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ETIOLOGIA Y MANEJO DE LA MARCHITEZ DEL CHILE DE ARBOL (Capsicum
annuum L.) EN SUELOS DE LA VEGA DE METZTITLAN, HIDALGO, MEXICO.
Nanci Lozano Alejo, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2014

RESUMEN
La marchitez del chile causada por Phytophthora capsici Leonian estd presente en

diferentes regiones productoras de chile en México y ocasiona la disminucion en el rendimiento
del cultivo. En la Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH) no se han realizado estudios para determinar
el agente causal y alternativas de manejo para la enfermedad. Con el objetivo de explorar
alternativas de manejo de la marchitez del chile en esta regidn, en el presente trabajo se determino
al agente causal de la enfermedad, se evaluaron 10 colectas de chile de arbol cultivados en sustrato
de turba-agrolita (1:1) y suelo no tratado con y sin inoculacion de Phytophthora capsici para buscar
fuentes de resistencia al patégeno. Se probaron productos quimicos formulados con metalaxil,
fosetil aluminio, propamocarb y metam sodio solos o alternados para evaluar la efectividad contra
P. capsici y se evaluaron productos biolégicos comerciales aplicados solos o combinados,
formulados con Trichoderma harzianum (Fus out ® y Natucontrol ®) y Bacillus subtilis (Baktillis
® y Probac ®) en suelo de tres localidades de la VMH. Los resultados indican que el agente causal
de la marchitez del chile en VMH es Phytophthora capsici Leonian. Las colectas de chile de arbol
gue mostraron mayores niveles de resistencia a la enfermedad fueron CP 1261, CP 1264 y CP 1305.
La cepa del patdgeno evaluada tuvo sensibilidad a las aplicaciones individuales de metalaxil, fosetil
aluminio y propamocarb, metalaxil alternado con fosetil aluminio y metalaxil alternado con
propamocarb; en todos estos casos no se detectaron sintomas de la enfermedad en las plantas de
chile. Todos los productos bioldgicos evaluados, aunque redujeron la severidad de la enfermedad
no impidieron la expresion de sintomas moderados (Severidad 1 a 2, Sanogo 2006). Los productos
bioldgicos que tuvieron mayor efectividad contra la marchitez fueron Baktillis (Bacillus subtilis) y

la combinacion de Fus Out (Trichoderma harzianum) con Probac (Bacillus subtilis).

Palabras clave: Phytophthora capsici L., resistencia, control quimico, Trichoderma harzianum,

Bacillus subtilis, metalaxil, fosetil aluminio, propamocarb, metam sodio.
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ETIOLOGY AND MANAGEMENT OF “ARBOL” TYPE PEPPER (Capsicum annuum L.)
WILT IN SOILS FROM VEGA DE METZTITLAN, HIDALGO, MEXICO.
Nanci Lozano Alejo, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2014

SUMMARY
Pepper wilt, caused by Phytophthora capsici Leonian occurs in most pepper growing

regions of Mexico and cause severe yield losses. In Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH) region no
studies have been carried out to confirm the causal agent of pepper wilt and no control methods
have been tested. In order to explore alternatives for pepper wilt control in this region, in the present
work the identity of the causal agent was determined and several control alternatives were tested
under greenhouse conditions. Resistance against pepper wilt of 10 “arbol” type accessions was
evaluated, and the effectiveness of chemical and biological commercial products available in the
mexican market for Phytophthora control were tested. Pepper accessions were tested both on a
mixture of peat moss-agrolite (1:1) and on untreated soils from VMH, with and without inoculation
with a strain of Phytophthora capsici isolated from “arbol” type pepper from VMH. Commercial
formulations of metalaxyl, fosetyl aluminum, propamocarb and metham sodium alone or
alternated, and commercial products containing biological control agents Trichoderma harzianum
(Fus out ® y Natucontrol ®) y Bacillus subtilis (Baktillis ® y Probac ®) applied alone or combined
were tested in soil from three locations of VMH. Our results indicate that Phytophthora capsici
Leonian is the causal agent of pepper wilt in VMH. Pepper accessions having the highest resistance
against the disease were CP 1261, CP 1264 y CP 1305. The tested strain of the pathogen resulted
susceptible to recurrent sprayings of metalaxyl, fosetyl aluminum or propamocarb, and to
metalaxil alternated with fosetyl aluminum, and metalaxyl alternated with propamocarb; no
disease symptoms were detected in plant protected with these treatments. All biological products
tested reduced disease severity regarding inoculated control but did not avoid moderate disease
severity levels (1 to 2, Sanogo, 2006). Biological treatments with the lowest disease levels were
Baktillis (Bacillus subtilis) and the combination of Fus Out (Trichoderma harzianum) con Probac

(Bacillus subtilis).

Additional keywords: Phytophthora capsici L., resistance, chemical control, Trichoderma

harzianum, Bacillus subtilis. metalxyl, fosetyl aluminum, propamocarb, metham sodium.
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1. INTRODUCCION

El chile pertenece a la familia Solanaceae (Rajput y Parulekar, 2004) y tiene como centro
de origen a Sudameérica (Hunziker, 1979). México es considerado el centro de domesticacion de la
especie Capsicum annuum (Pickersgill et al., 1979; Loaiza-Figueroa et al., 1989; Aguilar et al.,
2010). Uno de las principales problemas fitosanitarios que enfrenta el cultivo es la marchitez
causada por Phytophthora capsici (Erwin y Ribeiro, 1996; Ristaino y Johnston, 1999; Lamour y
Hausbeck, 2004). P. capsici es un patdgeno del suelo capaz de diseminarse por corrientes de agua
y salpique de gotas de lluvia (Velasquez et al., 2001; Ando et al., 2009). Los sintomas asociados
con la marchitez del chile incluyen defoliacién, cambio de color, rizado del follaje, dafio a
estructuras reproductivas, maduracion adelantada e irregular, pudricion de la raiz, necrosis del tallo
y ocurrencia de rebrotes (Smith et al., 1992; Erwin y Ribeiro, 1996; Chew et al., 2008; Granke et
al., 2012). Los factores que favorecen la dispersion son el monocultivo, el exceso de agua, los
residuos de cosecha infectados, las labores de cultivo inapropiadas y el intercambio de material
vegetal infectado entre los productores (Ristaino et al., 1994; Larkin et al., 1995).

Una alternativa en el control del patdgeno es la resistencia genética, considerada como una
opcion sustentable para enfrentar el problema (Ogundiwin et al., 2005). En la busqueda de
materiales resistentes se ha colectado una diversidad de genotipos de chile; entre ellos 19 criollos
del estado de Morelos fueron tolerantes a P. capsici, de los cuales sobresale el Criollo de Morelos
334 debido a que ha mostrado de forma consistente un alto grado de resistencia (Guerrero-Moreno
y Laborde, 1980). Gutiérrez (2000) encontré que el genotipo Jalapefio Jarocho es material
resistente. Santos (2010) reporté como material resistente a CP 1063. Anaya-Lopez et al. (2011)
reportaron las accesiones BG 102 y BG 107 como resistentes a P. capsici y a lamezcla de R. solani,
Fusarium sp. y P. capsici.

Para el control de la marchitez se recurre a la aplicacion de fungicidas, por ser una estrategia
disponible para combatir a P. capsici (Kook y Hoe, 1995). Existen estudios que muestran capacidad
de control del metalaxil (Silvar et al, 2006), fosetil aluminio (Yandoc et al., 2007; Weiland et al.,
2009) y propamocarb (Moorman y Kim, 2004; Hu et al., 2007) sobre oomicetes, asi como del
fumigante metam sodio (Hausbeck et al., 2012).

El control bioldgico mediante organismos antagdnicos representa una herramienta no
quimica contra fitopatogenos del suelo (Lindow y Wilson, 1998; Podile y Laxmi, 1998;

McSpadden y Fravel, 2002; Pal y McSpadden, 2006). Existen bacterias y hongos antagonistas que



inhiben el desarrollo de patdgenos; entre ellos se encuentran Bacillus sp., Pseudomonas sp. y
Trichoderma sp., que controlan o disminuyen el ataque de Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium,
Pythium y Fusarium (Ezziyyani et al., 2006). El éxito del control biologico se refleja en la
disminucion de la incidencia y severidad de la enfermedad. Los resultados de estos agentes
dependen de varios factores, como son las condiciones climéticas y el habitat donde se desarrollan
(Garret, 1965; Andrews, 1990). La mayoria de las investigaciones sobre control biolégico se han
realizado en condiciones de laboratorio (Lagunas-Lagunas et al., 2001; Mojica-Marin et al., 2009)
e invernadero (Zavaleta-Mejia y Rojas-Martinez, 1989; Aranda-Ocampo y Fucikovsky, 1996;
Gardezi et al., 1999); en campo los estudios son menos comunes (Guillén-Cruz et al., 2006;
Fernandez-Herrera et al., 2007).

La Vega de Metztitlan, Hidalgo es una zona productora de cultivos como jitomate, frijol
para grano, frijol ejotero, calabaza y chile. Estos cultivos son susceptibles al atague de agentes
abioticos y bidticos, entre los que se encuentran los fitopatdgenos y factores ambientales de la
region. Los fitopatdgenos han sido un problema constante en los cultivos de la Vega de Metztitlan,
quienes disminuyen la rentabilidad de los mismos, como es el caso del chile de arbol que
frecuentemente es afectado por la marchitez. Debido a que esta enfermedad es uno de los
principales problemas del cultivo, los objetivos de esta investigacion fueron determinar el agente
causal de la enfermedad; evaluar el grado de resistencia de colectas de chile de arbol procedentes
de diferentes partes de la Republica Mexicana, por ser una opcién que no afecta al ecosistema y
una de las alternativas mas viables con posibilidades de ser adoptada. Se evalué también en
invernadero el efecto de los productos quimicos y bioldgicos disponibles en el mercado mexicano
para determinar en forma preliminar la mejor opcion que permita contribuir al control del agente

causal de la enfermedad.



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Identificar el o los agentes causales de la marchitez del chile en la Vega de Metztitlan,

Hidalgo y evaluar estrategias de manejo de la enfermedad.

2.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto del fumigante metam sodio y de tres fungicidas sistémicos: metalaxil,
propamocarb y fosetil aluminio para el control de la marchitez del chile en invernadero.
Evaluar el efecto de productos bioldgicos en el control de la marchitez del chile en
invernadero.

Evaluar la resistencia a la enfermedad de diferentes colectas de chile de arbol.

2.3 Hipdtesis
La marchitez del chile de arbol en los suelos de la vega de Metztitlan, Hidalgo, es causada
por el pseudohongo Phytopthora capsici Leonian.
El metalaxil, fosetil aluminio, propamocarb y metam sodio controlan eficazmente la
marchitez del chile de arbol en suelos de la vega de Metztitlan, Hidalgo.
Los productos bioldgicos disponibles en el mercado nacional son eficaces como agentes de
control de la marchitez del chile de &rbol.

. Al menos una de las accesiones de chile de arbol a evaluar tiene resistencia la marchitez.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 El cultivo de chile

3.1.1 Importancia

El chile es un alimento bésico en la dieta mexicana. Es utilizado como hortaliza fresca o
como condimento. En México, el cultivo de chile agrupa a 80 mil productores, genera 30 millones
de jornales y mas de 125,000 fletes desde el campo hasta los sitios de comercializacion del producto
(Macias et al., 2010)

Entre los afios 2000-2009, el consumo promedio del cultivo fue de 1,584,000 ton En 2008,
siete variedades representaron 90% del volumen total de produccion y 66% del valor de la misma
(SIAP, 2013). El principal estado productor es Sinaloa con 552,120 ton. Hidalgo ocupa el vigésimo
lugar con 14,890 ton (SIAP, 2013).

De 2000 a 2009 la tasa de crecimiento promedio anual del volumen exportado fue de 14.6%.
México es el principal exportador de chile verde y ocupa el sexto lugar de ventas de chile seco al
extranjero (SIAP, 2013). EI comportamiento de los precios del chile verde se ha mantenido desde
hace diez afios y el de chile seco tiene una tendencia a la alza (SIAP, 2013).

3.1.2 Origen y distribucion

El centro de origen del chile es Sudamérica (Hunziker, 1979), pero se reporta a México
como el centro de domesticacion de la especie Capsicum annuum ya que presenta una gran
variabilidad de formas cultivadas y silvestres (Pickersgill et al., 1979; Loaiza-Figueroa et al., 1989;
Aguilar et al., 2010). El conjunto de variedades cultivadas de chile proviene de cinco especies del
género Capsicum: C. annuum, C. Chinense, C. baccatum, C. frutescens y C. pubescens (Rajput y
Parulekar, 2004).

3.1.3 Descripcidon botanica

La planta del chile fue descrita por Linneo en dos especies con base en la duracion del ciclo
vegetativo; considero a C. annuum como anual y a C. frutescens como perenne. Sin embargo, éste
habito de crecimiento depende de las condiciones ambientales. Si son favorables, como en los
tropicos, se comportan como perennes, mientras que en regiones frias, con temperaturas bajas o

heladas, se comportan como anuales (Cano, 2002).
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El chile tiene raiz pivotante, con tallo dicotomico, semilefioso en las plantas silvestres y
herbaceo en las plantas cultivadas. Las hojas son laminares, simples, alternas y pecioladas. Las
flores son hermafroditas, solitarias, con peddnculo, caliz dentado, corola gamopétala, flores
blancas de 5 a 11 mm de longitud, androceo libre, anteras con dos sacos polinicos y ovario supero.

El fruto es una baya con pericarpio carnoso (Holman y Robbins, 1961; Weiss, 2002).

3.1.4 Requerimientos ambientales

Capsicum annuum L es una planta anual que mide entre 30 y 80 cm de altura, se adapta a
diferentes tipos de suelo pero se desarrolla bien en profundidades de 30 a 60 cm y en suelos franco
arenosos, franco limosos o franco arcillosos, con alto contenido de materia organica y pH superior
a 5.5. El clima para el cultivo del chile debe ser calido; la planta crece en rangos de 10 a 35 °C
(SIAP, 2013).

3.2 Marchitez del chile por Phytophthora capsici Leonian

Phytophthora capsici, es un oomiceto causante de la “marchitez o secadera del chile”
(Garcia-Rodriguez et al., 2010). Su temperatura éptima de crecimiento es de 26 a 32°C. Entre sus
hospedantes se encuentran el tomate, berenjena, calabacin, meldn, cacao, fresa, pepino y sandia,
pero se le conoce principalmente como el agente causal de la marchitez del chile (Smith et al.,
1992; Aragaki y Uchida, 2001; Tian y Babadoost, 2004; Fernandez, 2006). El ataque del patégeno
tiene lugar en las raices o en el cuello y la invasidn se extiende hacia arriba del tallo; también puede

atacar frutos de genotipos susceptibles.

Clasificacion taxonomica del patogeno (Crous et al., 2004).

Reino: Chromista
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Pythiales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora

Especie: capsici



3.2.1 Distribucion

Phytophthora capsici fue descrita por primera vez por Leonian en 1922 como el agente
causal de la marchitez del chile (Capsicum annuum) en Nuevo México. Tiene un amplio rango
de hospedantes y se distribuye mundialmente; causa enfermedades en especies vegetales tanto de
regiones templadas como tropicales (Erwin y Ribeiro, 1996; Gallegly y Hong, 2008).

3.2.2 Importancia

Este patdgeno es responsable de grandes pérdidas a nivel mundial (Sy et al., 2008) y es el
factor mas importante que limita la produccion de chile (Lamour, 2009); actualmente, se le
considera el factor fitosanitario principal de este cultivo (Ristaino y Johnston, 1999; Hausbeck y
Lamour, 2004; Granke et al., 2012), ya que puede producir pérdidas hasta del 80% (Lietal., 2007).
En Meéxico se ha reportado que ocasiona pérdidas de rendimiento de hasta 50% en los estados de

Nayarit y Jalisco (Garcia et al., 2010).

3.2.3 Morfologia del pseudohongo

Phytophthora capsici forma micelio cenocitico; se reproduce asexualmente por esporangios
que producen y liberan zoosporas. Las zoosporas tienen dos flagelos que les permite desplazarse
en el agua. ElI oomiceto produce esporangioforos en simpodio simple. Los esporangios tienen
forma ovoide, elongada, elipsoidal, fusiforme y piriforme, de 60 x 36 um en promedio, variando
entre 32.8-65.8 um de largo por 17.4-38.7 um de ancho, generalmente papilados, pero en ocasiones
con semipapila. En algunas ocasiones, los esporangios pueden tener dos o tres papilas con un grosor
que varia de 1.4 a 9.2 um. (Erwin et al, 1983; Ristaino, 1990; Sanogo, 2007; Silva-Rojas et al.,
2009). La produccion de clamidosporas es poco comun, pero han sido observadas en cepas
procedentes de diversos hospedantes como la macadamia y el cacao (Erwin y Ribeiro, 1996;
Ristaino, 1990; Islam et al., 2004).

La reproduccién sexual ocurre cuando los dos tipos de compatibilidad A1 y A2 crecen en
proximidad y entran en contacto. Como resultado se forman oosporas de 25-35 um, de pared gruesa
(de 2-6 um), plerdticas y semitransparentes. El anteridio es anfigino; el oogonio es esférico o
subesférico, de 23-50 um de diametro. El micelio heterotalico es nudoso y puede llegar a ser

densamente toruloso, de 5-8 um de ancho (Erwin et al., 1983).



3.2.4 Ciclo de vida

Phytopthora capsici es un oomiceto que se reproduce sexual y asexualmente (Erwin et al.,
1983; Erwiny Ribeiro, 1996; Gallegly y Hong, 2008). Las fuentes de indculo son las oosporas, el
micelio, esporangios y las zoosporas que pueden germinar e infectar cuando las condiciones son
favorables (Granke et al., 2009).

