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IDENTIFICACION DEL AGENTE CAUSAL DE LA MARCHITEZ DEL CHILE
HABANERO, EN LA REGION GRIJALVA, TABASCO
Karina Moctezuma Bautista, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2019

Resumen

La marchitez del chile es una enfermedad de gran importancia en México, que afecta a
diferentes tipos de chiles en varios estados. El objetivo de este estudio fue identificar el
agente causal de la marchitez del chile habanero y conocer el manejo del cultivo en la
region de Grijalva, Tabasco. El manejo del chile habanero se determiné mediante una
encuesta. El agente causal se determin6 mediante la prueba de patogenicidad en
plantulas de chile habanero inoculadas en la base del tallo, con discos de medio con
micelio activo de los patdgenos aislados. Se propusieron trece tratamientos, los cuales
fueron inoculados solos y combinados. Se cuantificé la incidencia (%) y la longitud de
necrosis en el tallo (cm). Se determiné el agente causal y con base a los resultados se
identific6 mediante las caracteristicas morfologicas y con la amplificacion del ADNmt
mediante PCR. Las practicas de manejo del chile habanero en la regién de Grijalva son
variables. Se obtuvieron cinco aislamientos del género Fusarium y uno de Phytophthora,
de los cuales solo Phytophthora reprodujo los sintomas de marchitez del chile. La
incidencia del 100% se logré a los 10 dias después de la inoculacién (ddi) con
Phytophthora, mientras que, las especies de Fusarium no demostraron ser patogénicas
del chile. Las incidencias de los tratamientos que fueron inoculados con ambos
patégenos fueron menores al 80%. La longitud de la necrosis para algunos tratamientos
fue mayor cuando se combinaron ambos patdgenos. La identificacion morfolégica de
Phytophthora se realizO comparando las caracteristicas sexuales, asexuales y sus
dimensiones con las claves de Erwin y Ribeiro para la especie Phytophthora. Esto se
confirmo mediante amplificacion por PCR utilizando los oligonucleétidos del gen COI del
ADNmt. Las caracteristicas morfologicas y el uso de COI confirmaron que P. capsici es
el agente causal de la marchitez del chile habanero y que este patégeno solo se

encuentra en Acachapan y Colmena, Centro, Tabasco.

Palabras clave: Manejo, patégeno, enfermedad, incidencia, PCR, COlI.



IDENTIFICATION OF THE CAUSAL AGENT OF WILT IN PEPPER HABANERO, IN
THE REGION GRIJALVA, TABASCO
Karina Moctezuma Bautista, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2019

Abstract
The wilt of pepper is a disease of great importance in Mexico, which affects different types
of peppers in several states. The objective of this study was to identify the causal agent
of habanero pepper wilt and to know the management of the crop in the Grijalva, Tabasco
region. The management of habanero pepper was determined by conducting a survey.
The causal agent was determined by the pathogenicity test in habanero pepper seedlings
inoculated at the base of the stem, with disks of medium with active mycelium of the
isolated pathogens. Thirteen treatments were proposed, which were inoculated alone and
combined. The incidence (%) and length of necrosis in the stem (cm) were quantified.
The causal agent was determined based on the results, it was identified by the
morphological characteristics and the amplification of mtDNA by means PCR. The
management practices of habanero pepper in the Grijalva region are variable. Five
isolates of genero Fusarium and one of Phytophthora were obtained, of which only
phytophthora reproduced the wilt symptoms of pepper. The incidence of 100% was
achieved 10 days after inoculation (ddi) with Phytophthora while, the Fusarium species
did not show to be pathogenic on pepper. The incidences on the treatments in which both
were inoculated were less than 80%. The length of necrosis for some treatments was
greater when both pathogens were combined. The morphological identification of
Phytophthora was carried out comparing the sexual, asexual characteristics and their
dimensions with the keys of Erwin and Ribero for the Phytophthora species. This was
confirmed by amplification by PCR using the oligonucleotides of the COI gene of the
MtDNA. The morphological characteristics and the use of COI confirmed that P. capsici
is the causal agent of habanero pepper wilt and that this pathogen is only found in

Acachapan and Colmena, Centro, Tabasco.

