filamentoso (6.25%) y petaloide (3.12%); su crecimiento a 35 °C
fue menor a 30.7% respecto al control crecido a 27 °C, su tipo de compatibilidad fue 65.5% del
tipo Al, se encontr6 sensibilidad intermedia al mefenoxam en 65.5% de los aislados, siendo el
resto sensibles. El aislado mas virulento fue el D3 y los avirulentos fueron D8, D11 y D12 todos
originarios de Dolores Hidalgo. No se observa una relacion directa entre la forma de crecimiento,
el crecimiento a 35 °C, el tipo de compatibilidad, la resistencia a mefenoxam y el grado de
virulencia.
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Introduccion

Dentro de los problemas fitosanitarios para la produccion del cultivo de chile en México, la
‘marchitez del chile’ o ‘secadera’ es la enfermedad mé&s importante, en todas las regiones
productoras de chile en el pais. En el estado de Guanajuato cerca de 90% de la superficie sembrada,
es afectada en mayor o menor grado por esta enfermedad. En condiciones favorables puede causar
pérdidas del 40 al 100% de la superficie cultivada. La sintomatologia de esta enfermedad esta
asociada con un grupo de organismos siendo el principal Phytophthora capsici Leonian, un
oomiceto filamentosos, diploide, heterotalico (Erwin and Ribeiro, 1996).

Se han desarrollado diversas estrategias para el control de éste patdgeno, destacando entre ellas: el
control quimico y cultural, asi como el desarrollo de cultivares resistentes. Si se considera que la
eficiencia y durabilidad de las medidas de control depende, entre otros factores, de la variacion
genética del patdgeno, seria importante valorarla y conocer su distribucion dentro y entre
poblaciones de P. capsici, en hospederos o regiones particulares (McDonald y Linde, 2002). La
evaluacion de la diversidad en la actualidad se basa principalmente en caracteristicas morfoldgicas
y fisioldgicas. Dentro de los caracteres morfologicos destaca el estado sexual de Phytophthora que
involucra la produccion de dos gametangios morfoldgicamente diferenciados: el oogonio,
estructura femenina Al y el anteridio, estructura masculina A2 (Martin et al., 2012).

Entre los rasgos fisiolégicos mas destacados para la caracterizacion de las especies de
Phytophthora son: las temperaturas cardinales de crecimiento, la abundancia de esporulacion en
medios liquidos, el aspecto de las colonias en medios de cultivo y los engrosamientos hifales. Las
colonias de P. capsici se caracterizan de acuerdo con el patrén que presentan en medio de cultivo,
la ramificacion de las hifas puede tener un patrén petaloide, estrellado, en roseta, irregular,
concéntrico y con un micelio aéreo ralo, harinoso o algodonoso y sus temperaturas cardinales de
crecimiento son: la temperatura minima 10 °C, la 6ptima 28 °C y la maxima para el crecimiento
mayor a 35 °C (Erwin y Ribeiro, 1996).

Otra de las caracteristicas utilizadas para el estudio de la diversidad y que ademés tiene
implicaciones préacticas, es la resistencia a fungicidas como el metalaxil y el mefenoxam,
fungicidas de uso comudn a nivel mundial para el control de este oomiceto, a los que se han
reportado resistencia en poblaciones de todo el mundo (Lamour y Hausbeck, 2003). Los
aislamientos resistentes han mostrado ser igual o mas virulentos que los sensibles, convirtiendo asi
la resistencia a estos compuestos en una caracteristica importante para el manejo de esta
enfermedad y usada como marcador para caracterizar poblaciones.