El ciclo asexual se caracteriza por la produccion de esporangios. El género Phytophthora
los forma en medios acuosos. Las zoosporas liberadas nadan en el agua en busca de tejidos
vegetales (semillas, raices, tallos u hojas) en donde establecerse y enquistarse (Granke y Hausbeck,
2010). Los quistes germinan desarrollando un tubo germinal que puede penetrar directamente al
hospedante o por medio de la formacion de un apresorio o una estructura similar a un apresorio
(West et al., 2003; Granke y Hausbeck, 2010). Las hifas del oomicete se ramifican en los tejidos
vegetales formando micelio, que produce nuevos esporangios con lo cual se repite el ciclo de
infeccion. La rapidez con que esto ocurre permite a este patdgeno repetir maltiples veces su ciclo
asexual durante el transcurso del desarrollo de una planta (West et al., 2003). La lluvia y el mal
drenaje favorecen el desarrollo de la infeccion (Sujkowski et al., 2000; Chew et al., 2008; Silva-
Rojas et al., 2009).

P. capsici es una especie heterotalica y para que ocurra el ciclo sexual se requieren dos tipos
de compatibilidad, A1y A2 para generar oosporas (Erwin et al., 1983; Hausbeck y Lamour, 2004;
Gallegly y Hong, 2008). Las oosporas son de pared celular gruesa y estan adaptadas para sobrevivir
bajo condiciones ambientales adversas (Erwin et al., 1983; Hausbeck y Lamour, 2004; Gallegly y
Hong, 2008). La oosporogénesis involucra la produccion y fusion del oogonio (gametangio
femenino) y del anteridio (gametangio masculino) que da como resultado el desarrollo de una
oospora. Estas pueden permanecer en latencia durante largos periodos de tiempo y suelen sobrevivir
en el suelo aun después del invierno, para después germinar cuando las condiciones ambientales
sean las adecuadas, formando uno o varios tubos germinales, lo cuales pueden formar esporangios,
con lo cual se puede comenzar de nuevo el ciclo de vida asexual del patdégeno (Ristaino y Johnston,
1999; West et al., 2003).

3.2.5 Sintomas

Cuando la planta suceptible es infectada por P. capsici se marchita total o parcialmente. El

dafio a laraiz comienza en los tejidos corticales y después en los vasculares. En la etapa inicial se
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presenta una marchitez parcial y a los 3 0 4 dias la marchitez es total. Si las plantas son inoculadas,
los sintomas se presentan a los 9 dias y la planta muere en 20 dias. Al inocularlas, las hojas pierden
turgencia y cuelgan conservando el color verde (Erwin y Ribeiro, 1996). El tallo y el area del
cuello presentan necrosamiento muy marcado Yy al realizar un corte transversal se detecta un color
café oscuro. Las plantas enfermas presentan una banda parda oscura que constrifie el cuello,
ocasionando la marchitez y muerte de la planta. Las ramas y hojas presentan lesiones como un
tizon de color verde-amarillo que se torna café. En los frutos, se presentan manchas acuosas de
color verde-claro cubiertas por el micelio del hongo. Los frutos afectados permanecen adheridos a
la planta. Las semillas infectadas pueden presentar micelio (Chew et al., 2008; Granke et al., 2012).

La marchitez y muerte de las plantas se debe a que el oomiceto tapa y destruye el xilemay
el floema, lo que impide el paso de nutrientes y agua al follaje de la planta. EI oomiceto puede
secretar toxinas que originan el cierre de estomas de las hojas. Si la infeccidn ocurre en una rama,
la marchitez es parcial y en condiciones favorables se extiende a toda la planta. En plantulas puede
ocasionar el ahogamiento (damping off) y la pudricion del tallo. Las infecciones ocurren por

salpicadura de gotas de agua portadoras de esporangios y zoosporas (Egea et al., 1996).

3.3 Manejo de la marchitez del chile

El manejo de la enfermedad es complejo y para su control se ha practicado el control
cultural, quimico, bioldgico, genético e integral (Foster y Hausbeck, 2010; Granke et al., 2012).

Dentro de las estrategias para el manejo de la marchitez del chile se encuentran la
sanitizacion de los viveros, tratamientos a las plantas con fungicidas, el control del agua de riego
(Bartual et al., 1991; Lamour et al., 2001) y la rotacion de cultivos con hospederos no susceptibles
(Lamour et al., 2001). Hausbeck y Lamour (2004) recomiendan variar la altura de los lomillos y la
distancia entre surcos, dependiendo de la textura del suelo y nivelar el terreno para favorecer la
distribucion uniforme del agua evitando que se acumule en el surco. También recomiendan no
hacer riegos con agua proveniente de campos infestados, eliminar plantas enfermas y frutos del
campo, asi como la vigilancia desde el establecimiento del cultivo en campo para detectar cualquier
sintoma (Hausbeck y Lamour, 2004). Gamliel y Stapleton (1993) reportaron que la solarizacién
del suelo con peliculas plasticas y la incorporacion de residuos de cruciferas u otras enmiendas
aplicadas al suelo pueden ser efectivas para el control de patégenos del suelo. Las enmiendas

organicas con Brassica oleracea reducen en 95% los propagulos de Sclerotium rolfsii y de
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oomicetos como P. ultimum (Gamliel y Stapleton, 1993). Corrales et al. (1990) reportaron que la
incorporacion de abonos organicos ha permitido disminuir la incidencia de Phytophthora capsici
en un 65% y ademas funcionan como mejoradores de las condiciones del suelo al conferirle
propiedades fisico-quimicas que favorecen el desarrollo del cultivo. También se ha comprobado
que la combinacion de la incorporacion de gallinaza, solarizacion y acolchado con polietileno
negro con o sin asociacion de cultivos ha permitido el manejo de la marchitez, agallamiento de
raices y virosis dando lugar a rendimientos altamente redituables (Yafez et al., 2001). Se ha
reportado que el control bioldgico puede ser eficaz en el control de enfermedades (Martinez, 2009;
Roberts et al., 2012). Akgul y Mirik (2008) reportaron que las bacterias del género Bacillus
permitieron la reduccion de la severidad de la enfermedad ocasionada por P. capsici. Guillén-Cruz
etal. (2006) y Mojica-Marin et al. (2009) reportaron el control de patdgenos como Fusarium spp.,
Rhizoctonia solani Kiihn y Phytophthora capsici con el uso de cepas del género Bacillus. Las cepas
de Trichoderma son una alternativa reportada como efectiva para el biocontrol de P. capsici y para
favorecer el incremento en la biomasa radicular y el area foliar (Paulitz y Bélanger, 2001;
Ezziyyani et al., 2005; Guigon-Lopez y Gonzalez-Gonzalez, 2004). Los hongos micorrizicos
favorecen el crecimiento vegetativo y reducen la colonizacion del patogeno (Gomez-Dorantes et
al., 2008; Martinez, 2009). En el control quimico, el metalaxil, fosetil aluminio y el propamocarb
han sido usados para controlar la marchitez (Erwin y Ribeiro, 1996).

La seleccion y aprovechamiento de materiales resistentes a P. capsici representa una de las
estrategias mas efectivas para el manejo de la enfermedad (Vargas et al., 1996; Anaya-L0pez et
al., 2011). En diversas investigaciones se ha realizado la busqueda de materiales resistentes a P.
capsici (Kim et al., 1989; Oelke et al., 2003; Roig et al., 2009; Anaya-Lopez et al., 2011; Kadri y
Esiyok, 2011). También proporciona buen control el injerto sobre patrones resistentes (VVargas et
al., 1996; Garcia-Rodriguez et al., 2010).

3.3.1 Control genético

De acuerdo a Niks et al. (2004) la resistencia es la capacidad de la planta para reducir el
crecimiento y desarrollo del patdgeno después del contacto entre el hospedante y el patdgeno o
después que éste ha iniciado su desarrollo y establecimiento. La resistencia se produce a través del
mecanismo de defensa del hospedero, lo que restringe al patdgeno por la inhibicién de la infeccion,

colonizacioén o capacidad de reproduccion (Tyler, 2002; Pegg et al., 2008). Las plantas resistentes



a la infeccion reducen la invasién del patégeno lo que permite una infeccibn menos severa- La
resistencia genética a las enfermedades se debe a que el hospedero tiene genes que proporcionan
resistencia ante los genes que determinan la virulencia del patégeno en particular (Bartual et al.,
1991; Robinson, 2000; Bnejdi et al., 2010).

La tolerancia se refiere a la capacidad del hospedante para seguir creciendo y producir a
pesar de un cierto nivel de infeccion por el patdgeno. En otras palabras, el patdgeno puede continuar
desarrollandose y el hospedante no es afectado considerablemente por las consecuencias nocivas

de la infeccion y se mantiene productivo (Niks et al. 2004 y Pegg et al. 2008).

3.3.1.2 Resistencia vertical.

La resistencia genética es controlada en algunos casos por uno 0 pocos genes importantes
(monogénica u oligogénica) o por multiples genes en un sistema poligénico (Paliwal et al., 2001).

En la resistencia vertical existe interaccion diferencial entre el genotipo del patdgeno y el
hospedante debido a que este puede ser resistente a alguna raza del patdgeno pero susceptible a
otras razas del mismo agente causal (Renfro, 1985; Robinson, 2000; Agrios, 2005). Para que exista
resistencia vertical, debe haber genes simples de resistencia en las plantas, y también genes simples
de habilidad parasitica en el parasito; este es un fendmeno muy importante conocido como la

relacién gene a gene, y es el caracter definitivo de la resistencia vertical (Robinson, 2000).

3.3.1.3 Resistencia horizontal.

La resistencia no especifica u horizontal, es comparativamente mas dificil de manejar
porque participan un gran nimero de genes (Paliwal et al., 2001). La resistencia horizontal se debe
a la presencia de diversos genes (poligénica), que originan cierto nivel de resistencia no especifica,
que funciona para contrarrestar el efecto del patégeno (Robinson, 2000). Las variedades que
presenten resistencia horizontal son més estables y cambian su reaccion al patégeno en condiciones
ambientales diferentes y para que el patdgeno pueda vencer por completo la resistencia del
hospedero tendra que pasar por diversas mutaciones (Agrios, 2005).

La resistencia horizontal puede funcionar contra todas las razas de un patogeno,
independientemente de las especificidades bioquimicas que puedan poseer y permanece despues

de que la resistencia vertical ha sido acoplada (Robinson, 2000).
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Vanderplank (1984) sefial6 que tanto la resistencia horizontal como la resistencia vertical
pueden coexistir y que la resistencia de cualquier planta puede ser una mezcla de ambos tipos en

proporciones variables.

3.3.1.4 Resistencia genética a Phytophthora capsici Leonian.

La mejora de la resistencia a Phytophthora capsici Leonian en Capsicum annuum es
compleja, debido esencialmente a la naturaleza poligénica del caracter y a la existencia de efectos
epistaticos de distintos tipos (Bartual et al., 1993). La importancia relativa de los efectos
epistaticos esta correlacionada con la agresividad de la cepa y son lo suficientemente relevantes
como para sesgar la prediccion del comportamiento de los hibridos. En el experimento de Bartual
et al. (1993) se comprob6 que el avance medio de la infeccion después de nueve dias varia entre
3.5 hasta 17.4 mm., dependiendo de la cepa y de las lineas de pimiento evaluadas.

Se ha colectado una alta diversidad de materiales de chile; entre ellos 19 criollos del estado
de Morelos resultaron resistentes a P. capsici. Sobresale entre estos el Criollo de Morelos 334
debido a que ha mostrado de forma consistente un alto grado de resistencia (Guerrero-Moreno y
Laborde, 1980; Andrés et al., 2005; Foster y Hausbeck, 2010). Gutiérrez (2000) encontro al
Jalapefio Jarocho como material resistente. En el estado de Puebla se colectaron 29 poblaciones
de chiles de los tipos Miahuateco (23 colectas), Copi (3 colectas) y de Tecomatlan (3); las colectas
del tipo Mihuateco y Copi fueron susceptibles y las de Tecomatlan se clasificaron como
medianamente resistentes (Moran, 2008). Roig et al. (2009) evaluaron 32 introducciones y no
encontraron genotipos resistentes pero si se comportaron con menor susceptibilidad al ataque de
P. capsici comparado con el testigo resistente SCM334. Santos (2010) evalu6 51 poblaciones de
chiles y report6 a CP1063 como un material resistente, mientras que las poblaciones CP1040,
CP1030, CP1031, CP1023, CP861, CP1062, CP1039, CP896, CP773, CP1064, CP1062, CP779,
CP1023, CP777 no mostraron resistencia completa y el resto de las poblaciones fueron
susceptibles. Anaya-Lopez et al. (2011) reportaron las accesiones BG 102 y BG 107 como
resistentes a P. capsici y a la mezcla de R. solani, Fusarium spp y P. capsici.

La mayor susceptibilidad a Phytophthora capsici ocurre cuando las plantas son mas jovenes
y la resistencia se desarrolla a medida que las plantas se aproximan a la etapa de postpolinizacion
(Kim, 1989; Ando et al., 2009). Tambien, se ha comprobado que los frutos mas susceptibles son

las calabazas (Cucurbita pepo) despues de las 24 h de inoculacion y que la infeccion ocurre en la
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parte terminal del fruto y no en el pedinculo (Ando et al., 2009). Tian y Babadoost (2004)
reportaron que las cucurbitaceas y los pimientos fueron los hospedantes méas susceptibles a P.
capsici. Otros investigadores reportaron que para la resistencia a la pudricion de la raiz se requiere
un gen dominante y para la resistencia en el area foliar se requiere un gen dominante diferente al
de la raiz (Walker y Bosland, 1999). Ademas de éstos dos genes, un tercer gen debe estar presente
para la expresion de resistencia a la pudricion de la raiz y tizon foliar (Reifschneider et al., 1992;
Walker y Bosland, 1999; Jundae et al., 2012). Por su parte, Roig et al. (2009) concluyeron que no
hay genotipos resistentes a P. capsici dentro del germoplasma criollo de pimiento que evaluaron,
pero que si hubo algunas introducciones que se comportan como menos susceptibles que las
variedades mas difundidas actualmente.

3.3.2 Control quimico

El control quimico de P.capsci puede estar enfocado a inhibir la germinacion o matar las

esporas, con accion erradicante, pero puede causar fitotoxicidad.

3.3.2.1 Clasificacion de fungicidas.

Para la seleccion de un producto quimico se debe tener conocimientos de las caracteristicas
que cada produto tiene. Dentro de las caracteristicas que se tienen que considerar se encuentra la
toxicidad a los humanos, naturaleza quimica, momento y sitio de aplicacion. En el Cuadro 1 se
describe la clasificacion de los fungicidas por el modo de accion en el hospedante y el mecanismo

de accion en el patgeno.

12



Cuadro 1. Clasificacion de fungicidas por el modo de accion en el hospedante y patdgeno*.

Por el mecanismo de accion a nivel

Por el modo de accion a nivel hospedante patogeno
Mecanismo Fungicida
Contacto o Fungicida que esta presente como §iptesis de Acidos carb/o?q'licos,
orotectante una,barrera protectante antes que el aC|do§ hetgroa(omatlcos,
patdgeno llegue nucleicos fenilamidas
Actuan interrumpiendo el Mitosis y Benzimidazoles,
o desarrollo del agente causante de la  division tiofanatos,
Sistémico . o .
enfermedad despues de iniciada la  celular fenilcarbamatos,
infeccion. benzamidas, fenilureas
Mesostémico Afinidad por la superficie foliar, Respiracion  Estrobirulinas,
penetra en el tejido y presenta pirimidinas,
actividad traslaminar carboxamidas

Sintesis de Anilopirimidinas, acido
aminoacidos y enopyranuronico,
proteinas hexopyranosyl,
glucopyranosyl
Biosintesis de Triazoles, imidazoles,

esterol en pyrimidinas, piperazinas.

membranas

Actividad Inorgénicos,

multisitio dithiocarbamatos,
cloronitrilos,

phthalamidas.

*Fuente: Orozco-Santos (2008); Fungicide Resistance Action Committee (2013).

En Meéxico se tienen disponibles varios compuestos fungicidas que vienen desde sus
fabricas con los ingredientes activos solos o combinados y que pueden utilizarse para el control de
la marchitez (Cuadro 2), de acuerdo a las necesidades especificas del cultivo. Estas composiciones
tienen la ventaja de ser estables fisica y quimicamente (Cornell University, 1988; Novartis, 1998).

Los productos estan clasificadso por el grupo quimico y hospederos de Phytophthora capsici.
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Cuadro 2. Productos quimicos utilizados en México para el control de Phytophthora capsici*.
Mecanismo de accion Ingrediente

Grupo quimico L . Cultivo
bioquimico activo
Derivado del acido  Inhibicion de la sintesis de  Dimetomorf Jitomate, Tomate de
cindmico celulosa de la pared celular cascara, chile bell, chile
Ditiocarbamato Actividad multisitio Mancozeb Jitomate
Fenilamidas + Sintesis de acidos Metalaxil + Chile
hidroxido de cobre  nucleicos + actividad hidroxido de
multisitio cobre
Fenilamidas Sintesis de acidos Metalaxil Chile, berenjena
nucleicos
Fenilamidas Sintesis de acidos Metalaxil-M Chile, sandia, pepino,
nucleicos berenjena
Carbamatos Sintesis de lipidos y Propamocarb Chile
membranas
Carbamatos + Sintesis de lipidos y Propamocarb +  Chile, sandia, pepino,
fosfanatos membranas fosetil aluminio  calabaza, calabacita,
meldn
Fosfanatos Desconocida Tri(Etilfosfanato) Berenjena, pimiento,
de aluminio calabacin, sandia
Inorganico Actividad multisitio Sulfato de cobre  Chile

*Fuente: PLM (2013); De Lifian (2012); SENASICA (2012)

3.3.2.2 El fumigante metam sodio.

El metam sodio es la sal sodica del &cido metilcarbdmico. Cuando se aplica a una
temperatura entre 10 y 15°C, se transforma en metilisotiocianato, compuesto responsable de su
actividad fungicida, nematicida, herbicida e insecticida. Para su aplicacion, se diluye en agua con
objeto de que desprenda el isotiocianato de metilo (Peralta, 2006). Es méas efectivo cuando el
fumigante es distribuido por medio del agua en todo el suelo a tratar (Baines et al., 1957; Roberts
et al., 1988; Noling y Becker, 1994).