Key words: Management, pathogen, disease, incidence, PCR, COI.
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l. INTRODUCCION

El chile es un cultivo horticola anual perteneciente a la familia Solanaceae; donde su
importancia historica y econdémica se basa principalmente en la utilizacion de sus frutos,
para la alimentacién rural y urbana de muchos paises del mundo. Para México su
produccion y cultivo son relevantes, dado que en 2017 ocup6 el segundo lugar mundial
con una produccion anual de 3,296,875 t, después de China (17,795,349 t) ambos como
productores de una amplia variedad de especies de chile (FAOSTAT, 2017) y entre ellas,
el chile habanero (Capsicum chinense) (Santoyo y Martinez, 2012) producto de gran
interés en los mercados de Estados Unidos y Canadd, por su picor y aroma (Ruiz-Lau et
al., 2011). Esta especie de chile también presenta gran diversidad de usos, por ejemplo,
como medicamento, para tratar llagas infectadas, heridas externas, erupciones en la piel,
enfermedades contra bacterias o para la elaboracién de gas lacrimégeno y productos
cosmeticos, asi como tratar enfermedades culturales como “mal de 0jo” y el “mal de aire”.
Ademas, de ser fuente excelente de vitaminas (A, B6, C y E), colorantes naturales,
minerales (K, P, Mg y Ca) y compuestos fendlicos (capsaiciniodes) (Waizel y Camacho,
2011; Ruiz-Bello et al., 2016; Baenas et al., 2018). Por ejemplo, en frutos maduros de
chile habanero De la Cruz (2018) encontr6 que las concentraciones de carotenoides
totales, polifenoles totales, flavonoides totales, capsaicina y dihidrocapsaicina son

mayores.

El chile habanero (Capsicum chinense) aunque se podria plantar en practicamente todo
el territorio mexicano, es producido principalmente en Tabasco, Yucatan, Quintana Roo
y Campeche (Santoyo y Martinez, 2012; Ramirez-Sucre y Baigts-Allende, 2016), con
317.50, 222.89, 51.65 y 40.00 hectareas sembradas respectivamente, con lo que
contribuyen con mas de la mitad de la produccion nacional de este chile (SIAP, 2015).

La produccion y calidad de este y otros cultivos dependen de varios factores, internos de
la planta determinados por el genotipo y externos, los cuales son influenciados por las
condiciones ambientales, las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, la calidad del
agua, la nutricién, las técnicas de produccion, los factores biéticos y el conocimiento de
los productores sobre el buen uso de insumos, practicas agricolas y el manejo del cultivo

(Salazar-Jara y Juarez-L6pez, 2013; Tibaduiza-Roa et al., 2018).



La produccion de chile habanero, por ejemplo, ha sido limitada por una serie de factores
entre los que se encuentran la eficiencia del riego, control de la nutricion, la incidencia
de plagas y enfermedades, siendo estas dos Ultimas causas las mas determinantes
(Huez et al., 2013), ya que, si no son controladas, la cantidad y calidad del cultivo
disminuye de tal forma que restringe los ingresos de los agricultores (Velasquez-Valle et
al., 2013).

Una de las enfermedades mas importantes reportada en el territorio mexicano es la
marchitez del chile, dado que genera pérdidas del 60 hasta el 100% en plantaciones de
diferentes tipos de chile, cuyo agente causal es Phytophthora capsici (Pérez-Moreno et
al., 2003; Silva-Rojas et al., 2009; Vasquez et al., 2009; Lozano et al., 2015; Pérez-
Acevedo et al., 2017). En Chihuahua y Oaxaca, por ejemplo, Silva-Rojas et al. (2009) y
Pérez-Acevedo et al. (2017) reportaron ha P. capsici como el agente causal de la
marchitez. Mientras que, en varios sitios productores de chile como Chihuahua, Colima,
Durango, Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosi y Zacatecas se han reportado otros
microorganismos asociados al sindrome de la marchitez como Pythium spp., Fusarium

spp. Y Rhizoctonia solani, entre otros (Anaya-Lopez et al., 2011; Albafiil et al., 2015).

En el estado de Tabasco, se ha mencionado la ocurrencia de la marchitez en el cultivo
de chile habanero sefialando a P. capsici como agente causal (LOpez-LOpez et al., 2018).
No obstante, no existe ningun trabajo que corrobore que ese patdégeno es el responsable
de la enfermedad. Con base a lo anterior, y dada la importancia del cultivo es
imprescindible conocer el manejo del chile habanero y determinar el agente causal de la
marchitez presente en la region Grijalva, Tabasco, basandose tanto en técnicas
morfolégicas como en moleculares. Esto permitiria realizar un manejo tanto del cultivo,

como de la enfermedad y evitar la dispersion del patégeno.