Materiales y métodos
Cepas

Se utilizaron 29 aislados de P. capsici identificados usando las claves de Erwin y Ribeiro (1996),
los cuales fueron obtenidos de plantas con sintomas de ‘marchitez’, en 12 lotes de produccion
comercial de diferentes variedades e hibridos de chiles tipo poblano, glero, serrano, jalapefio y
chilaca, ubicados en los municipios de: Dolores Hidalgo, San Luis de la Paz, Juventino Rosas,
Silao, Salvatierra 'y Cortazar en Guanajuato.
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Las cepas de referencia para los tipos de compatibilidad usadas PCT17 (Al) y PCC6 (A2), fueron
donadas por la Dra. Sylvia Patricia Ferndndez Pavia del Laboratorio de Patologia Vegetal-
UMSNH. De todos los aislados incluyendo las cepas de referencia se hicieron cultivos
monozoosporicos de acuerdo con el protocolo de Erwin y Ribeiro (1996). Los cultivos se
mantuvieron en medio solido V8C (160 ml de jugo V8, 3 g CaCOzy 840 ml de agua desionizada),
transfiriéndolos cada seis semanas.

Patron de crecimiento de la colonia

Para la descripcion del patron de crecimiento de los aislados se sembraron discos de micelio de 1
cm de diametro en agar VV8C, se incubaron a 27 °C durante seis dias en la oscuridad. Se determiné
las formas de las colonias comparandolas con los patrones descritos por Erwin y Ribeiro (1996).

Crecimiento a 35 °C

De cada aislado se sembré en el centro de una caja petri con medio V8C, un disco de 8 mm de
didmetro con micelio de 3 a 5 dias de edad. Se midio el didmetro de la colonia a lo largo de dos
ejes perpendiculares, cada 48 h durante ocho dias y la tasa de crecimiento se calcul6 a 27 y 35 °C.
Se realizaron dos ensayos con tres repeticiones para cada aislamiento y se tom6 como resultado el
promedio obtenido. El porcentaje de crecimiento a 35 °C se calcul6 considerando como 100% el
crecimiento a 27 °C.

Tipo de compatibilidad

El tipo de apareamiento se determind cocultivando cada uno de los aislados monozoosporicos de
P. capsici, con cada una de las cepas de tipo de compatibilidad conocida Al y A2. Las
confrontaciones se llevaron a cabo colocando en cajas Petri con agar V8C, fragmentos de micelio
del aislado problema y de la cepa de tipo de compatibilidad conocida, con una separacion de tres
centimetros entre ellos. Las cajas fueron incubadas 2.5 semanas a 27 °C en oscuridad. Se examino
al microscopio (objetivo 10X) la formacion de oosporas. A los aislados que produjeron oosporas
con la cepa Al, pero no con la A2 se determinaron como tipo de apareamiento A2 y a los que
produjeron oosporas con A2 se determinaron como Al.

Sensibilidad a mefenoxam

Discos de agar de 8 mm de diametro de los 31 cultivos monozoosporicos, fueron transferidos a
cajas petri con medio V8C con y sin mefenoxam. Se empled 100 ppm de mefenoxam (Ridomil
Gold-EC, Syngenta, Greensboro, NC, 48% ia.), agregado al medio previo al vaciado en cajas petri
(Lamour y Hausbeck, 2000). Las placas fueron incubadas en oscuridad, a 25 °C durante 7 dias. Se
evalué cada 24 h el crecimiento radial del micelio, midiendo el didmetro en dos direcciones
(perpendiculares) obteniendo el promedio.

El porcentaje de crecimiento relativo se calculé considerando como 100% el crecimiento promedio
de cada aislado cultivado en medio sin mefenoxam (Lamour and Hausbeck. 2000; Fernandez-
Pavia, et al. 2004). Se efectuaron dos ensayos con tres repeticiones por aislado. Los aislados
monozoosporicos fueron clasificados de acuerdo con la escala establecida por Lamour y Hausbeck
(2000). Siendo sensibles (S) los que tuvieron un crecimiento relativo menor de 30%, sensibilidad
intermedia (SI) de 31-90% e insensible (1) mayor al 90% de crecimiento.
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Andlisis de virulencia

Se realizaron tres repeticiones, con cada aislados, utilizando tres plantas/repeticion en la etapa de
tres a cuatro hojas verdaderas de la variedad Sonora Anaheim (Seminis). La inoculacion se realizo
colocando las pléntulas en frascos estériles con 50 ml de agua, a cada una se agregd una solucion
de 10* zoosporas ml™, méas un antibidtico (ampicilina 100 mg ml™?) para evitar el crecimiento de
bacterias.