Este producto ha sido utilizado para disminuir enfermedades ocasionadas por Fusarium
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici en Lycopersicon esculentum Mill., en el suroeste de Florida,
con una reduccién en la incidencia de 96% cuando se aplico en camas preformadas, en comparacion
con la aplicacién al suelo antes de la formacién de las camas (McGovern et al., 1998). Yakabe y
MacDonald (2010) aplicaron cloropicrina, 1-3 dicloropropano, yodometano, disulfuro de dimetilo
y metam sodio; este ultimo se aplicé en una dosis de 350 y 700 L/ha por inyeccion. Los resultados

mostraron que la cloropicrina, yodometano y el metam sodio eliminaron el inoculo de
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Phytophthora ramorum después del tratamiento, ya que no se detectaron colonias en cajas Petri
con medio de cultivo. En experimentos realizados en tres campos comerciales de cacahuate en
Israel redujo significativamente la incidencia de Pythium, pero su eficacia se redujo después de
dos aplicaciones; para Verticillium en papa fue eficaz después de una sola aplicacion, (Triky-Dotan
et al., 2009). ElI metam sodio aplicado con sistema de riego por goteo también se ha utilizado para
tratar suelos con esclerocios de Sclerotium rolfsii y se ha demostrado que se eliminaron a
profundidades de 15, 30 y 46 cm (Browne et al., 2002). Para Locascio y Dickson (2001) la
efectividad del metam sodio depende del contacto del desinfectante con los organismos objeto de
la desinfeccidn, basado en la concentracién del producto y el tiempo de exposicion. La dosis de
aplicacion optima varia entre 500 y 1500 L/ha, aunque cuando se requiere una accion herbicida las
dosis requeridas son mas elevadas. No obstante, la eficacia disminuye cuando se reitera la
aplicacion en el mismo suelo de forma continua, ya que al parecer la descomposicion
microbioldgica del compuesto se presenta al cabo de dos o tres aplicaciones (Gamliel et al., 2000).

Hace varios afos el metam sodio fue designado como un pesticida de uso restringido por
la Agencia de Proteccion al Ambiente de Estados Unidos, por lo que se ha limitado el fumigante
en presiembra para el control de patdgenos del suelo, incluyendo a Phytophthora (McGovern et
al., 2000).

3.3.2.3 Fungicidas en el control de Phytophthora capsici Leonian.

Para el control de la marchitez del chile se han usado diversos fungicidas sistémicos como
el metalaxil (Ridomil) y fosetil aluminio (Aliette) (Ferrin y Rohde, 1992). Fernandez-Herrera et al.
(2007) evaluaron la eficiencia de control de tres fungicidas sistémicos aplicados en dosis alta y
baja en forma curativa y preventiva en plantas de jitomate inoculadas con Phytophthora capsici.
La dosis alta de metalaxil 46.2 % y fosetil aluminio 80% en aplicacion curativa, mostraron una
menor incidencia de la enfermedad (16.7%) a los 34 dias después de la inoculacion con respecto al
testigo (100%) y obtuvieron con ambos fungicidas una eficacia de control de 83.3%. La aplicacién
preventiva de metalaxil 46.2 % y metalaxil 25.3% no permitié el desarrollo de la enfermedad.
Fosetil aluminio al 80%, aplicado de manera preventiva tuvo una eficiencia de control de la
enfermedad de 83.3%, pero no mostro diferencias estadisticas con respecto a su aplicacion curativa.
El control de la marchitez del jitomate fue mas eficaz cuando los fungicidas se aplicaron de manera

preventiva, con respecto a la aplicacion curativa (Fernandez- Herrera et al., 2007).
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Chew (2008) recomienda tratar a las plantulas antes del transplante, sumergiendo las raices
por 1-3 minutos en una mezcla de los fungicidas captan y Ridomil a una dosis de 1 g L™ de cada
uno. Fernandez (2006) utilizd6 Ridomild Gold 4E (metalaxil 48%) a una dosis de 2.5 mL/L, Tokat
240 (metalaxil 25.3%) a 2 mL/L y Alliete WDG (Fosetil aluminio) a 3.5 g/L. los resultados
mostraron incidencias de 11, 10, 5.3y 13.3% y eficiencias de 83.3, 85.7 y 81.0, respectivamente,
a los 20 dias después de la inoculacion y de la primera aplicacion. A los 50 dias Ridomild Gold
4E (metalaxil 48%) a una dosis de 2.5 mL/L, Tokat 240 (metalaxil 25.3%) a 2 mL/L y Aliette
WDG (Fosetil aluminio) a 3.5 g/L mostraron incidencias de 16.7, 33.3 y 13.3 %, respectivamente,
después de la tercera aplicacion en el cultivo de chile. En otro estudio, se utiliz6 Ridomil Gold 4E
(metalaxil 46.2%) con dosis de 1.5 mL/L en el cultivo de chile y se obtuvo una reduccion de la
enfermedad del 54.5% (Gonzalez, 1997).

Guillén-Cruz et al. (2006) evaluaron la alternancia de los productos Folpan, Captan y
Mancozeb, tal como lo hacen los productores de Dolores Hidalgo, Guanajuato y encontr6 que los
tratamientos no resultaron efectivos. Pérez-Moreno et al. (2003) también evalué un arreglo
factorial donde el factor A consistio de los aislamientos del hongo (14 niveles) y el factor B de los
fungicidas (5 niveles). Probd azoxistrobin, metalaxil, propamocarb, clorhidrato 2-tiocianometil
benzotiazol (TCMTB) y encontraron que el TCMTB inhibi6 a todos los aislamientos, mientras que
el metalaxil, azoxistrobin y propamocarb redujeron el crecimiento radial del patégeno en diferente
intensidad. Matheron y Porchas (2006) evaluaron en invernadero la capacidad de algunos
fungicidas contra Phytophthora capsici en colectas de suelo rizosférico y encontraron que todos
los tratamientos aumentaron significativamente la sobrevivencia de plantas de chile. También,
mencionan que los datos de crecimiento como peso fresco de brotes no son tan importantes para
evaluar la eficacia de los fungicidas. Matheron y Porchas (2011) probaron 12 fungicidas en plantas
de chile y reportaron una reduccion de la incidencia y severidad comparado con el testigo. Existen
reportes de autores que han probado el uso de los fungicidas aplicados de forma individual (Adams
et al., 2007; Miller et al., 2010; Ferguson et al., 2002). Miller et al. (2010) probaron diversos
fungicidas y no detectaron diferencias significativas, sin embargo el tratamiento con Ridomil Gold
480 (metalaxil-M) tuvo el menor nimero de plantas chile enfermas. Strauss et al. (2009) realizaron
estudios alternando productos quimicos; en este trabajo el Ridomil Gold mas Kocide 3000

disminuyeron significativamente la enfermedad.
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Babadoost (2003) demostrd que la aplicacion de Ranman 400 SC (cyazofamid) solo o en
combinacién con Acrobat 50 WP o Ridomil Gold Copper 65WP podria proteger a las plantas de
pimiento contra P. capsici bajo presion moderada de la enfermedad. McGrath y Fox (2007)
obtuvieron excelente control en plantas de calabaza con dos tratamientos que consistieron en la
aplicacion de fosfito alternado con aplicaciones de fungicidas foliares convencionales (Presidio y
Revus). Ji et al. (2007) realizaron tratamientos al suelo con Ridomil Gold 480SL antes del
trasplante de plantula de chile en conjuncion con tres o cuatro aplicaciones foliares de Revus,
Activador, Kocide y dos o tres aplicaciones foliares de Ridomil Gold Copper que redujeron
significativamente la enfermedad en comparacion con el testigo, sin embargo Ridomil Gold no
disminuy0 la enfermedad.

Actualmente diversas cepas de P. capsici son parcial o totalmente resistentes a mefenoxan
(Granke et al., 2012). La alternativa en fungicidas es el uso de los nuevos productos que contienen
dimetoform, zoxamida (en mezcla con Mancozeb), fluopicodile, ametoctradin, mandipropamid en
combinacién con cimoxanil, famoxodona, hidroxido de cobre en mezcla con otro fungicida y la

ciazofamida que han demostrado eficacia en el control de P. capsici (Kousik et al., 2011).

3.3.3 Control bioldgico

La utilizacién de ciertos microorganismos como agentes de control bioldgico resulta ser
una medida muy eficaz en el control de varias enfermedades (Martinez, 2009). Roberts et al. (2012)
evaluaron Actinovate en tomate, formulado a base de Streptomyces lydicus y DT-9 (Streptomyces
violaceusniger) y detectaron eficiencia en el control de P. capsici. Miller et al. (2007) evaluaron
QRD 300, que contiene Muscodor albus y encontraron que no actua contra Phytophthora en los
tallos y en el follaje de pimiento.

Se han reportado diversos productos biolégicos para el control de fitopatdgenos, la mayoria
formulados con Trichoderma, Gliocadium, Pseudomonas y Bacillus. Estos productos se han
reportado como promotores del crecimiento de las plantas, estimuladores de raices o
acondicionadores del suelo y solo algunos estan reportados para el control de Phytophthora spp.,

los cuales se mencionan en el Cuadro 3 (PLM, 2013).
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Cuadro 3. Productos biologicos para el control de Phytophthora spp., en México*.

Producto Presentacion Organismo benéfico

PRO bac ® Suspensidn concentrada  Bacillus subtilis

Baktillis ® Liquido Bacillus subtilis y otras bacterias benéficas
Natu control ®  Polvo humectable Trichoderma harzianum

Fus-out Liquido Trichoderma harzianum

Phc ® rootmate  Polvo humectable Trichoderma virens

*Fuente: PLM (2013)

3.3.3.1 Bacillus sp.

Los mecanismos conocidos del control bioldgico de fitopatdgenos son la competencia por
los nutimentos o espacios en la rizosfera de las plantas, la induccion de resistencia sistémica
inducida (RSI) y la produccion de metabolitos antifingicos (Reddy et al., 1994; Kloepper et al.,
2004). Los Bacillus pueden promover cultivos sanos al inducir diferentes mecanismos ya que
algunas poblaciones pueden suprimir los patogenos de las plantas al produccir antibioticos;
también pueden estimular defensas de la planta hospederas previo a la infeccién y estimular la
absorcion de nutrientes por las plantas (McSpadden, 2004). Akgil y Mirik (2008) reportaron que
la aplicacion de Bacillus megaterium solo o la combinancion de cepas de esta bacteria (M 1-3, M
3-1, H 8-8) disminuyeron la severidad y solo dos incrementaron del 3-28% el diametro del tallo
comparado con el testigo. Guillén-Cruz et al. (2006) reportaron que con el uso de cepas de Bacillus
amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. subtilis en patégenos como Fusarium sp., Rhizoctonia
solani Kiihn y Phytophthora capsici Leonian se tuvieron resultados similares a tratamientos con
fungicidas; se incremento la altura de la planta en un 20% y el rendimiento al final del cultivo en
270%, se redujo la incidencia en 80% Yy la severidad de pudricion de raiz en 39% respecto al
testigo. Mojica-Marin et al. (2009) evaluaron la capacidad antagonica de 64 cepas de Bacillus
thuringiensis sobre Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum y encontraron
que 16 cepas de B. thuringiensis redujeron significativamente el crecimiento radial micelial de R.
solani; 19 mostraron efectos en P. capsici y ocho en F. oxysporum, en semillas de chile variedad
Anaheim mediante pruebas de germinacion bajo condiciones in vivo. B. subtilis inhibe al patogeno
y también promueve el crecimiento de la raiz y la planta, incrementa el contenido de lipidos,
triglicéridos y esterol en las hojas de jitomate (Nemec et al., 1996; Benhamou et al., 1998). En

cultivos de frijol se ha demostrado que al tratar las semillas con esta especie de bacteria se
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incrementa la emergencia de plantulas del 12 al 100 % (Campo et al., 1994). Podile y Laxmi (1998)
mencionaron que B. subtilis puede influir en los mecanismos de resistencia al incrementar la
cantidad de fenilalanina amonio liasa y la actividad de la peroxidasa en las semillas de chicharo

infectadas con Fusarium udum Butler.

3.3.3.2 Trichoderma sp.

Es un hongo ampliamente distribuido en la naturaleza que actia como micoparasito y
compite por el alimento y el espacio, produce antibidticos y posee un sistema enzimatico capaz de
atacar a una amplia gama de patdgenos (Martinez et al., 1996).

Paulitz y Bélanger (2001) reportaron que Trichoderma es capaz de colonizar todo el sistema
radical de la planta y persistir durante un largo periodo de tiempo cuando se aplica a semillas, o al
suelo de invernadero mediante aplicaciones granulares, pulverizaciones o mediante el riego.
T. harzianum tiene numerosos mecanismos de accion, incluyendo el micoparasitismo via
produccién de quitinasas, 1-3 y 1-4 gluconasas, antibidticos, competencia, solubilizacion de
nutrientes inorgénicos de las plantas, resistencia inducida e inactivacion de las enzimas de los
patégenos implicados en el proceso infectivo (Paulitz y Bélanger, 2001).

Existen cinco grupos moleculares dentro de T. harzianum, de los cuales sélo tres incluyen
cepas consideradas como buenos agentes de control bioldgico. Algunos autores como Paulitz y
Bélanger (2001) reportaron su eficacia contra Rhizoctonia solani y Pythium en geranios o Fusarium
en tomate. Ezziyyani et al. (2005) reportaron que el tratamiento de las semillas con esporas de T.
harzianum incrementa el porcentaje de germinacion y el peso seco de las plantulas de pimiento.

Guigbn-Lépez y Gonzalez-Gonzalez (2004), reportaron que las cepas de Trichoderma sp
en chile Jalapefio en una concentracion de 26 x 107 conidios/mL producen plantas 30% mas altas,
un 20% més de hojas, area foliar 30% mas abundante, tallos 15% més robustos y 60% més biomasa
de la raiz y 38% mas de biomasa de la parte aérea. Trichoderma sp. aislado de la raiz de durazno
produjo plantas con 15 a 35% mas follaje e increment6 un 40% la materia seca aérea. EI nUmero
de yemas y flores se incremento de 40 a 60%. Cepas nativas de Trichoderma son una alternativa
efectiva para el biocontrol de patdgenos y para la biofortificacion de cultivos (Guigon-Lopez y
Gonzélez-Gonzélez, 2004; Woo et al., 2006; Harman et al., 2010).

19



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Etiologia del agente causal de la marchitez en la Vega de Metztitlan, Hidalgo.

4.1.1 Area de estudio

El municipio de Metztitlan estd ubicado en el estado de Hidalgo. Est4 formado por 114
localidades, con una superficie de 797 km? que representa el 3.83% del estado. Se encuentra
ubicado a 98°45°47” longitud oeste, 20°35°46” latitud norte y a 1328 msnm (SNIM, 2010).

Ademas del suelo de parcelas de chile de arbol (Capsicum annuum L), se colectaron tallos
y raices de plantas con sintomas de marchitez en tres localidades de la Vega de Metztitlan, Hidalgo.
El suelo se utilizé para realizar los experimentos en invernaderos del Colegio de Postgraduados,

Campus Montecillo.

4.1.2 Aislamiento en material vegetal

Los tallos y las raices de las plantas colectadas se lavaron con agua durante 5 min. Se
cortaron secciones de raiz y tallo de acuerdo a lo descrito por Silva-Rojas et al. (2009).
Posteriormente se desinfestaron en una solucion de hipoclorito de sodio al 1.5 % siguiendo una
modificacion a lo reportado por Gonzalez-Pérez et al. (2004) que a continuacién se describe: El
material se dejo en la solucién de hipoclorito de sodio durante 2 min., se enjuago tres veces con
agua destilada estéril y se realizdé una segunda inmersion en solucion de hipoclorito de sodio
durante 2 min.,y finalmente se enjuago tres veces con agua estéril.

Las secciones de tejido se colocaron en cajas Petri con medio papa dextrosa agar (PDA)
(Gonzélez-Pérez et al., 2004; Anaya-Lopez et al., 2011). En cada caja se colocaron cinco secciones
de raiz o cinco secciones de tallo. Se incubaron a temperatura ambiente (25°C). A las 24 h se

observé el crecimiento micelial.

4.1.3 Aislamiento y purificacion

Los hongos y el oomiceto que crecieron fueron transferidos a medio de cultivo PDA
mediante la técnica de corte de punta de hifa. A las 24 horas se transfirieron a medio de cultivo de
PDA para los hongos y medio de cultivo VV8-agar para el oomiceto mediante la técnica de corte de
punta de hifa. Una vez desarrollados los aislamientos purificados, se realizé la identificacion

morfoldgica y las pruebas de patogenicidad.
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La identificacion morfologica a nivel género se realizo utilizando las claves taxondmicas
de Barnett y Hunter (1998) para los hongos y de Erwin y Ribeiro (1996), para el caso del oomiceto.
Todos los aislamientos se conservaron en tubos con PDA (Gonzélez-Pérez et al., 2004) y se

cubrieron con aceite mineral estéril.

4.1.4 Pruebas de patogenicidad
4.1.4.1 Material vegetal

Las pruebas de patogenicidad se realizaron en camara de crecimiento. Se sembraron en
suelo estéril semillas de chile de arbol (Capsicum annuum L.) procedentes del estado de Jalisco.
Se utilizaron las plantulas que presentaban de 3 a 4 pares de hojas verdaderas. Las plantulas se
sembraron en vasos de unicel de 1 L de capacidad con suelo previamente esterilizado de la Vega
de Metztitlan, Hidalgo. Se inocularon 4 plantas por cada género de hongo y el oomicete mas un

testigo no inoculado. La prueba de patogenicidad se repitié dos veces.