1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

Identificar morfologica y molecularmente el agente causal de la marchitez del chile

habanero (Capsicum chinense), en la region Grijalva, Tabasco.

1.1.2 Objetivos especificos

e Conocer el manejo del cultivo de chile habanero en la regién Grijalva, Tabasco.

e Aislar e identificar el agente responsable de la marchitez del chile habanero
mediante pruebas de patogenicidad.

e Caracterizar el microorganismo causal de la marchitez del chile habanero

mediante la caracterizaciéon morfolégica y molecular.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades del chile

Dentro de la familia de las Solanaceas se encuentra el género Capsicum; cuyas especies
son tipicamente llamadas chiles o ajis, entre otros dependiendo la region (Than et al.,
2008). El género Capsicum tiene sus origenes en el centro de Sudamérica, en los altos
de Bolivia, 0 en la zona montafiosa del sur de Brasil, y se distribuye desde México hasta
Brasil, Paraguay y Argentina Central (McLeod et al., 1982; Hernandez-Verdugo et al.,
1999; Carrizo et al., 2016). Se han reportado alrededor de 30 a 35 especies del género
Capsicum en el mundo, de las cuales se cree que: C. annuum, C. frutesens, C. chinense
y C. pubescens se domesticaron en México (McLeod et al., 1982; Loaiza-Figueroa et al.,
1987; Hernandez-Verdugo et al., 1999). Esta variabilidad de domesticacion fue debido a
la dispersion que existié de especies por el continente americano, y que hoy en dia nos
hace tener una gran variedad genética y morfolégica (McLeod et al., 1982; Hernandez-
Verdugo et al., 1999). En el territorio mexicano predominan cuatro especies, C. annuum
el cual se cultiva en todo el pais, C. chinense, C. frutescens y C. pubescens, cultivadas
principalmente en la peninsula de Yucatan, en el centro y sureste, y en las zonas altas

de la region central de México respectivamente (Hernandez-Verdugo et al., 1999).

La importancia de este cultivo se debe a su valor econémico y alimenticio, dado que es
utilizado como especia y vegetal, asi como la generacién de empleo. El uso de este fruto
es en la industria agroalimentaria para la elaboracién de platillos y salsas. Es utilizado
para fabricacibn de cosméticos, barnices, pinturas, gas lacrimégeno, colorantes
naturales (Ruiz-Lau et al., 2011; Lopez-Gbémez et al., 2017; Baenas et al., 2018). Todo
ello, debido al contenido de vitaminas, minerales, compuestos bioactivos, entre otros
(Baenas et al., 2018; De la Cruz, 2018).

2.1.1. Chile habanero y la producciéon en México

El chile habanero (Capsicum chinense) es considerado una de las especies mas
picantes, contiene de 200,000 a 500,000 Unidades Scoville (Curry et al., 1999; Gutiérrez-
Gomez et al., 2018) las cuales cambian de acuerdo a la variedad o el morfotipo. No

obstante, el contenido de capsaicinoides (sustancia que da el picor) depende de las



condiciones climéaticas, estado de madurez, genotipo y practicas de manejo de cada sitio
(Moran-Bafuelos et al., 2008).

Dada la importancia del chile habanero, es uno de los vegetales mas demandados, tanto
en el mercado internacional como el nacional, por la gran variedad de productos que se
pueden elaborar a base del chile (Lopez-Gomez et al., 2017). A nivel mundial el chile
habanero se cultiva en Perq, Belice, Brasil, Colombia, Ecuador, Puerto Rico, Estados
Unidos y México (Soria et al., 2002; Antonious et al., 2009). México y Belice son los
paises que exportan el chile en forma de pasta a Estados Unidos y Canada para la
preparacion de salsas verdes y rojas de chile habanero (Soria et al., 2002; Ruiz-Lau et
al., 2011).

En México la mayor produccion de chile habanero se da en el ciclo otofio-invierno (57%)
y el restante en primavera-verano (43%) producto de los estados como: Baja California
Sur, Chihuahua, Jalisco, Michoacan, Sonora, San Luis Potosi, pero la mayor parte se
concentra en la region sureste: Campeche, Quintana Roo, Tabasco y Yucatan, estos dos
Gltimos son los estados con mayor produccion (SIAP, 2014; SIAP, 2015).