Las plantas inoculadas, se colocaron en una cdmara de crecimiento a 25 °C y se evalud el dafio a
los cinco dias, usando la escala descrita por Parker y Grau (1992): 0= planta sana; 1= necrosis y
obstruccion en la base del tallo; 2= necrosis, obstruccion en la base del tallo y marchitez parcial;
3= necrosis, obstruccion en la base del tallo, marchitez avanzada; 4= muerte total de la planta.

Resultados y discusion
Patréon de crecimiento de la colonia

En la poblacién analizada se encontraron cinco patrones de crecimiento, siendo el tipo estrellado
el mas frecuente (62.5%), seguido por el filamentoso (15.62%), estolonifero (12.5%), toruloso
(6.25 %) y petaloide (3.12%) (Figura 1). Se observo una variacion de los patrones de crecimiento
en todo el estado, asi como alta variabilidad dentro de algunos municipios, como Dolores Hidalgo
en donde se encontraron tres tipos de crecimiento y Cortazar que en tres muestras tiene tres tipos
de crecimiento.

Figura 1. Morfotipos de colonias de P. capsici del estado de Guanajuato observadas en PDA. a)
estrellado; b) filamentoso; c) estolonifera; d) toruloso; y e) petaloide.

En contraste con Silao y San Luis de la Paz que todos sus aislados muestran un tipo de crecimiento
(Cuadro 1). Con un menor tamafio de muestra, se observé una mayor diversidad en formas de
crecimiento en el estado de Guanajuato que en los aislados de Nuevo México, EE. UU. (Fernandez-
Pavia et al., 2004), Illinois, EE. UU. (Islam et al., 2005) y Chihuahua, México (Sanchez-Gurrola
et al., 2019), coincidiendo con estos trabajos de que el crecimiento estrellado es el mas frecuente.
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Cuadro 1. Caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de 31 cultivos monoosporicos de

Phytophthora capsici.
Municipio Clave Tip(_) de Ti_po_de Tip(.) c_jg Cfglfam"lgllto rSan]lZInboli(lgr?]dz (_Brado Qe3
chile  crecimiento compatibilidad virulencia
(%) (100 ppm)
Dolores D1 Poblano Estrellado Al 15.16 Sl (68%)a 2
Hidalgo p2 Ppoblano Estolonifero A2 8.74 S| (43%)c 2
D3 Poblano Estrellado Al 17.48 Sl (63%)ab 4
D4 Poblano Estrellado A2 14.22 SI (55%)b 1
D5 Poblano Estolonifero A2 11.91 SI (56%)b 3
D6 Poblano Estrellado A2 11.86 SI (39%)c 2
D7 Poblano Estrellado A2 11.41 S (27%)cd 2
D8 Poblano Estolonifero Al 11.25 S (25%)d 0
D9 Poblano Toruloso Al 12.49 S (30%)cd 1
D10 Poblano Toruloso Al 0 S (18%)de 1
D11 Poblano Toruloso Al 7.51 Sl (44%)c 0
D12 Poblano Toruloso Al 5.95 SI (71%)a 0
Silao S1 Gulero Estrellado Al 19.62 Sl (38%)c 1
S2  Guero Estrellado A2 16.62 Sl (51%)bc 1
S3  Gulero Estrellado Al 22.28 Sl (48%)bc 1
S4  Serrano Estrellado Al 3.21 SI (52%)bc 1
S5 Jalapefio Estrellado A2 18.28 S (24%)d 1
S6 Jalapeiio Estrellado A2 8.71 SI (54%)b 1
S7 Jalapefio Estrellado A2 16.34 S (12%)e 1
Salvatierra SA3 Chilaca Toruloso Al 6.6 Sl (36%)cd 2
San Luis SP1 Poblano Estrellado Al 18.29 S (16%)de 2
delaPaz sp2 Ppoblano Estrellado Al 4.23 S (22%)d 2
SP3 Poblano Estrellado A2 23.32 S (15%)de 2
Juventino J1 Jalapefio Filamentoso Al 8.3 SI (39%)c 3
Rosas J2 Poblano Estrellado Al 15.32 S (18%)de 2
J3 Jalapefio Filamentoso Al 7.86 Sl (47%)bc 2
Cortazar CT1 Jalapefio Estolonifero Al 28.37 S (28%)cd 1
CT3 Jalapefio Petaloide Al 12.57 Sl (40%)c 2
CT4 Jalapefio Estrellado Al 30.67 SI (59%)ab 2
Cepasde PCC  SD  Estolonifero A2 23.21 SI (54%)b 1
referencia pcT  SD  Estolonifero Al 11.36 Sl (55%)b 1