4.4.1.2 Obtencion del indculo para la prueba de patogenicidad

Para los aislamientos de Fusarium, se prepard una suspension de conidios (Silva-Rojas et
al., 2009), agregando 30 mL de agua destilada estéril a cada caja de Petri donde previamente se
desarroll6 la colonia del hongo en estudio. Con una aguja de diseccion se frotd el micelio para
separar los conidios. La suspension se colecté en un vaso de precipitados. La concentracion de
indculo se determind con una camara de Neubauer. Se inoculé con una concentracion de 1 x 10°
esporas/planta (Vasquez et al., 2009). En el caso de Rhizoctonia sp., se obtuvo el micelio y se licu6
para fragmentar, se determind la concentracion de unidades formadoras de colonias (ufc,
fragmentos de micelio) mediante conteo en cdmara de Neubauer (Higuera, 2001; Singh et al.,
2002; Pineda et al., 2005). Este hongo fue inoculado con una concentracion de 1 x 10*unidades
formadoras de colonias mL™. Se aplicaron 10 mL de suspension del in6culo (100,000 ufc/planta).

La cepa del oomiceto aislada se sembrd en medio de cultivo V8-agar y cuando el micelio
cubrié completamente la superficie se seccion6 en rodajas y se colocé en agua destilada estéril
para inducir la formacion de esporangios. La metodologia para la formacion de esporangios y
liberacion de zoosporas se realizé mediante una modificacion de la técnica descrita por Ramirez-

Villapudua y Romero-Cova (1980); se estimulo la liberacion de zoosporas al colocar las cajas a
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4°C durante 30 min. Una vez realizado esto, se procedié a contabilizar las zoosporas en la camara
de Neubauer. La inoculacion con el oomiceto se realizo al nivel del cuello, depositando 10 mL de
suspension de zoosporas con una concentracion de 10, 000 zoosporas mL™ en cada una de las
plantas tratadas (100,000 zoosporas/planta). Al testigo solo se le agreg6 agua esterilizada. (Moran-
Bariuelos et al., 2010; Santos, 2010).

En cada unidad experimental se evalud la presencia o ausencia de sintomas. Las
evaluaciones se realizaron cada 2 dias durante 30 dias y se reaislo el agente causal para apegarse
a los postulados de Koch (Agrios, 2005; Vasquez et al., 2009).

4.1.5 ldentificacion taxondmica

La especie de Fusarium se determind siguiendo las claves taxonomicas de Booth (1977) y
Rhizoctonia se identifico de acuerdo a lo propuesto por Sneh et al. (1991). Para determinar la
especie de Phytophthora se utilizaron las claves de Gallegly y Hong (2008). Las estructuras
reproductivas fueron medidas con una camara digital (Motic 2300, USA) y una computadora
marca Dell, con procesador Intel (R) Core (TM) 2 Duo.

La extraccion de DNA se realizé para el agente causal de la marchitez del chile. La cepa
de P. capsici fue cultivada en medio de cultivo VV8-agar durante siete dias a temperatura ambiente.
El micelio fue raspado con una pinza de relojero estéril y se coloco en un tubo eppendorf para
macerar con 1000 pL de solucion buffer y se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente.
Después se centrifugé un minuto a 12,000 rpm, se colecto el sobrenadante y se pasé a un tubo
eppendorf estéril. Enseguida se agregaron 500 pL de fenol cloroformo 1:1 volumen:volumen, se
agité suavemente y se centrifugd 3 minutos a 12,000 rpm. Se recuperd la fase acuosa y se transfirid
a un tubo eppendorf estéril. Este proceso se repitié dos veces. Se agregaron 500 pL de isopropanol
y 50 pL de acetato de amonio 10 M y se agitd. Se centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente se desecho el sobrenadante, se dejo la pastilla (pellet) y se lavé con 50 pL de etanol
al 70%, se centrifugd a 12,000 rpm por 3 minutos y se desecho el etanol (Se repitié este paso dos
veces). El tubo se colocd hacia abajo en un papel absorbente estéril y se dejo secar la pastilla.
Finalmente se resuspendio la pastilla en 50 pL de agua de ampolleta (Sambrook y Russell, 2001).

La mezcla para la reaccion en cadena de la polimerasa fue 2.5 puL de amortiguador de
reaccion, 1.25 pL MgCL2, 0.5 pL de dNTP’s, 1 pL de iniciador ITS4y 1 uL de iniciador de ITS5,
0.5uL de Tag DNApol, 2 uL de DNA y 16.25 uL de agua inyectable. Para la amplificacion de la
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region ITS del DNA se utilizaron los iniciadores universales ITS 5(5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3) y 4 (5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al.,
1990), sintetizados en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM (IBT-UNAM). La amplificacion
se realizd en un termociclador Techne ®, modelo TC-512 con una temperatura de
desnaturalizacion inicial de 95° por 2 minutos; 35 ciclos a 95°C por 1 minuto para la
desnaturalizacion, el alineamiento a 57°C por 1 minuto, y una extension final a 72°C por 2
minutos: finalmente un ciclo de amplificacion a 72°C por 10 minutos (Silva-Rojas et al., 2009).
Para verificar el producto de la amplificacion se realizo electroforesis en gel de agarosa al
1% y se adicion6 1 pL de bromuro de etidio. Este proceso se realizé a 90 V por 30 minutos. La
secuenciacion se realizo por la empresa Macrogen. La secuencia obtenida fue alineada con las

depositadas en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2014).

4.2 Evaluacion de la resistencia de la marchitez de diferentes colectas de chile de arbol

4.2.1 Germoplasmay siembra

Los genotipos evaluados fueron proporcionados por el Dr. Victor Heber Aguilar Rincén y
proceden de colectas realizadas en los estados de Nayarit-Sinaloa, Jalisco y Puebla (Cuadro 4).
Las semillas de chile de arbol se desinfestaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 1.5 %
durante 2 minutos y se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. Se realiz6 una segunda
inmersién en solucion de hipoclorito de sodio durante 2 min y finalmente se enjuagaron tres veces
con agua estéril. La siembra se realiz6 en charolas de unicel de 200 cavidades, con sustrato de
turba y agrolita 1:1. Se trasplantaron 32 plantulas de cada accesion, con 3 o 4 pares de hojas
verdaderas, en macetas de 250 mL con turba-agrolita 6 suelo de la de la Vega de Metztitlan,

Hidalgo, y se mantuvieron en un invernadero del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

4.2.2 Obtencién del inéculo de Phytophthora capsici

La cepa de P. capsici se incub6 en medio de cultivo con jugo de verduras V8 y se mantuvo
a temperatura ambiente durante 6 a 8 dias. Posteriormente, el medio se secciono en rodajas y se
colocé en agua destilada estéril para inducir la formacion de esporangios. La metodologia para la
formacion de esporangios Yy liberacion de zoosporas se realizé de acuerdo a Ramirez-Villapudua

y Romero-Cova (1980) con la siguiente modificacion: Se estimulo la liberacion de zoosporas
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colocando las cajas de Petri a 4°C durante 30 minutos. Al término de este tiempo las cajas se
colocaron a temperatura ambiente. Las zoosporas liberadas se cuantificaron mediante una camara

de Neubauer. Se prepararon suspensiones de 10,000 zoosporas/mL.

Cuadro 4. Genotipos de chile de arbol utilizados en la evaluacion de resistencia.

Numero Colecta Origen
CP 1305 Jalisco
2 CP 1306 Jalisco
3 CP 1261 Jalisco
4 CP 1265 Jalisco
5 CP 1264 Jalisco
6 CP Compuesto Nayarit Nayarit
7 CP Compuesto Jalisco 1 Nayarit-Sinalo-Jalisco
8 CP Compuesto Jalisco 2 Nayarit-Sinaloa-Jalisco
9 CP Compuesto Puebla 1 Puebla
10 CP Compuesto Puebla 2 Puebla

4.2.3 Establecimiento del experimento

Cada genotipo se trasplantd a dos tipos de sustrato (Cuadro 5) 72 horas antes de la
inoculacion. EI primer sustrato consistio en suelo natural proveniente de la Vega de Metztitlan,
Hidalgo. El segundo sustrato fue una mezcla esterilizada de turba y agrolita (1:1). Antes de la
inoculacién se aplico un riego a saturacion para crear condiciones 6ptimas para la infeccion por P.
capsici. La inoculacion se realizé en la base del tallo de plantas con 3 o 4 pares de hojas verdaderas.
A cada sustrato se le aplicé indculo o agua destilada estéril. Se aplicaron 10 mL de suspension a
cada maceta para tener una concentracion de 100,000 zoosporas/unidad experimental. Se realiz6
una reinoculacion a los 15 dias después del trasplante, con la finalidad de aumentar la probabilidad
de infeccion (Andrés et al., 2005; Moran-Bafuelos et al., 2010,Santos, 2010; Anaya-Lépez et al.,
2011). El experimento tuvo un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones. La unidad
experimental fue de dos plantas por maceta. Los tratamientos evaluados se especifican en el

Cuadro 5. El experimento fue repetido dos veces.
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Cuadro 5. Tratamientos para la evaluacion de resistencia en diez colectas de chile de arbol.

Ndmero Concentracion de Plantas por Repeticiones
de Sustrato indculo/unidad unidad

colectas experimental experimental por colecta
10 Suelo natural 100,000 zoosporas 2 4
10 Suelo natural Agua destilada estéril 2 4
10 Turba + agrolita 100,000 zoosporas 2 4
10 Turba + agrolita Agua destilada estéril 2 4

4.2 .4 Evaluacion de la enfermedad

Se realizaron 16 evaluaciones cada dos dias, a partir de la inoculacion. Se estimo el peso
seco de la parte aérea de las plantas y la severidad de la enfermedad. El peso seco se evalué como
peso constante, de acuerdo a lo descrito por Filippi y Prabhu (1997) y Ramos et al. (2003). Para
evaluar la severidad se utiliz la escala propuesta por Ristaino (1990) modificada por Sanogo
(2006), la cual se describe a continuacién: 0 = ausencia de sintomas, 1 = tallo con necrosis sin
anillado, 2 = tallo con necrosis con anillado, 3 = tallo con necrosis con defoliacién menor al 50%,
4 = Tallo con necrosis, con mas de 50% de defoliacion, 5 = marchitez y 6 = planta muerta. Los
valores para cada unidad experimental se calcularon con base al promedio de las dos plantas en
cada vaso de unicel.

Donde fue aplicable, el analisis de varianza se calcul6 mediante el procedimiento GLM del
programa SAS (Statistical Analysis System) v. 9.3 y la comparacion de medias se realiz6 con base
en la prueba de Tukey (p<0.05). Con los datos de severidad se calculé el Area Bajo la Curva del
Progreso de Severidad (ABCPS) (Campbell y Madden, 1990) y el nimero acumulado de plantas
muertas. Cuando se detectd efecto de interaccion significativo entre colectas y sustratos de
crecimiento, las comparaciones se realizaron con base en el error estdndar de la media (Steel et al.,
1997).
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4.3. Efectividad de productos quimicos disponibles en el mercado nacional para el control

de la marchitez.

4.3.1 Germoplasmay siembra

Semillas de chile de arbol procedente del estado de Jalisco se desinfestaron mediante la
metodologia descrita en el punto 4.2.1. La siembra se realizd en charolas de poliestireno de 200
cavidades, con sustratro de turba y agrolita 1:1. Cuando las plantulas tuvieron 5 a 8 pares de hojas
verdaderas se trasplantaron a macetas de 250 mL en suelo de San Pedro Tlatemalco, Tres Cruces
y la Paila de la Vega de Metztitlan, Hidalgo y se mantuvieron en un invernadero del Colegio de

Postgraduados, Campus Montecillo.

4.3.2 Obtencion del in6culo de Phytophthora capsici.

El procedimiento para la obtencion del in6culo de P. capsici, la liberacion de zoosporas,
cuantificacion y preparacion de la suspension (10,000 zoosporas/mL) se realizé de acuerdo a lo
descrito en el punto 4.2.2. La suspension con zoosporas se dejo a temperatura ambiente durante 72

horas para inducir a la formacion de quistes.

4.3.3 Establecimiento del experimento.

Se evaluaron los productos quimicos comerciales Lucafum (metam sodio), Ridomil Gold
480 SL (metalaxil), Aliette (fosetil aluminio) y Previcur N (propamocarb), s6los o alternados.

Los tratamientos evaluados se aplicaron en dosis bajas en forma preventiva (Fernandez y
Herrera et al., 2007), 72 h antes del trasplante al suelo inoculado con zoosporas enquistadas. Los
fungicidas se adicionaron de acuerdo con las dosis minimas y los intervalos de aplicacion
recomendadas para cada producto comercial (Ellis et al., 1998; Wilcox et al., 1999; Al-Mughrabi
et al., 2007; Weiland et al., 2009; Tun et al., 2011; Wasike, 2013).

Para la aplicacion del Lucafum, el suelo fue inoculado con zoosporas enquistadas 72 h
antes del tratamiento con el fumigante, posteriormente se aplicé el metam sodio y se cubrié con
plastico para evitar el escape del producto durante 43 h. A los 45 dias después de la aplicacion del
metam sodio se procedi6 al trasplante.

Las dosis aplicadas de los productos quimicos fueron: metalaxil 45.28 % (Ridomild Gold

480 SL, concentrado soluble, Syngenta) 1.5 L-ha!; fosetil aluminio 80% (Aliette wdg, granulos
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dispersables, Bayer crop science) 2.5 kg-ha™*; propamocarb 64% (Previcur N, solucion acuosa,
Bayer crop science) 1.5 L-ha™; metam sodio 42.5 % (Lucafum, solucion acuosa, quimica Lucava)
0.1 L-Lt. También se tuvo un testigo no inoculado, en suelo esterilizado; un testigo no inoculado-
suelo no esterilizado de la VVega de Metztitlan (suelo estéril sin P. capsici y sin producto quimico)
y un testigo inoculado con P. capsici (100,000 zoosporas/planta) en suelo esterilizado. La primera
aplicacion se realizé 72 horas antes del trasplante y la segunda se realizé respetando los 8 dias de
residualidad del Ridomild Gold 480 y Aliette, para Previcur N se consideraron 10 dias de
residualidad. Las aplicaciones individuales se realizaron tres veces y la alternancia de productos
se realizo una vez de manera preventiva. Los productos se aplicaron de forma alternada como se
indica en el Cuadro 6. Se aplicaron 10 mL de cada dosis del producto por planta. Para calcular el
volumen utilizado, se midié la cantidad de agua necesaria para regar cada maceta y se calcul6 para
una hectérea considerando el numero de plantas (20,000 plantas) reportado por Soria (1993). El
volumen de agua utilizada como vehiculo coincide con la cantidad utilizada para fumigaciones en

la Vega de Metztitlan, Hidalgo (Mendoza, 2013, comunicacion personal)®.

Cuadro 6. Productos quimicos para el control de Phytophthora capsici.
NUm. Tratamiento

1 Testigo no inoculado-suelo esterilizado

2 Testigo no inoculado-suelo no esterilizado

3 Testigo inoculado (suelo esterilizado)

4 Metam sodio

5 Metalaxil

6 Fosetil aluminio

7 Propamocarb

8 Metalaxil + Fosetil aluminio

9 Metalaxil + Propamocarb

10 Propamocarb + Fosetil aluminio

11 Metam sodio + Metalaxil

12 Metam sodio + Fosetil aluminio

13 Metam sodio + Propamocarb

14 Metam sodio + Metalaxil + Fosetil Aluminio

15 Metam sodio + Metalaxil + Propamocarb

16 Metam sodio + Fosetil aluminio + Propamocarb
17 Metalaxil + Fosetil Al + Propamocarb

18 Metam sodio + Metalaxil + Fosetil aluminio +Propamocarb

1 Mendoza, D. 2013. Maestra en ciencias en Fitopatologia y distribuidora de productos quimicos.

27



Los plantas fueron regadas de forma alternada con agua y una solucion nutritiva (630 g de
Nitrofoska 12-12-12 en 20 L de agua: dilucion 1:10 (Nitrofoska: agua)) (Villar-Luna et al., 2009).

Todos los productos se aplicaron en un arreglo factorial, mas los testigos en suelo con y sin
esterilizacion (Cuadro 6). En los casos donde se utilizd6 méas de un producto, las aplicaciones se
hicieron en forma forma alternada, como una estrategia de manejo enfocada a reducir la posibilidad
de seleccidn de poblaciones resistentes del patdgeno a los fungicidas disponibles.

Se utilizé un disefio completamente al azar con 4 repeticiones. La unidad experimental

estuvo formada por una planta por maceta. El experimento fue repetido dos veces.

4.3.4 Evaluacion de la enfermedad

Se realizaron 17 evaluaciones de severidad; una cada cinco dias, a partir de la inoculacion.
Se obtuvo el peso seco y severidad siguiendo la metodologia descrita en el punto 4.2.4.

Donde fue aplicable, el andlisis de varianza se realiz6 mediante el procedimiento GLM del
programa SAS (Statistical Analysis System) v. 9.3. Cuando hubo efectos de interaccion
significativos la comparacion de medias se realizé considerando el error estandar y si hubo
diferencia significativa en el efecto principal la comparacion se realizé mediante la prueba de
Tukey (0<0.05) (Steel et al., 1997). Con los datos de severidad se calculd el Area Bajo la Curva
del Progreso de Severidad (ABCPS) (Campbell y Madden, 1990).

4.4. Evaluacion de productos bioldgicos disponibles en el mercado nacional para el control
de Phytophthora capsici

4.4.1 Germoplasma y siembra

Se utilizd6 semila de chile de arbol procedente del estado de Jalisco previamente
desinfestada mediante la metodologia descrita en el punto 4.2.1. La semilla utilizada se sembré en
charolas de unicel de 200 cavidades, con sustrato de turba y agrolita 1:1. Cuando las plantas
contaban con 8 0 9 pares de hojas verdaderas se trasplantaron a macetas de 250 mL con suelo de
San Pedro Tlatemalco, Tres Cruces y La Paila, de la vega de Metztitlan, Hidalgo, y se

mantuvieron en un invernadero del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.
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4.4.2 Obtencidn del inéculo de Phytopthora capsici

El procedimiento para la obtencion del indculo de P. capsici, la liberacién de zoosporas,
cuantificacién y preparacion de la suspension de 10,000 zoosporas/mL se realizé de acuerdo a lo

descrito en el punto 4.2.2.