En el estado de Tabasco desde 2008 el chile habanero ocupa el segundo lugar en
importancia de los cultivos horticolas, se siembra en condiciones de temporal, de riego y
en humedad residual, razén por la cual se puede producir y consumir durante todo el afio
(Aceves et al., 2008). Para ser cultivado se deben considerar las condiciones actuales
del terreno, profundidad del manto freatico, pendiente del terreno, caracteristicas fisico-
guimicas del suelo, periodo de lluvias y el precio en el mercado, ya que si no son tomadas
en cuenta en ocasiones la produccién de chile habanero suele ser poco rentable y muy
costosa (Pardo, 2006).

2.2. Manejo agricola del chile

2.2.1. Requerimientos edafo-climaticos

El chile crece en altitudes desde el nivel del mar hasta 2700 msnm, en un rango de
precipitacion 6ptima de 600 a 1250 mm, sin embargo, las condiciones climaticas pueden
variar, de acuerdo a cada variedad y a la adaptabilidad del cultivo (FAO, 1994 citado por

Aceves et al.,, 2008). Aunado a que la temperatura, humedad y precipitacion son



importantes en el crecimiento y desarrollo del cultivo, también juegan un rol importante
en gque pueden favorecer el desarrollo de plagas y enfermedades (Coscolla, 1980). En la
semilla, para su germinacion requiere de temperaturas promedio en el suelo mayores a
los 25°C, dado que si esta por debajo, la tasa de germinacion se ve afectada (Smith et
al., 2011).

Por otra parte, este cultivo se desarrolla mejor en zonas de clima templado, subtropical
a calido, donde la temperatura minima sea de 10°C, maxima 35°C, siendo 30°C la
temperatura éptima para su desarrollo cultivo (FAO, 1994 citado por Aceves et al., 2008).
Por otro lado, Soria et al. (2002), mencionan que la temperatura minima es de 16°C,
puesto que, si son inferiores a esa temperatura, puede provocar en la planta una
reduccion del rendimiento. En este sentido, Tun (2001), menciona que los periodos
prolongados de temperaturas bajas, también afectan a la floracion y provocan mal

formacion de frutos.

Este cultivo requiere de suelos que presentan buen drenaje, con materia organica (MO)
y buena retencion de humedad, en el que también presente un pH que vaya de
ligeramente acido a neutro (6.5 a 7.0) para lograr una mayor disponibilidad de los
nutrientes (Pardo, 2006). Sin embargo, en estudios como el de Bosland y Votava (2012)
mencionan que la mayoria de los chiles se desarrollan en suelos con valores de pH de
7.0 a 8.5, y segun el SIAP (2010), este cultivo se desarrolla bien en suelos francos.
Respecto a la lamina de riego recomendada para la produccién de chile habanero y lograr
buenos rendimientos va de 750 a 1000 mm (Villa et al., 2014).

2.2.2. Preparacion del terreno y densidad de siembra
La preparacion del terreno consta principalmente de la nivelacion del terreno (paso de
arado o rastra) y la elaboracién de surcos o camas para evitar zonas de encharcamiento

y desarrollo de enfermedades del suelo (Soria et al., 2002; Martinez y Moreno, 2009).

La densidad de siembra dependera del potencial productivo del suelo, la estructura de la
planta, del genotipo y de la tecnologia. En el estado de Tabasco, Pardo (2006),
recomienda densidades de 8,400 a 20,000 plantas por ha' de acuerdo a las zonas

fisiograficas del estado: 8,400 plantas ha? en la zona Vega de Rio y Llanura de



Inundacién, 10,000 plantas ha! para la zona Sierra y Llanura Aluvial, 12,500 plantas ha-
! para la zona Calcérea, y 20,000 plantas ha' para la zona de Lomerios y la Costa.
Mientras que Soria et al. (2002) recomienda de 20,000 a 22,000 plantas ha™ en lo

general.

2.2.3. Trasplante y fecha de establecimiento

El trasplante es el método que resulta mejor para el cultivo de chile, porque se realiza
con plantas de buen vigor y sanas (Pardo, 2006). El trasplante se recomienda cuando
las plantulas cuenten con cuatro o seis foliolos (Villa et al., 2014; Lépez et al., 2015) o
una altura de 15 a 18 cm, la cual es alcanzada de 45 a 50 dias después de la siembra
(Pardo, 2006). La fecha de establecimiento para el del chile habanero en el estado de
Tabasco es a partir del mes de noviembre (mes en que las lluvias dejan de ser intensas)
y la cosecha se puede prolongar hasta el mes de junio, siempre y cuando se realicen

riegos de auxilio (Pardo, 2006).