1= porcentaje de crecimiento considerando 100% el crecimiento a 27 °C; 2= sensibilidad a mefenoxam; S= sensible;
Sl= sensibilidad intermedia; I= insensible; 3= escala; 0= sin sintomas; 1= dafio en tallo; 2= marchitez parcial y clorosis;
3= marchitez avanzada; 4= planta muerta.
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Al igual que en los trabajos mencionados, en este estudio, no se encontrd una relacion clara del
tipo de crecimiento con las otras caracteristicas evaluadas. La variacion en la morfologia de la
colonia se ha observado en P. capsici desde hace varios afios y es considerada un primer indicio de
la diversidad existente (Bowers et al., 2007).

Crecimiento a 35 °C. La tasa de crecimiento promedio a 27 °C de los cultivos monozoosporicos
fue de 12.82 mm dia?, este crecimiento fue mayor a lo reportado por Tamietti y Valentino (2001),
quienes encontraron para 20 aislados de P. capsici una tasa promedio de crecimiento de 0.81 mm
dia?l y a la reportada por Fernandez-Pavia et al. (2004) de 9 mm dia® para aislados de Nuevo
México crecidos a 30 °C.

La tasa de crecimiento promedio de los cultivos monozoosporicos a 35° C fue de 1.7 mm dia*
variando entre 0 y 3.87 mm dia™* (dato no mostrado); este resultado es menor al obtenido por Islam
et al. (2005), quienes observaron que la tasa de crecimiento a esta temperatura para aislados de
Illinois varid de 3.1 a 10.1 mm dia* y a lo reportado por Granke et al. (2011) quienes encontraron
un crecimiento promedio de 3.4 mm dia* en 122 aislados de P. capsici originarios de 12 paises. El
porcentaje de crecimiento de los aislados de Guanajuato a 35 °C varid de 0 a 30.7%, todos los
aislados con excepcién del CT4, tuvieron un crecimiento menor al 30% (Cuadro 1).

Este resultado es contrastante al obtenido para aislados de Nuevo México cuyo crecimiento varid
entre 11 y 100% (Fernandez-Pavia et al., 2004). Pero concuerda con lo reportado por Tlalpal-
Bolafios et al. (1995) quienes reportan que los aislados de México crecen pobremente a esta
temperatura.

Este crecimiento sugiere que los aislados de Guanajuato presentan una menor adaptacion a
temperaturas elevadas, esto puede ser debido a las condiciones térmicas en las que han
evolucionado ya que de acuerdo con el INEGI (2013), histéricamente la temperatura media anual
en Guanajuato es de 18 °C y la temperatura promedio mas alta es alrededor de 30 °C y se presenta
en los meses de mayo y junio cuando el ciclo de cultivo para chile en fresco esta terminando en
este estado.

Tipo de compatibilidad

Todos los aislados fueron heterotalicos y la distribucion de los tipos de compatibilidad en el estado
fue al azar y en algunos campos se encontraron conviviendo los dos tipos de compatibilidad,
observandose en el estado una predominancia del tipo Al (65.5%) (Cuadro 1).