4.4.3 Establecimiento del experimento

Los tratamientos evaluados se aplicaron en dosis bajas en forma preventiva de acuerdo a
las especificaciones de la etiqueta del distribuidor (Lewis y Papavizas, 1991; Yandoc et al., 2007;
Wasike, 2013), solos o combinados (Fernandez-Herrera et al., 2007; Tun et al., 2011). La primera
aplicacion se realiz6 48 horas previas al trasplante, la segunda aplicacién se hizo al momento del
trasplante. Cuarenta y ocho horas después del trasplante se aplicaron 10 mL de la suspensién con
zoosporas a cada maceta para tener una concentracion de 100,000 zoosporas/unidad experimental.
15 d después se realizé la tercera aplicacion de los productos biolégicos.

Las dosis aplicadas fueron Trichoderma harzianum (Natucontrol, polvo humectable,
Biokrone) 400 g-hal; Trichoderma harzianum (Fus out, inoculante liquido, el Vergel) 1 L-ha™;
Bacillus subtilis (Baktillis, inoculante liquido, Biokrone) 1 L-ha; Bacillus subtilis (Probac BS 10,
suspension concentrada, Promotora técnica industrial) 1 L-ha™ y se utilizaron tres testigos (Cuadro
7). Para calcular el volumen utilizado, se midi6 la cantidad de agua necesaria para regar cada
maceta y se calculd para una hectéarea considerando el numero de plantas (20,000 plantas/ha)
reportado por Soria (1993). El volumen de agua utilizada como vehiculo coincide con la cantidad
utilizada para las fumigaciones en la Vega de Metztitlan, Hidalgo (Mendoza, 2013, comunicacion
personal)®.

Los plantas fueron regadas de forma alternada con agua y una solucién nutritiva (630 g de
Nitrofoska 12-12-12 en 20 L de agua: dilucion 1:10 (Nitrofoska: agua)) (Villar-Luna et al., 2009).

Se utilizé un disefio completamente al azar con 4 repeticiones. La unidad experimental

estuvo formada por una planta por maceta. El experimento fue repetido dos veces.

29



Cuadro 7. Productos biol6gicos para el control de Phytophthora capsici.

Suelos Producto bioldgico Repeticiones
Natu control (Trichoderma harzianum cepa) 4
Fus-out (Trichoderma harzianum ) 4
Baktillis (Bacillus subtilis y otras) 4
Probac (Bacillus subtilis) 4
Natucontrol (Trichoderma harzianum) + Baktillis 4

San Pedro Tlatemalco, (Bacillus subtilis y otras)

Tres Cruces, Natucontrol(Trichoderma harzianum) + Probac 4
La Paila de la Vega de (Bacillus subtilis)
Metztitlan, Hidalgo.  Fus out (Trichoderma harzianum) + Baktillis 4
(Bacillus subtilis y otras)
Fus Out (Trichoderma harzianum) + Probac 4

(Bacillus subtilis)

Testigo no inoculado-suelo tratado 4
Testigo no inoculado-suelo no tratado 4
Testigo inoculado suelo esterilizado 4

Las aplicaciones individuales se realizaron para evaluar el efecto antagonista de cada
agente de control biolégico contra el agente causal de la enfermedad (Vos et al., 2014) y las
aplicaciones combinadas se realizaron con la finalidad de utilizar una mezcla de organismos con
diferente actividad antagdnica, estrategias de colonizacion y mecanismos de supresion que
pudiesen causar un efecto sinergista (Duffy y Weller, 1995; Leibinger et al., 1997; Raupach y
Kloepper, 1998; Mathre et al., 1999; Akgiil y Mirik, 2008).

4.4.4 Evaluacion de la enfermedad

Se realizaron 15 evaluaciones de severidad cada cinco dias, a partir de la inoculacion. Se
estimd el peso seco y severidad siguiendo la metodologia descrita en el punto 4.2.4.

Donde fue aplicable, el analisis de varianza se calcul6 mediante el procedimiento GLM del
programa SAS (Statistical Analysis System) v. 9.3 y la comparacién de medias se realizé mediante
la prueba de Tukey (a<0.05) (Steel et al., 1997). Con los datos de severidad se calcul6 el Area
Bajo la Curva del Progreso de Severidad (ABCPS) (Campbell y Madden, 1990).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Etiologia del agente causal de la marchitez en la Vega de Metztitlan, Hidalgo.
5.1.1 Aislamiento de posibles patdgenos

El mayor nimero de hongos aislados de las raices y tallos de chile de arbol corresponden al
género de Fusarium spp. (9 cepas), pero también se aislaron tres cepas de Rhizoctonia sp y una de

Phytophtora sp.

5.1.2 Pruebas de patogenicidad

Alos 7 d después de la inoculacién con los tres géneros de hongos antes mencioados, solo
las plantas inoculadas con el oomicete mostraron sintomas de enfermedad. Al inicio las plantas se
tornaron cloroéticas y gradualmente se manifestd la marchitez y muerte de las plantas. El tallo y el
cuello de las plantas mostraron necrosamiento; al realizar un corte transversal se observd una
coloracion café. Las plantas inoculadas con Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. no mostraron sintomas
de enfermedad después de 50 d de haber sido inoculadas.

Estos resultados indican que la marchitez de las plantas de chile de arbol de la Vega de
Metztitlan, Hidalgo es causada por oomicetos del género Phytophthora, lo cual concuerda para
este tipo de sintomas con lo reportado por Ristaino (1990) y Silva-Rojas et al. (2009).

En nuestro bioensayo los sintomas ocasionados por Phytophthora sp. fueron
amarillamiento, marchitez y necrosamiento del tallo, los cuales coinciden con lo descrito para
Phytophthora capsici por Drenth y Sendall (2001). En un estudio similar reportado por Silva-Rojas
et al. (2009) no observaron sintomas en plantas de chile inoculadas con Fusarium sp, pero si
detectaron marchitez en plantas inoculadas con Phytophthora capsici. Los resultados del presente
bioensayo sugieren que el agente causal de la enfermedad es Phytophthora capsici. Posiblemente,
una vez iniciada la infeccion por el oomiceto, Fusarium sp. y Rhizoctonia sp., podrian penetrar y
contribuir al agravamiento de los sintomas (Gonzélez et al., 2009), sin embargo, en nuestro trabajo

no se realizaron inoculaciones mixtas.

5.1.3 ldentificacién taxondmica

Al comparar los descrito en las claves taxondmicas de Erwin y Ribeiro, (1996) y Gallegly

y Hong (2008) con las caracteristicas morfoldgicas del oomiceto causante de la marchitez en
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nuestro bioensayo, se concluyd que el pseudohongo pertenece a la especie Phytophtora capsici
Leonian (Figura 1). Este oomiceto presentd micelio cenocitico de color blanquecino en el medio
de cultivo V8-agar. En agua destilada y bajo luz blanca formo esporangios en simpodio simple de
forma ovoide, elongada, elipsoide, con una o dos papilas, 20 h después de la exposicion. Algunos
esporangios tuvieron liberacion de zoosporas. El tamafio de los esporangios fue de 35.7 a 64.8 x
19.5a25.20 um. Las longitudes del pedicelo variaron entre 14.9 a 108.4 um. El grosor apical estuvo
enelrango de 1.9 a 4.3 um.

Todos los aislamientos de Fusarium sp. fueron identificados como Fusarium oxysporum
Schlechtend.:Fr., de acuerdo a las claves de Booth (1977). Los aislamientos de Rhizoctonia sp.
fueron identificados como Rhizoctonia solani Kiihn segln la clave taxonémica de Sneh et al.
(1991).

En medio de cultivo PDA Fusarium oxysporum present6 micelio septado con tonalidades
rosa a pdrpura, macroconidios, microconidos y fialides cortas. Los macroconidios tuvieron forma
falcada, con una célula basal en forma de pie y presentaron de 2 a 5 septos. Su tamafio vari6 entre
5.95a14.5 x 2.05a4.52 um. Los microconidios presentaron un septo y medidas en el rango de
4.22 a8.19 x 1.38 a 3.87 um. Los microconidios formaron falsas cabezas en fialides cortas, lo cual
concuerda con lo descrito por Barnett y Hunter (1998) y Booth (1977).

En medio de cultivo PDA Rhizoctonia solani formé hifas hialinas en la cercania del medio
de cultivo pero el micelio aéreo o superficial mostrd una coloracién marrén. Esto es debido a la
acumulacién de melaninas en las paredes celulares (Sneh et al., 1991). Las hifas mostraron
ramificaciones en angulo recto y formacion de un septo después de ésta. Tambien se observo la
presencia de células monilioides. El diametro de las hifas fue de 4.2 a 8.96 umy la longitud 22.81
a 174.55 um. Las células monilioides tuvieron dimensiones de 10.06 a 16.18 x 20.03 a 39.21 um,
lo que concuerda con lo descrito por Barnett y Hunter (1998) y Sneh et al. (1991).

En las pruebas moleculares se amplificé un fragmento de 723 pb mediante PCR vy los
iniciadores 1TS5/ITS4. Mediante el programa BLASTN se confirm6 que la cepa de Phytophthora
que resultd patogénica, procedente de La Paila, Vega de Metztitlan, Hidalgo, corresponde a
Phytophthora capsici Leonian ya que tuvo un 100 % de identidad con la cepa KJ855326 del
GenBank, National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2014). La secuencia se registrd

en esta base con el nimero de accesion KM496492.
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20 pm —

Figura 1. Colonia de Phytophthora capsici Leonian en medio de cultivo VV8-Agar (A); Esporangios
papilados (40X) (B); Esporangio con pedicelo (40X) (C).
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5.2 Evaluacién de la resistencia a la marchitez de diferentes colectas de chile de arbol.
5.2.1 Severidad de la enfermedad

En el experimento 1 ninguna de las plantas no inoculadas, cultivadas en turba-agrolita
mostrd sintomas de enfermedad (Figura 2). Cuando las plantas fueron cultivadas sin inoculacion
en suelo de la Vega de Metztitlan Unicamente el CP Compuesto Puebla 2 mostré sintomas de
enfermedad, pero ésta se observo 30 dias después del trasplante (ddt) y solamente se detect6
necrosis del tallo sin anillado (severidad 1).

Todas las colectas de chile inoculadas y sembradas en turba-agrolita mostraron algun
sintoma de enfermedad. La colecta que mostrd el menor nivel de severidad en este grupo fue la CP
1264, mientras que la que tuvo la mayor severidad fue el CP Compuesto Puebla 2 donde todas las
plantas murieron a partir del séptimo dia después del trasplante.

En el caso de las plantas cultivadas en suelo de la Vega e inoculadas con el pseudohongo
los niveles de enfermedad fueron menores en general que los observados en turba-agrolita. Resalta
el caso de la colecta CP 1264 que no mostr6 sintomas durante todo el experimento, mientras que
el CP Compuesto Puebla 2 mostré la mayor severidad y todas sus plantas murieron a partir del
dieciseisavo dia después del trasplante.

En ambos tipos de sustrato se observo consistentemente que los cultivares CP Compuesto
Puebla 2, CP Compuesto Puebla 1 y CP Compuesto Nayarit tuvieron la mayor severidad, mientras
que el resto de colectas tuvieron valores intermedios de enfermedad.

En las plantas cultivadas en turba la expresion de sintomas ocurrié mas rapido que en las
plantas cultivadas en suelo de la Vega de Metztitlan. En estas Ultimas se detectd incluso cierto
grado de demora en la manifestacion de sintomas para algunos cultivares. Resalta el caso de las
colectas CP 1306, CP 1264 y CP 1265 donde sélo se detectd necrosis sin anillado a partir del
dieciseisavo dia después del trasplante.

En el experimento 2 las plantas no inoculadas, cultivadas en turba-agrolita no tuvieron
sintomas de enfermedad (Figura 3 B). De las plantas cultivadas sin inoculacion en suelo de la Vega
de Metztitlan s6lo el CP Compuesto Puebla 2 mostro sintomas a los 36 ddt, que consistieron en
necrosis del tallo sin anillado completo (Severidad 1) (Figura 3 D).

Las diez colectas de chile inoculadas y sembradas en turba-agrolita mostraron sintomas de
la enfermedad (Figura 3 A). La colecta CP 1261 tuvo el menor nivel de severidad. El mayor valor

de severidad en menor tiempo (22 ddt) fue observado en el CP Compuesto Puebla 1.
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Para la mayoria de las colectas cultivadas en suelo de la Vega de Metztitlan, con excepcion
de los accesiones CP Compuesto Puebla 2, CP Compuesto Puebla 1 y CP Compuesto Nayarit, los
valores de severidad fueron en general menores que los obtenidos en el substrato turba-agrolita,
pero solo la colecta CP 1261 mantuvo valores consistentemente bajos. Resalta también el caso de
la colecta CP 1305 que mostré necrosamiento ligero a partir del dia 16 después del trasplante
(Figura 3 C).

Las colectas CP Compuesto Puebla 1 y 2 tuvieron consistentemente los valores mas altos
de severidad en turba-agrolita y suelo no tratado, cuando se realiz6 inoculacion con Phytotophthora
capsici. La colecta CP Compuesto Nayarit tuvo un comportamiento similar al observado en el

experimento 1.

5.2.2 Area bajo la curva del progreso de severidad (ABCPS)

De acuerdo al andlisis de varianza de las colectas de chile inoculadas con el pseudohongo
en el experimento 1, el ABCPS vari6 con el tipo de cultivar pero su comportamiento fue diferente
dependiendo de si fueron cultivados en turba-agrolita o en suelo no tratado de La Vega de
Metztitlan (Anexo 1). Resalta el caso de la colecta CP 1264 que al ser cultivado en sustrato turba-
agrolita tuvo la menor area aunque mostré un rango de variacion considerable; pero al ser cultivado
en suelo no tratado los valores del area fueron virtualmente cero en la mayoria de los casos.

Cuando los cultivares CP 1305, CP Compuesto Jalisco 1, CP Compuesto Jalisco 2, CP 1306
CP 1261 y CP 1265 fueron cultivados en turba-agrolita tuvieron valores promedio alrededor de
las 80 a 100 unidades, pero al ser cultivadas en suelo de la Vega de Metztitlan el valor del area se
redujo considerablemente a niveles alrededor de 40 unidades (Figura 4).

En el caso de los cultivares CP Compuesto Nayarit, CP Compuesto Puebla 1 y CP
Compuesto Puebla 2 el area bajo la curva fue consistentemente mas alto que en el resto de colectas,

independientemente del sustrato en que fueron cultivadas las plantas.
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Figura 2. Severidad de la marchitez de colectas de chile de arbol (Capsicum annuum L) del experimento 1, cultivadas en sustrato estéril
a base de turba-agrolita, 1:1, e inoculadas con una cepa de Phytophthora capsici (A), cultivadas en sustrato estéril a base de turba-
agrolita, 1:1, no inoculados (B), cultivadas en suelo no tratado de la Vega de Metztitlan e inoculadas con una cepa de P. capsici (C) y
cultivadas en suelo no tratado de la Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH) sin aplicacion de inoculo (D). La cepa fue aislada de chile de
arbol de la Vega de Metztitlan, Hidalgo. La inoculacion se realizd con 10° zoosporas por planta, 3 y 15 dias después del trasplante.

Valores de severidad de la marchitez por P. capsici Leonian de acuerdo a Sanogo (2006). Cada punto es el promedio de cuatro
repeticiones.
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Figura 3. Severidad de la marchitez de colectas de chile de arbol (Capsicum annuum L) del experimento 2, cultivadas en sustrato estéril
a base de turba-agrolita, 1:1, e inoculadas con una cepa de Phytophthora capsici (A), cultivadas en sustrato estéril a base de turba-
agrolita, 1:1, no inoculadas (B), cultivadas en suelo no tratado de la Vega de Metztitlan e inoculadas con una cepa de P. capsici (C) y
cultivadas en suelo no tratado de la Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH) sin aplicacion de indculo (D). La cepa fue aislada de chile de
arbol de la Vega de Metztitlan, Hidalgo. La inoculacion se realizo con 10° zoosporas por planta, 3 y 15 dias después del trasplante.

Valores de severidad de la marchitez por P. capsici Leonian de acuerdo a Sanogo (2006). Cada punto es el promedio de cuatro
repeticiones.
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Figura 4. Area bajo la curva del progreso de la severidad de la marchitez de diferentes colectas de
chile de arbol (Capsicum annuum) inoculadas con una cepa de Phytophthora capsici aislada de
chile de arbol en suelo de la vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH). Plantas cultivadas en turba-
agrolita estéril, 1:1 y plantas cultivadas en suelo no tratado colectado en la VMH. Experimento 1.
Las barras verticales representan el error estandar de la media. Cada valor es el promedio de cuatro
repeticiones.

En el experimento 2, al igual que en el experimento 1, se detectaron cambios en el &rea bajo
la curva en funcion del sustrato en que fueron cultivadas las colectas, pero en este caso ocho de
los diez cultivares evaluados tuvieron un comportamiento similarmente intermedio,
independientemente del sustrato; s6lo los cultivares CP Compuesto Puebla 1 y CP Compuesto
Puebla 2 mostraron interaccion con el tipo de sustrato (Anexo 2). En este caso los valores mas altos
fueron observados cuando se sembraron en suelo no tratado, mientras que la colecta CP 1261, al
igual que en el experimento 1, tuvo valores bajos, pero en este caso CP 1305 tuvo la menor area
cuando fue cultivado en suelo de la Vega de Metztitlan; sin embargo su rango de variacién cayo
dentro de lo observado cuando fue cultivado en turba-agrolita (Figura 5).