2.2.4. Fertilizaciéon y drenaje del suelo
Los principales nutrientes que se requieren para chile habanero son de: nitrégeno (200
kg hat), fésforo (120 kg ha!) y potasio (180 kg hat) (INIFAP, 2017).

Para garantizar la produccién de frutos de buena calidad y evitar problemas de
enfermedades a causa de encharcamientos, es necesaria la construccion de drenes
superficiales, principalmente en suelos arcillosos, en las temporadas de altas
precipitaciones que ocurren en septiembre y octubre para el estado de Tabasco. Para la
construccioén de dichos drenes se recomienda que estos tengan una pendiente de 0.1%,
una profundidad de 0.8 m y 0.6 m de ancho (Lépez et al., 2015).

2.2.5. Malezas y control

Las malezas son un problema dentro de cualquier cultivo, esto se debe a que ademas
de competir por luz, agua, nutrientes y espacio, son hospederos alternos de plagas y
enfermedades, por lo que es de suma importancia su control (Garza, 2002; Martinez y
Moreno, 2009). El control se puede realizar con tractor, de forma manual o con quimicos,

el mas recomendado es el manual, el cual se realiza principalmente con azadon o
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machete; el control quimico se basa en la aplicacion de herbicidas selectivos, ya sea a
malezas de hoja ancha, o de hoja angosta, o bien, se puede realizar un manejo
combinado, en el cual se controlen las malezas de forma manual, dejandola sobre los
surcos para después aplicarles un herbicida desecante, como Paracuat (2 L hat) (Soria
et al., 2002; Martinez y Moreno, 2009).

2.2.6. Plagas y control

Las condiciones climaticas, junto con las plagas y enfermedades representan el 78.2%
de los problemas y pérdidas en las unidades agropecuarias (INEGI, 2014). A causa de
lo anterior, la importancia del control de plagas es mayor. Debido a que, si no se realiza
un buen manejo, se vera afectado el desarrollo y por ende el rendimiento del cultivo de

chile lo que causa pérdidas econdmicas (Guigon-Lopez y Gonzalez-Gonzalez, 2007).

Dentro de las plagas méas importantes en el cultivo de chile, tanto en vivero como en
etapa adulta es la mosquita blanca (Bemisia tabaci). Esta causa un dafio directo al
succionar la savia de las plantas, en el que las debilita y ocasiona la muerte. Sin embargo,
el daflo mayor se debe a que es considerado vector de enfermedades virales. El control
de mosquita blanca puede ser mediante el uso de trampas adhesivas, (Garza, 2002) o
la aplicacion de insecticidas sintéticos, como Imidaclopid, especialmente cuando es

aplicado al suelo (Flores-Alafia et al., 2015).

El 4caro blanco (Poliphagotarsonemus latus) afecta las células y la epidermis con su
aparato bucal con el que succionan la savia de las hojas, los tallos, las flores y los frutos.
El control de esta plaga, o la reduccion de la incidencia y la severidad se puede lograr
con la aplicacién de Abamectina (18 mL por cada 20 L de agua) y chile + jabén (100 g
de chile molido més 250 g de jabon en polvo en un litro de agua por bomba de 20 L)
(Jiménez-Martinez et al., 2013).

La arafia roja (Tetranychus urticae) es una plaga polifaga, que se desarrolla
principalmente en la época seca del afio. Las poblaciones altas de ninfas y adultos
succionan la savia en el envés de las hojas, provocando defoliacién total y muerte de las
plantas (Garza, 2002; Villa et al., 2014). Para el control de esta plaga se recomienda la

aplicacién de Malation 1.0 kg ha?! al detectarse los primeros dafios, seguida de
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aplicaciones semanales hasta mantener una poblacion baja, la cual no dafie el cultivo o
Abamectina 0.01 kg ha* (Tun, 2001).

El pulgdn verde (Myzus persicae) puede invadir todo el cultivo. Generalmente viven en
el envés de las hojas terminales y brotes, cuando las infestaciones son altas, pueden
invadir a las hojas maduras causando enrollamiento. Succionan la savia de las hojas
causando defoliacion, y al mismo tiempo puede transmitir enfermedades de virales.
Secreta una sustancia azucarada tipo mielecilla, en la cual se puede desarrollar la
enfermedad conocida como fumagina que afecta la fotosintesis. El control se puede
realizar mediante la aplicacion de Pirimicarb 0.25 kg ha* o Metamidofos (Tun, 2001; Villa
et al., 2014).