A nivel mundial, la identificacién de ambos tipos de compatibilidad en colectas de P. capsici se ha
reportado frecuentemente por diferentes investigadores, como Fernandez-Pavia et al. (2004), los
cuales al caracterizar 59 aislados del sur de Nuevo México, EE. UU., encontraron una distribucion
al azar de ambos tipos de compatibilidad Al y A2y demostraron la convivencia de ellos en un solo
campo, sefialando al A1 como el de mayor frecuencia en una relacion de 2:1 con respecto al A2.
Tamietti y Valentino (2001), en una colecta de 26 aislados originarios del norte de Italia,
encontraron 19 del tipo Al, 3 del tipo A2 y 4 heterotalicos. Islam et al. (2005) reportan en una
colecta de 57 aislados realizada en Illinois E.U., 31 del tipo Aly 26 del tipo A2. Meitz et al. (2010)
encontraron en una coleccion de 78 aislados de Sudéafrica 42 del tipo Al y 36 del tipo A2.
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En México, Castro-Rocha et al. (2016) analizaron 81 aislados de P. capsici de cuatro estados,
incluyendo 14 aislados de Guanajuato. Informan la presencia de 32 aislados con el tipo de
apareamiento Al, 43 con el tipo A2 y 6 homotalicos en el total de la poblacién. También se ha
confirmado la presencia de ambos tipos de compatibilidad en zonas productoras de chile en los
estados de Aguascalientes, Chihuahua, Ciudad de México, Jalisco, Michoacdn y Zacatecas
(Rodriguez-Moreno et al., 2004; Silva-Rojas et al., 2009; Castro-Rocha et al., 2016).

La presencia de los dos tipos de compatibilidad en Guanajuato fue reportada por Pérez-Moreno et
al. (2003), quienes al analizar 8 aislados obtenidos en dos municipios de este estado, reportan 4 del
tipo Al y 4 del tipo A2, esto fue confirmado por el trabajo de Castro-Rocha et al. (2016) que
reportan haber encontrado en Guanajuato 5 aislados del tipo A1, 6 del tipo A2 y 3 homotalicos.

Coincidiendo con los resultados del presente trabajo, ambos tipos de apareamiento se han
identificado dentro de la misma parcela por varios investigadores (Gobena et al., 2012a; Jiang et
al., 2015; Barchenger et al., 2017). Esto indica que el manejo de la enfermedad serd mas dificil,
debido a la diversidad genética generada por reproduccion sexual, que puede originar nuevos
genotipos resistentes a tratamientos quimicos o con mayor capacidad patogénica o virulencia y
aislados capaces de romper la resistencia de variedades en menor tiempo.

Sensibilidad a mefenoxam

El 65.5% de los aislados presentaron sensibilidad intermedia a mefenoxam a 100 ppm, siendo el
resto sensibles (Cuadro 1). El crecimiento del micelio de los aislados con sensibilidad intermedia
fue malformado, con hifas cortas y en algunos casos turulosas. La insensibilidad de los aislados de
P. capsici a este compuesto quimico se ha reportado desde hace varios afios, se ha sefialado que se
debe a que los oomicetos, aunque morfoldgicamente similares a los hongos verdaderos, son
genética y bioquimicamente diferentes (Erwin y Ribeiro, 1996) y no son susceptibles a la mayoria
de los fungicidas de amplio espectro, por esta razon, los productores tienden a depender de un
namero limitado de fungicidas.

Los més populares a nivel mundial y de los que se ha abusado en su uso, son los fungicidas de
la clase de las fenilamida, especificamente metalaxil y su enantiomero mefenoxam (Ridomil
Gold EC) (Lamour y Hausbeck, 2000), de los cuales se ha establecido que su modo de accién
es sitio especifico y que la tolerancia a ellos esta condicionada por un locus Unico que tiene un
efecto mayor y dominancia incompleta, sujeto a modificacion por genes de efectos menores
(Fabritius et al., 1997).

Ademas, se ha reportado que la insensibilidad al mefenoxam, también confiere insensibilidad al
metalaxil, en poblaciones de campo de P. capsici en pimiento morrén (Parra y Ristaino, 1998). En
Guanajuato, el mefenoxam y metalaxil se han utilizado por mas de una década en el cultivo de
chile, por lo que la aparicion de aislados con insensibilidad a estos productos era de esperarse.