Los valores de ABCPS en las plantas no inoculadas fueron de cero en la mayoria de los
casos, con excepcion del CP Compuesto Puebla 2 cultivado en suelo, quien fue el tnico que mostro

sintomas de enfermedad bajo estas condiciones y tuvo valores muy cercanos a cero.
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Figura 5. Area bajo la curva del progreso de la severidad de la marchitez de diferentes colectas de
chile de arbol (Capsicum annuum) inoculadas con una cepa de Phytophthora capsici aislada de
chile de arbol en suelo de la vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH). Plantas cultivadas en turba-
agrolita estéril, 1:1. y plantas cultivadas en suelo no tratado colectado en la VMH. Experimento 2.
Las barras verticales representan el error estandar de la media. Cada valor es el promedio de cuatro
repeticiones.

5.2.3 Nimero acumulado de plantas muertas

En el experimento 1, las colectas CP Compuesto Puebla 1 y 2 fueron las mas susceptibles
al patégeno ya que ninguna de las plantas sobrevivid hasta el término del experimento (36 ddt,
Figura 6). En turba- agrolita y suelo no tratado con inoculacion la muerte de las plantas
pertenecientes a la colecta CP Compuesto Puebla 2 ocurri6 en un tiempo mas corto (10 y 20 ddt,
respectivamente) que en el resto de las colectas.

En turba-agrolita todas las colectas tuvieron mayor nimero acumulado de plantas muertas
que en suelo, con un minimo de cuatro en CP 1264 (Figura 6 A). En suelo no tratado e inoculado
con el patdgeno el nimero fue menor, ademas de que ocurrié una demora en la muerte de plantas
por causa de la enfermedad (Figura 6 B). Destaca nuevamente la colecta CP 1264 que no tuvo
plantas muertas bajo estas condiciones aunque si mostré sintomas de la enfermedad (Figuras 2, 3,
4y5).

En el experimento 2 el comportamiento de los cultivares fue similar al experimento 1 ya
que se observd un mayor numero acumulado de plantas muertas en turba-agrolita y pérdidas de

plantas a partir del décimo ddt, con incrementos graduales, particularmente en las colectas CP
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Compuesto Puebla 1y 2. El mayor valor de nimero para la colecta CP Compuesto Puebla 1 ocurrio
a los 20 ddt y para la colecta CP Compuesto Puebla 2 el m&ximo ocurrié a los 32 ddt. EI CP
Compuesto Nayarit tuvo el mayor nimero acumulado de plantas muertas a los 30 ddt. En contraste
la colecta CP 1261 solo tuvo 1 planta muerta y la perdida ocurri6 a los 16 ddt (Figura 7 A).

En suelo no tratado e inoculado con el patdgeno la muerte de plantas se registré a partir del
octavo dia en los cultivares procedentes de Puebla pero el méximo numero de plantas muertas
ocurrio a los 16 ddt. En el caso del el CP Compuesto Nayarit el mayor nimero ocurrié a los 30
ddt.

Las colectas CP 1261, CP 1306 y CP 1265 tuvieron el menor nimero acumulado de plantas
muertas ademas de una demora en la ocurrencia de muerte (Figura 7 B). El resto de cultivares

colectas tuvo valores intermedios.

5.2.4. Peso seco de la parte aérea

Las variaciones observadas en el peso seco de las plantas del experimento 1 fueron debidas
al tipo de sustrato en que fueron cultivadas, ya que no se detectaron diferencias significativas
debidas al tipo de colecta o a la interaccion entre colecta y sustrato de crecimiento (Anexo 3). Las
plantas cultivadas sin inoculacién en suelo de la Vega de Metztitlan produjeron la mayor cantidad
de biomasa (0.44 g); las cultivadas en la mezcla turba-agrolita sin inoculacion produjeron la mitad
de biomasa (0.2 g) que la observada en el sustrato anterior y las diferencias entre estos grupos
fueron estadisticamente significativas (Tukey 0=0.05). Las plantas cultivadas en sustrato inoculado
produjeron la cuarta parte de la biomasa observada en el suelo no tratado (0.12 g en suelo y 0.09 g
en turba-agrolita) y las diferencias con respecto a los dos tratamientos anteriores fueron
estadisticamente distintas (Tukey a = 0.05).

En el caso del experimento 2, a diferencia del experimento 1, si se observaron diferencias
en la produccion de materia seca entre colectas, pero la magnitud de esta dependié del tipo de
sustrato en que fueron cultivadas las plantas (Anexo 4). En general las plantas cultivadas en suelo
no inoculado tuvieron la mayor produccion de biomasa, pero los valores fueron relativamente
similares en todas las plantas no inoculadas, con excepcion de las pertenecientes a la colecta CP

1305 quien mostro los pesos mas altos (Figura 8).
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Figura 6. Numero acumulado de plantas muertas de diferentes colectas de chile de arbol (Capsicum
annuum L) inoculadas con una cepa de Phytophthora capsici aislada de plantas de chile de la Vega
de Metztitlan, Hidalgo (VMH). (A) Plantas cultivadas en sustrato estéril a base de turba-agrolita
(1:1). (B). Plantas cultivadas en suelo no tratado de la VMH. Experimento 1. La inoculacion se
realizd con 10° zoosporas por planta, 3 y 15 dias después del trasplante. Cada punto es el promedio
de cuatro repeticiones.
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Figura 7. Numero acumulado de plantas muertas de diferentes colectas de chile de arbol (Capsicum
annuum L) inoculadas con una cepa de Phytophthora capsici aislada de plantas de chile de la VVega
de Metztitlan, Hidalgo (VMH). (A) Plantas cultivadas en sustrato estéril a base de turba-agrolita
(1:1). (B). Plantas cultivadas en suelo no tratado de la VMH. Experimento 2. La inoculacién se
realiz6 con 10° zoosporas por planta, 3 y 15 dias después del trasplante. Cada punto es el promedio
de cuatro repeticiones.
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Las plantas cultivadas en turba-agrolita sin inoculacion tuvieron promedios mas bajos que
los del suelo no inoculado y aunque se mostraron diferencias en los promedios de peso seco entre
los diferentes cultivares, sus rangos de variacion se traslaparon en todos los casos. En los
tratamientos inoculados la produccién de biomasa en la mayoria de los cultivares fue
considerablemente menor que en los dos sustratos anteriores (sin inoculacion) con excepcion del
cultivar CP 1261 cuyos valores fueron incluso mas altos que los de las plantas no inoculadas, y los
del CP Compuesto Jalisco 1 cuyos valores en suelo inoculado fueron similares a los del suelo no
inoculado y considerablemente mas altos que los observados en el sustrato a base de turba-agrolita

inoculado con el patdgeno.
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01

CP 1305 CpP CP CP CP CP CP 1306 CP1261 CP1264 CP 1265
Compuesto Compuesto Compuesto Compuesto Compuesto
Nayarit  Pueblal Puebla2 Jaliscol Jalisco 2

09 |

08 |

0.7 |
AOG B
o05 F
$04 t
(@)
303 |
[a

0.2 |

Colectas
Figura 8. Peso seco de la parte aérea de diferentes colectas de chile de arbol (Capsicum annuum)
cultivadas en turba-agrolita, 1:1 y en suelo de la Vega Metztitlan, Hidalgo (VMH) con y sin
inoculacién con Phytophthora capsici aislada de plantas de chile de arbol de la VMH. Experimento
2. Las barras verticales representan el error estandar de la media. Promedios de cuatro repeticiones.

5.2.5. Discusion

No obstante que todos los cultivares evaluados mostraron susceptibilidad a Phytophthora
capsici existieron diferencias importantes en los niveles de enfermedad observados entre ellos.
Aunque la cantidad de enfermedad en general fue mayor cuando se utiliz6 sustrato esterilizado a
base de turba-agrolita, resalta el caso de los cultivares CP 1264, CP 1261 y CP 1305 que en general
mostraron niveles bajos de severidad. Estos niveles de enfermedad fueron incluso inferiores cuando

las plantas fueron cultivadas en suelo natural de la Vega de Metztitlan. La presencia de una
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las plantas fueron cultivadas en suelo natural de la Vega de Metztitlan. La presencia de una
microflora y microfauna nativa posiblemente tuvo un efecto supresivo ya sea sobre los propagulos
del patdgeno o un efecto protector de la raiz a nivel de la rizésfera, que disminuyo los niveles de
infeccion y la cantidad enfermedad final (Wardle, 2002; Yunusa y Newton, 2003). Estos resultados
son relevantes desde el punto de vista préactico porque dichos cultivares podrian ser buenos
candidatos para la produccion de chile de arbol en la region si ademés de su nivel de resistencia a
la marchitez se agregan componentes de manejo adicionales tales como los productos quimicos o
bioldgicos actualmente disponibles en el mercado y de los cuales en la seccidn correspondiente de
esta tesis se muestra evidencia de un grado razonable de efectividad contra la enfermedad, lo que
los hace candidatos a ser incluidos en un esquema de manejo integrado en la region. Por otra parte,
los genotipos que mostraron la mayor resistencia a la enfermedad son buenos candidatos para ser
incluidos en programas de mejoramiento genético por resistencia horizontal (Ogundiwin et al.,
2005; Bhagowati et al., 2009; Kadri y Esikov, 2011; Reeves et al., 2013) donde todo un conjunto
de caracteres cuantitavos puede determinar una mayor capacidad del cultivo para generar
rendimiento aun en presencia de enfermedad (Maleck y Dietrich, 1999; Laxalt y Munnik, 2002;
Velasquez et al., 2002; Garcia-Rodriguez, 2010).

Las diferencias en la produccion de biomasa observadas en los dos experimentos estuvieron
esencialmente determinadas por el sustrato de crecimiento. EI mejor crecimiento fue obtenido en
el suelo natural, independientemente de la inoculacién con el pseudohongo. Esto puede ser debido
tanto a la mayor efectividad de la aplicacion regular de fertilizantes como al logro de un mejor
balance nutricional que en el sustrato a base de turba y agrolita. Por lo tanto, factores nutricionales,
en conjunto con la posible supresién del patdgeno y el componente de resistencia a la enfermedad,
intrinseco a cada cultivar evaluado, podrian explicar las diferencias observadas en la produccién
de materia seca en estos experimentos. En este trabajo no fue posible llevar las plantas a la etapa
de produccién de frutos pero la cantidad de materia seca producida podria ser considerada un
indicador preliminar del potencial de rendimiento de las plantas tanto en presencia del patdgeno
como en ausencia de este. Una correlacion estrecha entre produccion de biomasa y rendimiento ha
sido observada para otros cultivos (Wardle, 2002; Yunusa y Newton, 2003) y para el cultivo de
chile (Gonzélez-Real, 2008; Garcia-Rodriguez, 2010).
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5.3. Efectividad de productos quimicos disponibles en el mercado nacional para el control
de la marchitez.
5.3.1. Severidad de la enfermedad

En los tres suelos evaluados la enfermedad se desarrollé gradualmente hasta llegar a la
muerte de las plantas cuando estas fueron inoculadas con P. capsici, y no se aplicaron medidas de
control quimico. En estos tratamientos las plantas cultivadas en suelos de Tres Cruces llegaron
antes a la fase de muerte que las sembradas en suelos de San Pedro Tlatemalco y La Paila (Figura
9). Cuando se aplico algun tipo de producto quimico la expresion de enfermedad se redujo
drasticamente con la gran mayoria de los tratamientos, a excepcion de las plantas del experimento
1 tratadas con propamocarb alternado con fosetil aluminio en suelo de San Pedro Tlatemalco,
donde la enfermedad tuvo una severidad de tres (necrosis del tallo con defoliacion menor al 50 %)
a partir del dia 55 después del trasplante (Figura 9 A). En el resto de experimentos, tipos de suelo
y tratamientos, la severidad promedio no excedi6 de dos 'y los valores mas altos fueron observados
en plantas cultivadas en suelo de la localidad Tres Cruces (Figura9 C y D).

En los seis experimentos los testigos no inoculados, cultivados suelo esterilizado o no
esterilizado, no mostraron sintomas de la enfermedad y lucieron saludables durante los 85 d de
evaluacion. La aplicacion individual y recurrente de metalaxil, fosetil aluminio o propamocarb
protegio a las plantas contra el patégeno durante todo el experimento (Figura 9). En el caso del
metam sodio Unicamente en suelos de La Paila y Tres Cruces no se detectaron sintomas de
enfermedad cuando se aplico este tratamiento en forma individual; sin embargo en suelo de San
Pedro Tlatemalco si se detectaron algunas plantas con sintomas leves de la enfermedad pero la
severidad promedio fue de 0.5.

En el caso de los tratamientos con dos fungicidas, la alternancia de metalaxil con fosetil
aluminio, metalaxil con propamocarb y propamocarb con fosetil aluminio, permitié un control
total de la enfermedad en todos los suelos y experimentos (Figura 9 B a F), con excepcion de las
plantas del experimento 1 cultivadas en suelo de San Pedro Tlatemalco quienes, como se menciond
anteriormente, tuvieron una severidad de tres (Figura9 A). En el caso de los tratamientos de metam
sodio alternado con metalaxil, fosetil aluminio o propamocarb, la efectividad en el control de la
enfermedad no fue consistente en todos los experimentos. En el caso de la aplicacion de metam
sodio y metalaxil, solamente en el experimento 2 en suelo de La Paila se observo control total de

la enfermedad (Figura 9 F), pero en el resto de suelos y experimentos los valores de severidad
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variaron de 0.5 a 2 (ausencia de enfermedad a necrosis leve o necrosis con anillado completo)
(Figura 9 A a E). Cuando ademas del fumigante se aplicd fosetil aluminio sélo en uno de los
experimentos realizados en suelo de San Pedro Tlatemalco y la Paila se controlo totalmente la
enfermedad (Figura 9 Ay E). En el resto de experimentos, particularmente los realizados en suelo
de Tres Cruces, la magnitud de la enfermedad varié entre 0.5 y 1 (ausencia de enfermedad a
necrosis sin anillado) (Figura 9 B, C, D y F). Cuando ademés de metam sodio se aplico
propamocarb, el control de la enfermedad fue exitoso en los dos experimentos de San Pedro
Tlatemalco y la Paila (Figura 9 A, B, E y F), pero en los dos bioensayos de Tres Cruces la
enfermedad fue de 1 a 1.25 (necrosis sin anillado) (Figura9 C y D).

Cuando se alternaron combinaciones de tres fungicidas, o se alternaron los cuatro productos
quimicos en evaluacion, tampoco se observd un patron consistente de control total de la

enfermedad, pero en los casos donde se observo algun sintoma la severidad fue de 1 0 menor.

5.3.2 Area bajo la curva del progreso de la severidad (ABCPS)

Los valores de ABCPS en los seis experimentos tuvieron un comportamiento similar a los
observados al evaluar la severidad. Los resultados del andlisis de varianza (Anexos 5y 6) indican
que en las plantas cultivadas en suelo de San Pedro Tlatemalco y La Paila ocurrié una interaccion
significativa entre los cuatro productos quimicos evaluados, mientras que en suelo de Tres Cruces
tres de las cuatro posibles interacciones de segundo orden resultaron significativas. Las plantas
inoculadas sin aplicaciones de productos quimicos tuvieron valores de &rea considerablemente mas
altos que el resto de tratamientos, mientras que las plantas cultivadas en suelo no inculado no
mostraron sintomas de la enfermedad, independientemente si el suelo fue esterilizado o no.

Las aplicaciones individuales de metalaxil, fosetil alumino o propamocarb, aplicados solos,
y la alternancia de metalaxil con fosetil alumino o con propamocarb, tuvieron un control total de
la enfermedad en los seis experimentos (Figura 10). El resto de tratamientos mostraron variaciones
en el nivel de control de la enfermedad, con casos tanto de control total como niveles bajos en el
ABCPS, que variaron entre cero y 125 unidades (Figura 10). Las aplicaciones alternadas con tres
0 cuatro productos no tuvieron un control completo de la enfermedad en todos los casos pero las
areas maximas calculadas no excedieron las 90 unidades.

Al comparar el efecto de suelo sobre el ABCPS puede observarse en la Figura 10

que el suelo de Tres Cruces presentd mas casos de sintomas de enfermedad que en los suelos de
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Figura 9. Severidad de la marchitez de chile de arbol (Capsicum annuum L) de plantas cultivadas
en suelos con o sin inoculacién con Phytophthora capsici y tratados con metam sodio (Lucafum),
metalaxil (Ridomil Gold 480), propamocarb (Previcur N) y fosetil aluminio (Aliette) solos o
alternados. Experimento 1 (A) y 2 (B) en suelos de San Pedro Tlatemalco de la Vega de
Metztitlan, Hidalgo (VMH). Experimento 1 (C) y 2 (D) En suelo de Tres Cruces, VMH.
Experimento 1 (E) 2 (F) en suelo de la Paila, VMH. La cepa de P. capsici fue aislada de chile de
arbol de la VMH. La inoculacion se realizé con 10° zoosporas por planta. Promedios de cuatro
repeticiones. T NI-ST: Testigo no inoculado-suelo tratado; T NI-SNT: Testigo no inoculado-suelo
no tratado; TI: Testigo inoculado.
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Figura 10. Area bajo la curva del progreso de la severidad de la marchitez del chile de arbol
(Capsicum annuum L) de plantas cultivadas en suelos con y sin inoculacion con Phytophthora
capsici y tratados con metam sodio (Lucafum), metalaxil (Ridomil Gold 480), propamocarb
(Previcur N) y Fosetil Aluminio (Aliette) solos o alternados. Experimento 1 (A) y 2 (B) en suelos
de San Pedro Tlatemalco de la VVega de Metztitlan, Hidalgo (VMH). Experimento 1(C) y 2(D) en
suelo de Tres Cruces, VMH. Experimento 1 (E) y 2 (F) en suelo de la Paila. La cepa de P. capsici
fue aislada de chile de arbol de la VMH. La inoculacion se realizo con 10° zoosporas por planta.
Promedios de 4 repeticiones. Las barras verticales representan el error estandar de la media. T NI-
ST: Testigo no inoculado-suelo tratado; T NI-SNT: Testigo no inoculado-suelo no tratado; TI:
Testigo inoculado.
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San Pedro Tlatemalco y La Paila, asi como menor consistencia en la reproducibilidad de los
resultados entre experimentos, sin embargo, aln en este escenario los tratamientos recurrentes de
metalaxil o propamocarb, o la aplicacién alternada de metalaxil con fosetil aluminio o con
propamocarb y propamocarb con fosetil aluminio, tuvieron un control total de la enfermedad en

ambos experimentos.