2.2.7. Enfermedades y control

Las enfermedades junto con la nutricion de las plantas, el agua y plagas juegan un papel
importante en la produccién de chile habanero limitando el rendimiento del mismo. Todas
estas causan una mala calidad del producto, limitando la disponibilidad de alimentos y
materia prima (Pérez-Gutiérrez et al., 2008). Los patdgenos asociados a las
enfermedades del chile son: los oomicetes, hongos, virus, bacterias, nematodos (Palma-
Martinez et al., 2017), entre otros y estos pueden causar dafios totales o parciales
generando pérdidas considerables desde un 10 hasta un 100% del cultivo (Rico-Guerrero
et al., 2004; Albaiiil et al., 2015).

Dentro de las principales enfermedades en el cultivo de chile se encuentra la marchitez,
cenicilla, manchas foliares, mancha bacteriana y virosis, entre otras (Black et al., 1991,

Guigon-Lopez y Gonzalez-Gonzélez, 2001; Smith et al., 2011; Bosland y Votava, 2012).

La cenicilla es causada por Leveillula taurica; en la etapa inicial de la enfermedad, en el
haz de las hojas aparecen manchas de color verde claro a amarillo, para después
volverse necréticas. Las hojas infectadas se curvan hacia arriba y en el envés se observa
un polvo blanco. Cuando las lesiones son numerosas a menudo se unen, para lograr una
clorosis general y caida de las hojas. El avance de la enfermedad es de las hojas viejas
a las jévenes. El hongo tiene un amplio rango de hospederos, por lo que es importante

el control, ya que es frecuente que se albergue en arvenses. Las condiciones favorables
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para el desarrollo de la enfermedad son temperaturas calidas y poca luz, no requiere alta

humedad y raramente se desarrolla en climas frios (Black et al., 1991).

La enfermedad conocida como mancha foliar puede ser causada por Cercospora capsici,
Alternaria solani o Corynespora cassiicola. Los sintomas inician con la aparicién de
manchas de color marrén casi redondas con el centro gris claro, y el borde marrén
obscuro. Las manchas pueden tener un didmetro de 0.5 a 2.5 cm y pueden llegar a
unirse. Cuando el dafio es severo las hojas se vuelven cloréticas para finalmente

desprenderse. El hongo puede sobrevivir en las semillas y en asociacion con el cultivo.

El control de la cenicilla y la mancha foliar puede realizarse mediante la aplicacién de
fungicidas como: Mancozeb, Captan u Oxicloruro de cobre con dosis de 1.6, 1.0y 1.0 a
1.5 kg ha! respectivamente (Black et al., 1991; Tun, 2001; Tun et al., 2011) y el uso de
microorganismos antagonistas. Otra alternativa es el uso de extractos a base de
Azadirachta indica A. Juss, Allium cepa y A. sativum, los cuales son altamente efectivos

inhibiendo la germinacion conidial de L. taurica (Sudha y Lakshmanan, 2009).

La mancha bacteriana causada por Xanthomonas euvesicatoria (sinénimo:
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) X. vesicatoria o X. gardneri, es una enfermedad
gue se puede desarrollar en hojas, tallos y frutos. Los sintomas inician en la superficie
inferior de las hojas como pequefias areas irregulares, empapadas de agua. Después
las manchas se agrandan y se vuelven de color marrén obscuro a negro con un centro
café palido, desarrollando un halo delgado y amarillo. En los tallos las lesiones son como
cancros estrechos de color marron claro. En el fruto las lesiones inician con manchas
empapadas de agua que después se vuelven necroéticas, con apariencia de una mancha
aspera que se va agrietando a medida que el fruto se va desarrollando. La bacteria puede
sobrevivir en restos de cultivos, plantas voluntarias o arvenses. Las condiciones
favorables para este patégeno son alta humedad relativa, formacién de rocio en las hojas
y un clima calido. El manejo de la enfermedad se puede lograr con la rotacién de cultivos

y uso de semilla sana (Black et al., 1991).

La virosis es una enfermedad que genera pérdidas de hasta un 80%. Es causada por
“organismos” fitopatdgenos llamados virus, los cuales tienen la habilidad de infectar a la

planta sistematicamente; el virus entra a la célula, se replica, para después moverse
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hacia el floema y colonizar toda la planta causando enanismo, enchinamiento, moteado,
necrosis, clorosis y deformaciones (Robles-Hernandez et al., 2010). Esta enfermedad es
transmitida por insectos como la mosquita blanca o algunas especies de trips, entre otros
insectos que tienen aparato bucal chupador, los cuales se alimentan de la savia de las
plantas. En las hojas, se observa el cambio de verde obscuro a verde claro e incluso
amarillo con un moteado, y se presenta un enchinamiento y malformaciones de las hojas.
Si la enfermedad se presenta antes de la floracion, la planta no crece, produce pocos
frutos y en casos extremos muere. Una vez que las plantas se encuentran enfermas, los

sintomas son irreversibles (Tun, 2001).