Aislados con insensibilidad al metalaxil fueron reportados por primera vez en Guanajuato por
Pérez-Moreno et al. (2003), quienes sefialan haber encontrado nueve aislamientos insensibles a
metalaxil. Estos resultados y los encontrados en este trabajo, sugieren que en el estado de
Guanajuato no se han encontrado aun aislados insensibles a mefenoxam, hay una tendencia a
desarrollar resistencia, lo que podria ser un problema a corto plazo.
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Dado que, de acuerdo con estudios realizados por Lamour y Hausbeck (2001), una vez establecida
la resistencia a mefenoxam o metalaxil, el uso de estos debe ser limitado, pues la frecuencia de
aislados resistentes no decrece durante dos afios, aun eliminando la aplicacion del quimico y
empleando rotacion de cultivo.

Anadlisis de virulencia

Dos de los aislados mas virulentos D3 y D5 y los tres aislados no virulentos D8, D11 y D12
encontrados en Guanajuato, son originarios del municipio de Dolores Hidalgo, lo que refleja una
alta variabilidad en esta caracteristica, esto podria atribuirse a la presencia de los dos tipos de
apareamiento en este municipio, lo cual sugeriria la existencia de reproduccion sexual y por tanto
la aparicion de nuevas razas patogénicas, pero al analizar otros municipios, encontramos
localidades como Silao en donde se encontraron también los dos tipos de apareamiento, pero solo
un nivel de virulencia en sus aislados y el otro caso es el de Juventino Rosas y Cortazar en donde
se tiene un solo tipo de compatibilidad y variacion en el grado de virulencia (Cuadro 1).

La falta de correlacion de la virulencia con otras caracteristicas como el tipo de apareamiento, el
crecimiento radial a 27 y a 35 °C, concuerda con los estudios reportado por Fernandez-Pavia et al.
(2004) y Tamietti y Valentino (2001). La alta diversidad en la virulencia presente en el municipio
de Dolores Hidalgo, podria estar relacionada con el tipo de hospedero, ya que si bien, es un mismo
tipo de chile el que se siembra, todos ellos son variedades criollas y practicamente cada productor
tiene su propia variedad y produce su semilla lo que genera un proceso de seleccion.

Esto podria haber originado que cada criollo desarrollara diferentes mecanismos de defensa para
evitar o limitar el dafio producido por Phytophthora. Asi, los patégenos tendrian que evolucionar
para generar nuevos mecanismos de virulencia que les permita eludir las defensas de los huéspedes.
Provocando que los huéspedes, tengan que evolucionar para generar nuevas defensas para enfrentar
a los nuevos mecanismos de virulencia de los patdgenos. Estas presiones de seleccidn reciprocas
entre los mecanismos de virulencia del patégeno y de defensa de la planta, se veria reflejado en la
diversidad en la virulencia que se esta encontrando. Esto habria que probarlo con otros estudios ya
que no fue el objetivo de este trabajo.

La poblacion de Phytophthora capsici de Guanajuato se caracteriza por sus altos niveles de
diversidad, similares a lo reportado por varios autores para otras poblaciones de este patdgeno
(Lamour y Hausbeck, 2001; Hausbeck y Lamour, 2004; Gevens et al., 2008; Meitz et al., 2010;
Lamour et al., 2011; Gobena et al., 2012Db), por lo que esta diversidad debe de ser considerada para
el disefio de estrategias para su control.

Conclusiones
Existe variabilidad fenotipica entre los aislados de P. capsici de Guanajuato. En Guanajuato se
encuentran los dos tipos de apareamiento, siendo el Al el predominante. Existen municipios en
donde conviven aislados de los dos tipos de compatibilidad.

Una alta proporcion de aislados de P. capsici han desarrollado resistencia intermedia a Mefenoxam.
Existe una alta diversidad en la virulencia presente en el municipio de Dolores Hidalgo.
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No se observa una relacion directa entre la forma de crecimiento, el crecimiento a 35 °C, el tipo de
compatibilidad, la resistencia a mefenoxam, y el grado de virulencia.
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