5.3.3. Peso seco de la parte aérea

Los resultados del andlisis de varianza en el experimento 1 sobre esta variable indican que
en el suelo de San Pedro Tlatemalco resultaron significativas las interacciones propamocarb X
fosetil aluminio y metam sodio X metalaxil. En el suelo de Tres Cruces resulté altamente
significativa la interaccion entre los cuatro productos quimicos en evaluacién, mientras que en el
suelo de La Paila solo el efecto principal del metam sodio result6 significativo (Anexo 7). De
acuerdo con estos resultados, en el caso de las plantas cultivadas en suelo de La Paila el tratamiento
con metam sodio durante 43 h y un periodo de espera de 45 d, causé una reduccion significativa
(Tukey, a=0.05) en la produccion de materia seca de las plantas de chile, de 1.12 a 0.81 g y no se
detecto efecto significativo del resto de tratamientos.

En la Figura 11 se reportan los promedios de los efectos de interaccion observados en suelo
de San Pedro Tlatemalco y Tres Cruces. Aunque los rangos de variacion en la acumulacion de
materia seca en la parte aérea de los testigos inoculados y las plantas tratadas con metalaxil se
traslapan, el promedio de estas Ultimas resultd ligeramente mayor (Figura 11 A). Por el contrario
el promedio de las plantas tratadas con metam sodio mostr6 una reduccion con respecto a los dos
tratamientos anteriores. Cuando se fumigé el suelo con metam sodio y posteriormente se realizd
una aplicacién de metalaxil al suelo, el peso seco de la parte aérea fue ain menor que el observado
con metam sodio aplicado solo, pero los rangos de variacién observados fueron muy similares.

Aunque la interaccion propamocarb X fosetil aluminio resultd significativa en el analisis
de varianza, los rangos de variacion en el peso seco asociados a los factores involucrados se
traslapan en todos los casos (Figura 11 B). El promedio del fosetil aluminio aplicado solo no difiri6
del testigo inoculado y sin tratamiento quimico. Por el contrario la aplicacion recurrente de
propamocarb dié como resultado un incremento medio del peso seco de la parte aérea de 37 % con
respecto al testigo inoculado. Cuando se aplicé en forma alternada el fosetil aluminio con

propamocarb el promedio result6 ligeramente menor que el testigo inoculado (16.1 % menor).
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En las plantas del experimento 1, realizado en suelo de Tres Cruces, la mayor acumulacion
de materia seca en la parte aérea ocurrié en los tratamientos no inoculados con suelo esterilizado
(Figura 11 C). Este promedio fue seguido cercanamente por el conjunto de plantas inoculadas y
tratados con aplicaciones recurrentes de fosetil aluminio, ya que su media fue ligeramente menor
y sus rangos de variacion tienen un grado considerable de traslape. A su vez las plantas cultivadas
en suelo no esterilizado y no inoculado tuvieron una acumulacion de materia seca
significativamente menor que las no inoculadas y cultivadas en suelo esterilizado y su promedio y
rangos de variacion fueron similares a los observados con los tratamientos recurrentes de
metalaxil, fosetil aluminio o propamocarb solos, o metalaxil alternado con fosetil aluminio o con
propamocarb, o propamocarb alternado con fosetil aluminio, ya que sus medias fueron en general
similares y sus rangos de variacion se traslapan. Las plantas cultivados en suelo no esterilizado
pero si inoculado con el pseudohongo tuvieron una produccién de biomasa considerablemente mas
baja que los testigos no inoculados y a su vez significativamente menor a la observada con los
tratamientos quimicos antes mencionados. Por otra parte, cuando se fumigd con metam sodio 45
dias antes del trasplante los promedios de materia seca fueron tan bajos como los observados en el
testigo inoculado y sin tratamiento quimico. Este mismo patrén de respuesta se observé en todas
las combinaciones de productos quimicos donde estuvo involucrado el metam sodio, lo cual fue
debido un efecto residual del pesticida que causo fitotoxicidad. Esto es particularmente evidente
al comparar los resultados anteriores con el tratamiento 17, consistente en la alternancia de
metalaxil, fosetil aluminio y propamocarb, quien produjo méas del doble de materia seca en la parte
aérea que los tratamientos donde estuvo involucrado el metam sodio y cuyo rango de variacién se
traslapa con lo observado en los tratamientos 8, 9 y 10, que involucran interacciones de primer
orden entre metalaxil, fosetil aluminio y propamocarb.

Los resultados del andlisis de varianza del segundo experimento con suelo de San Pedro
Tlatemalco indican efectos altamente significativos de las interacciones metalaxil X fosetil
aluminio X propamocarb y metam sodio X fosetil aluminio (Anexo 8). En el segundo experimento
realizado con suelo de la localidad de Tres Cruces, solo la interaccion metam sodio X metalaxil
resulto altamente significativa. En el segundo experimento con suelo de La Paila solo resultd
significativa la interaccion metalaxil X fosetil aluminio.

En el caso del experimento en San Pedro Tlatemalco, la interaccion metam sodio X fosetil

aluminio tuvo un comportamiento muy similar al observado en el experimento 1, el cual consistio
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en una reduccion dréastica en la acumulacion de materia seca en las plantas cultivadas en suelo
previamente fumigado con metam sodio con respecto al testigo inoculado y sin tratamientos
quimicos (Figura 12). Al aplicar fosetil aluminio solo, se obtuvo un promedio de acumulacion de
materia seca mayor que el observado en el testigo de referencia aunque sus rangos de variacion
tuvieron un traslape parcial. Al aplicar el fosetil aluminio a plantas cultivadas en suelo fumigado
previamente con metam sodio, el promedio de materia seca en la parte aérea fue muy similar al
observado con el metam sodio solo y considerablemente menor que el observado con fosetil
aluminio solo o con el testigo.

Los resultados de la triple interaccion metalaxil X fosetil aluminio X propamocarb en
suelos de San Pedro Tlatemalco (Figura 12 B) indican que no obstante que los rangos de variacion
de todos los tratamientos involucrados se traslaparon, el testigo inoculado y sin tratamiento
quimico tuvo el promedio mas bajo de produccion de materia seca. Los tratamientos con metalaxil,
fosetil aluminio o propamocarb solos, la combinacion de metalaxil con fosetil aluminio o con
propamocarb, o este Gltimo con fosetil aluminio tuvieron promedios mas altos que el testigo
inoculado; sin embargo, cuando se alternaron secuencialmente estos tres productos quimicos el
promedio de produccién de materia seca super6 a todos los tratamientos anteriores.

La interaccion metam sodio X metalaxil observada en suelo de Tres Cruces consistio
también en una reduccion significativa en la acumulacion de materia seca con respecto al testigo
inoculado cuando se fumigd previamente con metam sodio. Al aplicar el metalaxil sélo el
promedio de esta variable super6 numéricamente al testigo inoculado pero hubo traslape en su
rangos de variacion. Cuando ambos productos se aplicaron a las mismas plantas la cantidad de
materia seca producida fue en promedio numéricamente mas baja que en el resto de tratamientos
considerados en esta interaccion, pero dentro del rango de variacion observado para el metam sodio
solo (Figura 12 C).

Las aplicaciones alternadas de metalaxil con fosetil aluminio en el suelo de La Paila no
tuvieron resultados consistentes con los previamente descritos para el experimento 1, ni con los
realizados en suelo de San Pedro Tatemalco o Tres Cruces. En este caso, la aplicacion de metalaxil
o fosetil aluminio solos o alternados produjeron promedios nimericamente menores que los del

testigo inoculado (Figura 12 D). La reduccién fue mas drastica cuando se aplicé recurrente-
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Figura 11. Efectos de interaccién significativos detectados en el experimento 1 sobre el peso seco de la parte aérea de plantas de chile
de arbol inoculadas con Phytophthora capsici. (A) interaccion metam sodio (Lucafum) X metalaxil (Ridomil Gold 480), (B) interaccion
propamocarb (Previcur N) X fosetil aluminio (Aliette), ambas en suelo de San Pedro Tlatemalco, Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH).
(C) Efecto de interaccion metam sodio (Lucafum) X metalaxil (Ridomil Gold 480) X fosetil aluminio (Aliette) X propamocarb (Previcur
N) en suelo de Tres Cruces, VMH. La inoculacion se realizd con 10° zoosporas de una cepa aislada de chile de arbol de la VMH. En
(C) se agregan resultados de testigos no inoculados: NI-ST=Testigo no inoculado-suelo esterilizado, T NI-SNT = Testigo no inoculado-
suelo no esterilizado. Tl =Testigo inoculado suelo no esterilizado. Promedios de 16 (A 'y B), y 4 repeticiones (C). Las barras verticales
representan el error estandar de la media.
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Figura 12. Efectos de interaccion metam sodio (Lucafum) X fosetil aluminio (Aliette) (A) y metalaxil (Ridomil Gold 480) X fosetil
aluminio (Aliette) X propamocarb (Previcur N) (B) en suelo de San Pedro Tlatemalco, Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH); efecto de
interaccion entre metam sodio (Lucafum) y metalaxil (Ridomil Gold 480) en suelo de Tres Cruces, VMH (C) y efecto de interaccién
entre metalaxil (Ridomil Gold 480) y fosetil aluminio (Aliette) en suelo de la Paila, VMH (D), sobre el peso seco de la parte aérea de
plantas de chile de arbol (Capsicum annuum L), experimento 2, inoculadas o no con Phytophthora capsici. La inoculacion se realizé
con 10° zoosporas de una cepa aislada de chile de arbol de la VVMH. Promedios de 16 (A), 8 (B), 16 (C) y 16 (D) repeticiones. Las barras
verticales representan el error estandar de la media. T NI-ST: Testigo no inoculado-suelo tratado; T NI-SNT: Testigo no inoculado-

suelo no tratado; TI: Testigo inoculado.
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mente el metalaxil solo. La aplicacion de fosetil aluminio solo o combinado con el metalaxil
produjo un promedio mas alto pero nimericamente menor que el testigo; sin embargo los rangos

de variacion se traslaparon en la mayoria de los casos.

5.3.4. Discusién.

El efecto de la aplicacion de productos quimicos para el control de la marchitez del chile
(Phytophthora capsici) varié entre suelos de la Vega de Metztitlan en funcion del tipo de
combinaciones utilizadas. Sin embargo, los resultados obtenidos indican que la enfermedad se
restringié a niveles minimos de severidad e inclusive hubo control total de la marchitez con las
aplicaciones individuales y recurrentes de metalaxil, fosetil aluminio o propamocarb y la
alternancia de metalaxil con fosetil aluminio y metalaxil con propamocarb. Se ha reportado
previamente que el metalaxil (Silvar et al, 2006), fosetil aluminio (Yandoc et al., 2007; Weiland et
al., 2009) y propamocarb (Moorman y Kim, 2004; Hu et al., 2007) tienen un efecto supresivo
sobre oomicetos.

Tambien se ha reportado que metalaxil a dosis de 1.5 mL. L™ disminuye la enfermedad en
54.5 % (Gonzélez, 1997) y 83.3 % (Ferndndez-Herrera et al., 2007), mientras que en nuestros
experimentos se obtuvo una reduccion del 100%. El fosetil aluminio controlé la enfermedad en
66.7 % en uno de nuestros experimentos, pero en el resto tuvo un control total, mientras que el
propamocarb redujo la enfermedad en 100% en todos los casos. Otros autores han reportado 83.3
% de control de la enfermedad en jitomate con aplicaciones de fosetil aluminio (Fernandez-Herrera
et al., 2007) y del 60 al 80 % de proteccion en infecciones por zoosporas de oomicetos en otros
cultivos con propamocarb. En evaluaciones en invernadero se ha reportado que diversos productos
quimicos (Ridomil Gold, Previcur Flex y otros) aplicados al suelo contra P. capsici aumentan la
sobrevivencia de las plantas (Matheron y Porchas, 2006; Matheron y Porchas, 2011). Dado que en
nuestros experimentos también se demostrd capacidad supresiva contra el patdgeno, estos
productos quimicos pueden ser considerados dentro de las alternativas para el manejo de la
marchitez del chile en la Vega de Metztitlan, Hidalgo.

Matheron y Porchas (2006) reportaron que datos de crecimiento de la planta no son tan
importantes para evaluar la eficacia de los productos quimicos, sin embargo, nuestros resultados
permiten visualizar que la produccion de materia seca tendio a ser mayor, con respecto al testigo

inoculado en la mayoria de los casos, con excepcidn de los tratamientos donde se incluyé el metam
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sodio en la estrategia de control. Esto pudo ser causado del efecto negativo de este agroquimico
en la ecologia del suelo (Cao, 2004). Se ha reportado que el metam sodio cambia la comunidad
microbiana con impactos persistentes sobre las bacterias involucradas en el ciclo del nitrogeno
(Toyota et al., 1999) y otros organismos benéficos para las plantas (De Jon et al., 1995; Schreiner
et al., 2001). También se han reportado efectos negativos por fitotoxicidad (Saladin et al., 2003;
Untiedt y Blanke, 2004; Petit et al., 2008). En los experimentos realizados en el presente trabajo
virtualmente todas las plantas de los tratamientos que involucraron al metam sodio mostraron algin
sintoma de fitotoxicidad, por lo que se hace necesario adecuar el manejo de este producto si se
desea utilizar en suelos de la Vega de Metztitlan, con una evaluacion de los riesgos ecolégicos que
Su Uso represente.

El mejor crecimiento obtenido en la mayoria de los casos con las aplicaciones de fosetil
aluminio solo o alternado, indica que puede ser una opcion en las estrategias de manejo y en la
alternancia de ciclo a ciclo con alguno de los productos antes mencionados, que ademas podria
reducir la posibilidad de acumulacién de poblaciones de Phytophtora capsici resistentes a esos

productos.

5.4. Evaluacidon de productos biolégicos disponibles en el mercado nacional para el control
de Phytophthora capsici

5.4.1 Severidad de la enfermedad

En el experimento 1 todas las plantas sin inoculacion no mostraron sintomas de la enfermedad
(Figura 13 A). En las plantas inoculadas con Phytophthora capsici y sin medidas de control
bioldgico los sintomas de la enfermedad se hicieron evidentes a partir del dia 11 después de del
trasplante, independientemente de la procedencia del suelo utilizado. Posteriormente la enfermedad
increment6 su severidad gradualmente hasta llegar a la muerte. Las plantas de chile inoculadas y
tratadas con algun producto biolégico solo o en combinacion mostraron niveles bajos de
enfermedad. Los tratamientos que tuvieron mayor control de la enfermedad fueron Baktillis y Fus
out con Probac (0.5 de severidad). En el resto de los tratamientos la severidad promedio no alcanzo
el valor de 2 en severidad. La combinacion de Natucontol con Probac o Baktillis tuvo el menor

control de la enfermedad con un promedio de 1.8 en severidad.
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En el experimento 2 las plantas no inoculadas tampoco tuvieron sintomas de la enfermedad y los
tratamientos de control biolégico tuvieron niveles muy similares a los observados en el

experimento 1 (Figura 13 B).
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Figura 13. Severidad (Sanogo, 2006) de la marchitez de chile de arbol (Capsicum annuum L) de
plantas cultivadas en suelos de la Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH), con o sin inoculacion con
Phytophthora capsici y tratados con FO=Fus out® (Trichoderma harzianum), NC=Natucontrol®
(Trichoderma harzianum), BK=Baktillis® (Bacillus subtilis) y PB=Probac® (Bacillus subtilis)
solos o combinados en el experimento 1 (A) y 2 (B). La cepa de P. capsici fue aislada de chile de
arbol de la VMH. La inoculacion se realizd con 10° zoosporas por planta. Promedios de 12
repeticiones. T NI-ST: Testigo no inoculado-suelo esterilizado; T NI-SNT: Testigo no inoculado-
suelo no esterilizado; TI: Testigo inoculado.

5.4.2 Area bajo la curva del progreso de la severidad (ABCPS)

Los valores del area bajo la curva del progreso de la severidad en los dos experimentos tuvieron
un comportamiento similar a los observados en la severidad. Los resultados del andlisis de varianza
de los dos biosensayos indican que solo las aplicaciones de los productos biologicos tuvieron
diferencias significativas en el ABCPS. En caso de la procedencia del suelo no se detectd
significancia del efecto principal ni de la interaccion con los bioldgicos (Anexo 9y 10). Las plantas
inoculadas sin aplicaciones de productos bioldgicos tuvieron valores de ABCPS mas altos que el
resto de los tratamientos y las plantas cultivadas en suelo no inoculado tuvieron un valor de cero
(Figura 14 A 'y B). Con excepcion del tratamiento Natu Control con Probac en el experimento 2,
la prueba de Tukey (0=0.05) indica diferencias significativas entre los tratamientos bioldgicos y

el testigo inoculado y sin medidas de control. Sin embargo, en concordancia con los resultados de
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severidad, todas las plantas tratadas con algun producto biolégico mostraron en promedio un valor
bajo en el ABCPS sin diferencias estadisticas tanto entre ellos como con respecto a los testigos no
inoculados. El valor mas bajo de area se observé con la combinacion de Fus out con Probac (22.5
unidades) en el experimento 1 y Baktillis (12.9 unidades) en el experimento 2. El resto de los
tratamientos mostraron variaciones en el nivel de la enfermedad pero no excedieron las 80

unidades en ambos experimentos, mientras que el testigo inoculado alcanzé alrededor de 200.
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Figura 14. Area bajo la curva del progreso de la severidad de la marchitez de plantas de chile de
arbol (Capsicum annuum L) cultivadas en suelos con y sin inoculacién con Phytophthora capsici
y tratados con FO=Fus out® (Trichoderma harzianum), NC=Natucontrol® (Trichoderma
harzianum), BK=Baktillis® (Bacillus subtilis) y PB=Probac® (Bacillus subtilis) solos o
combinados en el experimento 1 (A) y 2 (B). T NI-ST: Testigo no inoculado-suelo esterilizado; T
NI-SNT: Testigo no inoculado-suelo no esterilizado; TI: Testigo inoculado. La cepa de P. capsici
fue aislada de chile de arbol de la VMH. La inoculacion se realizo con 10° zoosporas por planta.
Promedios de 12 repeticiones. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.