Las medidas que se deben tomar para evitar este tipo de enfermedades es: utilizar
variedades resistentes, mantener un control de las plagas presentes en el cultivo,
eliminar y destruir las plantas que presenten sintomas, para evitar que estas sean fuente
de transmisién, eliminar o mantener un control sobre las malezas, puesto que algunas

son hospederas de los virus (Tsitsigiannis et al., 2008).

2.3. Marchitez del chile en México

La marchitez del chile llamada comdnmente, también conocida como la secadera o la
tristeza del chile, por su sintoma caracteristico (marchitez), es una enfermedad de gran
importancia. Fue reportada por primera vez en campos de chile en el centro del pais por
J. Galindo Alonso en 1956 (Romero-Cova, 1988 citado por Fernandez-Pavia et al., 2013).
Esta enfermedad es responsable de pérdidas en el rendimiento desde un 10 hasta un
100%. En el Bajio y Puebla, por ejemplo, esta enfermedad generd pérdidas hasta de
100% del cultivo, mientras que en Guanajuato estas han sido menores al 50% (Chéavez
et al., 1994 citado por Pérez-Moreno et al., 2003; Albafiil et al., 2015).

La marchitez del chile puede ser causada por un complejo de hongos y oomicetes
Fusarium spp., Verticillium spp., P. capsici, Pythium spp., entre otros (Black et al., 1991,
Velasquez-Valle et al., 2001). Sin embargo, P. capsici es el patbgeno ampliamente
reconocido causante de la marchitez del chile afectando diferentes tipos de chile en
México (Gonzalez-Gonzalez, 2001; Fernandez-Pavia et al., 2013) y a nivel mundial
(Nawaz, 2018a; Nawaz, 2018b; Smith et al., 2019). A pesar de que se ha mantenido que
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P. capsici es el causante de la marchitez del chile, en plantas con sintomas de marchitez
se ha logrado obtener aislamientos de otros patdogenos (Fusarium spp. y Rhizoctonia
solani) y muy pocas veces a P. capsici. Por lo que se ha llegado a creer que existen otros
patdgenos asociados al sindrome de la marchitez del chile (Anaya-Lopez et al., 2011;
Albafiil et al., 2015). Tal es el caso de Vasquez et al. (2009) quienes aislaron R. solani
(32%), Fusarium spp. (16%), P. capsici (7%), entre otros. Sin embargo, al realizar la
prueba de patogenicidad P. capsici fue el Unico patdogeno que causoé la muerte de la

planta.

Los sintomas pueden ocurrir en cualquier estado de desarrollo y puede afectar todas las
partes de la planta: raiz, tallo, hojas y frutos (Figura 1).

Figura 1. Sintomas en plantas de chile causados por P. capsici (Vasquez et al., 2009). (A) Planta
de chile con sintomas de marchitez; (B) Necrosis en la base del tallo.

El patégeno es un habitante del suelo y tiene la capacidad de atacar cualquier parte de
la planta de chile, siendo las raices y la base del tallo los méas afectados por la cercania
al patégeno (Pérez-Moreno et al., 2003). En plantulas puede causar damping-off y la
muerte de las mismas. Los tejidos infectados se encojen y en un clima con humedad se
desarrolla un micelio blanco. La podredumbre de la raiz, tallo y corona se caracteriza por
una lesién del tallo marrén oscuro a negro que se extiende hacia arriba a toda la planta,
causando una marchitez y muerte repentina, el area infectada tiene lesiones empapadas

de agua con una decoloracion obscura (Black et al., 1991; Tsitsigiannis et al., 2008).
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La dispersion del inéculo hacia hojas y frutos se logra por el salpique de agua hacia las
partes aéreas de la planta. En hojas, se forman areas redondeadas e irregulares de color
verde obscuro, se empapan de agua, para después secarse y cambiar a un color café
claro. En el fruto, primero se observan manchas verdes opacas empapadas de agua que
se expanden rapidamente para abarcar todo el fruto, el cual después se vuelve flacido,

arrugado y sobre este puede crecer micelio blanco (Black et al., 1991).