5.4.3 Peso seco de la parte aérea

Los resultados del analisis de varianza del peso seco de la parte aérea en los experimentos
1y 2indican diferencias significativas en el efecto de los productos bioldgicos sobre esta variable
(Anexos 11y 12).

En el experimento 1, las plantas cultivadas sin inoculacion tuvieron la mayor acumulacion
de materia seca, mientras que las plantas inoculadas con Phytophthora capsici, sin medidas de
control, tuvieron la menor cantidad de materia seca (Figura 15 A). Entre los productos biol6gicos

evaluados los tratamiento con Fus out mas Baktillis y Natu Control mas Baktillis tuvieron pesos
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estadisticamene iguales que los observados en el testigo no inoculado en suelo esterilizado, pero a
su vez sus diferencias no resultaron significativas con respecto al resto de tratamientos. El testigo
no inoculado con suelo no esterilizado tuvo el mismo comportamiento. El resto de tratamientos
con algun producto bioldgico tuvo pesos secos estadisticamente iguales entre si y con respecto al
testigo inoculado.

En el experimento 2 las plantas no inoculadas, cultivadas en suelo esterilizado o no
esterilizado, tuvieron el mayor peso seco de la parte aérea, mientras que las plantas inoculadas con
P. capsici tuvieron el menor peso seco (Figura 15 B). Todas las plantas tratadas con algin producto
bioldgico, con excepcion de la combinacion Natucontrol mas Probac, aunque tuvieron un peso seco
menor fueron estadisticamente iguales que los testigos no inoculados (Tukey o = 0.05). Por otra
parte los tratamientos Fus out, Baktillis y la combinacion de ambos tuvieron promedios
significativamente mas altos que el testigo inoculado y sin medidas de control. Por otra parte,
aunque los promedios de los tratamientos con productos bioldgicos mostraron las variaciones antes
mencionadas, las diferencias entre sus promedios no resultaron significativas.
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Figura 15. Efecto de productos bioldgicos sobre el peso seco de la parte aérea de plantas de chile
de arbol (Capsicum annuum L) cultivadas en suelos con y sin inoculacién con Phytophthora capsici
y tratados con FO=Fus out® (Trichoderma harzianum), NC=Natucontrol® (Trichoderma
harzianum), BK=Baktillis® (Bacillus subtilis) y PB=Probac® (Bacillus subtilis) solos o
combinados en el experimento 1 (A) y 2 (B). T NI-ST: Testigo no inoculado-suelo esterilizado; T
NI-SNT: Testigo no inoculado-suelo no esterilizado; TI: Testigo inoculado. La cepa de P. capsici
fue aislada de chile de arbol de la VMH. La inoculacion se realizo con 10° zoosporas por planta.
Promedios de 12 repeticiones. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.
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5.4.4 Discusién

Aunque todos los productos bioldgicos evaluados no tuvieron control total de la marchitez
si hubo efectos importantes en la reduccion en la enfermedad con los tratamientos de Fus out,
Natucontrol, Baktillis y Probac solos o0 en combinacién, quienes permitieron la sobrevivencia de
las plantas de chile de arbol con bajos niveles de severidad y ABCPS hasta los 76 ddt que duré el
experimento. El control bioldgico proporcionado por los productos comerciales disminuyo los
sintomas de la marchitez del chile pero en ninguno de los casos se observaron valores de cero
severidad como ocurrid en los testigos sin inoculacion. Es posible que los microorganismos
contenidos en los productos comerciales no hayan podido establecerse completamente en la
rizosfera, por lo que la produccion de sustancias antagonicas o el posible efecto de competencia
contra sobre el patdgeno, reportado en otros trabajos en el caso de Trichoderma sp. y Bacillus
sp.(Schippers et al., 1987; Bais et al., 2004; Agrios, 2005; Fernandez-Herrera et al., 2007) no
fueron suficientes para impedir la infeccion de P. capsici en las raices de chile.

En nuestros resultados, resaltan los bajos valores de severidad observados en las plantas
tratadas con Baktillis 0 Fus out con Probac, asi como el incremento en la acumulacion de materia
seca en las plantas tratadas con Fus out o Natucontrol con Baktillis. Se ha reportado que Bacillus
subtilis y Trichoderma harzianum pueden favorecer el crecimiento de las plantas cuya rizésfera
colonizan (Nemec et al., 1996; Benhamou et al., 1998; Kloepper et al., 2004; Ezziyyani et al.,
2005), por lo que en adicién a un control parcial de la enfermedad pudieron también estimular el
crecimiento de las plantas de chile de arbol favoreciendo la acumulacion de materia seca en la
parte aérea.

Trichoderma harzianum (Fus out y Natucontrol) es capaz de competir y desarrollar su
micelio alrededor de las hifas del patdgeno previniendo su penetracion (Yedidia et al. 1999;
Howell, 2003; Woo et al., 2006). Bacillus subtilis (Probac y Baktillis) pueden promover cultivos
sanos debido a diferentes mecanismos, tales como la supresion de algunos patégenos mediante la
produccién de antibidticos, un estimulo de las defensas de las plantas hospederas previo a la
infeccion y la mayor absorcion de nutrientes (McSpadden, 2004; Jourdan et al., 2009).
Posiblemente, la conjuncién de estos mecanismos permitio que Se propiciara un crecimiento
vigoroso de las plantas y una mayor resistencia a la infeccion por Phytopthora capsici, asi como

una mayor produccion de materia seca que las plantas inoculadas y sin medidas de control.
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6. CONCLUSIONES

El agente causal de la marchitez del chile de arbol de la Vega de Metztitlan, Hgo., es
Phytophthora capsici Leonian.

Hongos de las especies Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani estan presentes en las
raices de chile pero no fue posible demostrar su patogenicidad en pruebas de inoculacion
individual.

Las colectas de chile de arbol que mostraron mayores niveles de resistencia a la enfermedad
fueron CP 1261, CP 1264 y CP 1305, lo cual las hace candidatas para ser consideradas en
programas de mejoramiento genético por resistencia cuantitativa a la enfermedad.

Las colecas de chile de arbol CP Compuesto Puebla 1 y CP Compuesto Puebla 2 tienen alta
susceptibilidad a la infeccion por Phytophthora capsici. Estos genotipos pueden ser
empleados como testigos positivos en experimentos de manejo de la enfermedad o
programas de mejoramiento genético.

Phytophthora capsici tuvo sensibilidad a las aplicaciones individuales de metalaxil, fosetil
aluminio, propamocarb, la alternancia de metalaxil con fosetil aluminio y metalaxil con
propamocarb, esto los hace una opcion factible de ser considerada en las alternativas de
manejo de la enfermedad.

Aunque la aplicacion de cualquiera de los productos bajo evaluacion redujo
significativamente los niveles de enfermedad, la alternancia de ingredientes activos no
necesariamente produjo los mejores efectos en el control de la marchitez.

Bajo las condiciones del presente trabajo, el metam sodio, ademas de que en algunos casos
no causo un control total de la marchitez, tuvo efectos fitotdxicos sobre las plantas de chile
de érbol.

Los productos biolégicos que mostraron mayor control de la enfermedad fueron Baktillis
(Bacillis subtilis) y la combinacion de Fus out (Trichoderma harzianum) con Probac
(Bacillus subtilis) 1o que los convierte en candidatos a ser considerados parte de un
esquema de manejo integrado de la marchitez del chile de arbol en la Vega de Metztitlan.
Natucontrol (Trichoderma harzianum) mostré menor capacidad para controlar al patégeno

que el resto de tratamientos biolégicos evaluados.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. Resumen del andlisis de varianza del area bajo la curva del progreso
de la severidad en el Experimento 1 de evaluacion de resistencia de genotipos de
chile de arbol contra Phytophthora capsici.

Fuente de variacion Grados de libertad P>F
Modelo 39 <.0001
Error 120

Sustrato 3 <.0001
Colecta 9 <.0001
Sustrato*Colecta 27 <.0001

ANEXO 2. Resumen del analisis de varianza del area bajo la curva del progreso
de la severidad en el Experimento 2 de evaluacion de resistencia de genotipos de
chile de arbol contra Phytophthora capsici.

Fuente de variacion Grados de libertad P>F
Modelo 39 <.0001
Error 120

Sustrato 3 <.0001
Colecta 9 <.0001
Sustrato*Colecta 27 <.0001

Anexo 3. Resumen del analisis de varianza del peso seco de plantas en el
Experimento 1 de evaluacion de la resistencia de genotipos de chile de arbol
contra Phytophthora capsici.

Fuente de variacion Grados de libertad P>F
Modelo 37 <.0001
Error 91

Sustrato 3 <.0001
Colecta 9 0.1015
Sustrato*Colecta 25 0.4834

ANEXO 4. Resumen del analisis de varianza del peso seco de plantas en el
Experimento 2 de evaluacion de la resistencia de genotipos de chile de arbol
contra Phytophthora capsici.

Grados de

Fuente de variacion . P>F
libertad

Modelo 39 <.0001

Error 100

Sustrato 3 <.0001

Colecta 9 0.0001

Sustrato*Colecta 27 <.0001
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ANEXO 5. Resumen del analisis de varianza del efecto de productos quimicos aplicados solos o
alternados para el control de Phytophthora capsici, sobre el Area Bajo la Curva del Progreso de
Severidad en suelos de La Vega de Metztitlan, Hidalgo. Experimento 1.

Fuente de variacion Qrados de

libertad  Pr>F? Pr>pFb Pr>F¢
Modelo 15 <.0001 <.0001  <.0001
Error 48
Metam sodio 1 0.0471 0.8482 0.271
Metalaxil 1 0.0041 0.0009 0.0505
Fosetil Al 1 0.0804 <.0001  0.0035
Propamocarb 1 0.0649 <.0001 0.0022
Metalaxil* Fosetil Al 1 0.3075 0.0002 0.0396
Metalaxil*Propamocarb 1 0.3582 0.0016 0.0266
Propamocarb*Fosetil Al 1 <.0001 <.0001  <.0001
Metam sodio*Metalaxil 1 0.0001 <.0001  0.0002
Metam sodio*Fosetil Al 1 0.5597 <.0001  0.0042
Metam sodio*Propamocarb 1 0.6307 <.0001  0.0067
Metam sodio*Metalaxil*Fosetil Al 1 0.1859 <.0001  0.0002
Metam sodio*Metalaxil*Propamocarb 1 0.1548 <.0001  0.0004
Metam sodio*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.005 0.0116 0.2049
Metalaxil*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.0003 0.275 0.0728

Metam sodio*Metalaxil*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.0018 <.0001 <.0001

a: Suelo de San Pedro Tlatemalco, La VVega de Metztitlan, Hidalgo (VMH); b) Suelo de Tres
Cruces, VMH,; c)Suelo de La Paila (VMH).
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ANEXO 6. Resumen del analisis de varianza del efecto de productos quimicos aplicados solos o
alternados para el control de Phytophthora capsici, sobre el Area Bajo la Curva del Progreso de
Severidad en suelos de la Vega de Metztitlan, Hidalgo. Experimento 2.

Fuente de variacién IC?rados de Pr>F2  Pr>F®  Pr>F¢
ibertad

Model 15 <.0001 <.0001 <.0001
Error 48

Metam sodio 1 0.1596 0.6234 0.7096
Metalaxil 1 0.0104 0.0051 0.0061
Fosetil Al 1 0.0241 0.0673 0.7096
Propamocarb 1 0.0004 0.0272 0.0448
Metalaxil* Fosetil Al 1 0.0096 0.1732 0.2295
Metalaxil*Propamocarb 1 0.0104 0.0611 0.0056
Propamocarb*Fosetil Al 1 0.0241 0.12 0.048
Metam sodio*Metalaxil 1 0.0125 0.0197 0.2295
Metam sodio*Fosetil Al 1 0.0051 0.2006 0.0005
Metam sodio*Propamocarb 1 0.1596 0.0035 0.048
Metam sodio*Metalaxil*Fosetil Al 1 0.0135 0.0803 0.0061
Metam sodio*Metalaxil*Propamocarb 1 0.0125 0.0012 0.2414
Metam sodio*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.0051 0.1192 0.0448
Metalaxil*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.0096 0.0579 0.2414

Metam sodio*Metalaxil*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.0135 0.226 0.0056

a: Suelo de San Pedro Tlatemalco, La Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH); b) Suelo de Tres
Cruces, VMH; c)Suelo de La Paila (VMH)
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ANEXO 7. Resumen del analisis de varianza del efecto de productos quimicos aplicados solos o
alternados para el control de Phytophthora capsici, sobre del peso seco de la parte aérea.
Experimento 1.

Fuente de Variacion Grados de libertad Pr>F®  Pr>F®  Pr>F¢
Modelo 15 <.0001 <.0001 0.22
Error 48

Metam sodio 1 <.0001 <.0001 0.04
Metalaxil 1 0.6604 0.2517 0.08
Fosetil Al 1 0.0152 0.1467 0.09
Propamocarb 1 0.3152 0.4575 0.74
Metalaxil* Fosetil Al 1 0.5675 0.0042 0.78
Metalaxil*Propamocarb 1 0.384 0.2122 0.35
Propamocarb*Fosetil Al 1 0.0189 0.0648 0.85
Metam sodio*Metalaxil 1 0.0374 0.4938 0.41
Metam sodio*Fosetil Al 1 0.8187 0.1423 0.45
Metam sodio*Propamocarb 1 0.8434 0.6444 0.19
Metam sodio*Metalaxil*Fosetil Al 1 0.1792 0.0004 0.68
Metam sodio*Metalaxil*Propamocarb 1 0.6438 0.3088 0.14
Metam sodio*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.0696 0.0301 0.88
Metalaxil*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.1916 0.0118 0.3
Metam sodio*Metalaxil*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.3793 0.0122 0.21

a: Suelo de San Pedro Tlatemalco, La Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH); b) Suelo de Tres
Cruces, VMH,; c)Suelo de La Paila (VMH).
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ANEXO 8. Resumen del analisis de varianza del efecto de productos quimicos aplicados solos o
alternados para el control de Phytophthora capsici, sobre del peso seco de la parte aérea.
Experimento 2.

Fuente de variacién Qrados de

libertad Pr>F? Pr>F®  Pr>F¢
Model 15 <.0001 <.0001 0.0092
Error 48
Metam sodio 1 <.0001 <0001 0.1121
Metalaxil 1 0.1384  0.0655 0.0025
Fosetil Al 1 0.001 0.5484  0.726
Propamocarb 1 0.2875  0.4158 0.8407
Metalaxil* Fosetil Al 1 0.3708 0.5847 0.0011
Metalaxil*Propamocarb 1 0.1608 0.5058 0.8092
Propamocarb*Fosetil Al 1 0.7099  0.8653 0.3472
Metam sodio*Metalaxil 1 0.899 0.0042  0.9604
Metam sodio*Fosetil Al 1 0.01 0.1091 0.2575
Metam sodio*Propamocarb 1 0.1865 0.1938 0.8786
Metam sodio*Metalaxil*Fosetil Al 1 0.8036  0.7457 .
Metam sodio*Metalaxil*Propamocarb 1 0.885 0.5717 0.2181
Metam sodio*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.2091  0.3428 0.4205
Metalaxil*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.0055 0.7945 0.9328
Metam sodio*Metalaxil*Fosetil Al*Propamocarb 1 0.0594  0.6735 0.5605

a: Suelo de San Pedro Tlatemalco, La Vega de Metztitlan, Hidalgo (VMH); b) Suelo de Tres
Cruces, VMH; c)Suelo de La Paila (VMH)

ANEXO 9. Resumen del analisis de varianza del efecto de productos bioldgicos aplicados solos
0 combinados para el control de Phytophthora capsici, sobre el Area Bajo la Curva del
Progreso de Severidad. Experimento 1.

Fuente de variacion Grados de libertad Pr>F
Modelo 32 <.0001
Error 99

Terreno 2 0.0635
Bioldgico 10 <.0001
Terreno*Bioldgico 20 0.1392
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ANEXO 10. Resumen del analisis de varianza del efecto de productos bioldgicos aplicados
solos o combinados para el control de Phytophthora capsici, sobre el Area Bajo la Curva del

Progreso de Severidad. Experimento 2.

Fuente de variacion Grados de libertad Pr>F
Modelo 32 0.0099
Error 99

Terreno 2 0.2115
Bioldgico 10 <.0001
Terreno*Bioldgico 20 0.77

ANEXO 11.Resumen del anélisis de varianza del efecto de productos biolégicos aplicados para
el control de Phytophthora capsici, sobre del peso seco de la parte aérea. Experimento 1

Fuente de variacion Grados de libertad P>F
Modelo 32 0.0028
Error 99

Terreno 2 0.1238
Bioldgico 10 0.0005
Terreno*Bioldgico 20 0.1456

ANEXO 12. Resumen del analisis de varianza del efecto de productos bioldgicos aplicados para
el control de Phytophthora capsici, sobre del peso seco de la parte aérea. Experimento 2.

Fuente de variacion Grados de libertad Pr>F
Modelo 32 0.0004
Error 99

Terreno 2 0.1144
Bioldgico 10 <.0001
Terreno*Bioldgico 20 0.1174
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