Una vez que la enfermedad se establecié en un lugar puede ser muy dificil de controlar.
Las actividades que se pueden realizar para reducir la incidencia y la severidad de la
enfermedad se basan en una siembra en sitios bien drenados, elaboracion de camas
elevadas, si es posible contar con riego controlado (Lamour et al., 2012). Dentro de las
actividades mas importantes para el manejo de la enfermedad se encuentra: uso de
material resistente (Palma-Martinez et al., 2017). Lozano et al., (2015) encontraron
alternativas para el control o la reduccion de la severidad de la enfermedad, donde la
aplicacion alternada y recurrente de productos quimicos (Metalaxil, Fosetil aluminio,
Propamocarb) controlaron el 100% de la marchitez.

2.4. Importancia de Phytophthora y Phytophthora capsici

El género Phytophthora se deriva del griego que significa phyto (planta) phthora
(destructor) “destructor de plantas” (Erwin y Ribeiro, 1996), pertenece a los oomicetes,
también conocidos “mohos de agua” forman parte del grupo de los patdbgenos mas
devastadores e incluyen sapréfitos y patdgenos de plantas, insectos, peces, vertebrados,
microbios y estan relacionados con las algas pardas, doradas y diatomeas (van West et
al., 2003; Ho, 2018). La primera especie del género Phytophthora fue descubierta por
Anton De Barry, el patégeno fue responsable de la hambruna irlandesa de 1845-1846, lo
gue causo la muerte de millones de personas y la emigracién de los mismos. Inicialmente
se reconocié como agente causal a Botrytis infestans (Mont), mas tarde a Peronospora
infestans (Mont) y para 1876 se nombro a Phytophthora infestans (Mont) De Barry (Ho,
2018).

De manera general, a nivel mundial se ha visto al género Phytophthora afectando varios

cultivos anuales y especies lefiosas tanto en zonas tropicales, subtropicales y templadas
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(Erwin y Ribeiro, 1996; Drenth y Guest, 2013). En particular P. capsici se ha reportado
en un amplio rango de hospederos, de las cuales destacan el dafio a cultivos anuales
como solanaceas, cucurbitaceas y recientemente se ha encontrado afectando a
fabaceas (Erwin y Ribeiro, 1996; Hausbeck y Lamour, 2004; Lamour et al., 2012) y
especies lefiosas como la pimienta negra (Piper nigrum L.), cacao (Theobroma cacao L.)
y vainilla (Vainilla planifolia Andr.) (Erwin y Ribeiro, 1996; Ortiz, 1996).

En México el género Phytophthora se ha reportado causando diversas enfermedades.
De las cuales sobresale P. infestans responsable del tizon tardio en papa y tomate, P.
parasitica de la gomosis de los citricos, P. tropicalis y P. capsici causante de la mancha
negra del cacao (Ortiz, 1996; Acosta-Pérez et al., 2012; Romero et al., 2012; Lozano et
al., 2015; Ramos, 2017). Mientras que en Capsicum annuum L., Capsicum frutescens,
Cucumis sativus, Cucurbita sp., Fragaria chiloensis, Solanum lycopersicum, se ha
reportado a P. capsici atacando diferentes partes de la planta (Fernandez-Pavia et al.,
2013).

2.4.1 Clasificacion taxonémica de Phytophthora

La clasificacion de los seres vivos ha sufrido sucesivos cambios a lo largo del tiempo, de
acuerdo a los avances y descubrimientos de herramientas para dicha clasificacion. En
1969 Whittaker propuso la clasificaciéon de los seres vivos en cinco reinos: monera,
protista, hongos, plantas y animales basados en la nutricion: fotosintesis, absorcion e
ingestion (Whittaker, 1969). Mas tarde, Woese et al. (1990) propusieron una nueva
categoria de mayor rango que el reino y la llamé dominio, el cual se divide en tres:
Archaea (arqueobacterias), Bacteria (eubacterias) y Eukarya (eucariotas) (Woese et al.,

1990). Esta clasificacion es la mas aceptada y utilizada actualmente.

Asi como hubo cambios en la clasificaciébn de los reinos, el género Phytophthora
inicialmente se clasificaba en el reino fungi. Pero por los avances cientificos se han
permitido diferenciar los hongos verdaderos de los oomicetes, entre algunas
caracteristicas son que la pared celular de los oomicetes se compone de celulosa y B-
1,3 y B-1,6 glucanos y no de quitina, la cual se encuentra en las paredes de los hongos

verdaderos (Fry y Grinwald, 2010).
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Hoy en dia, el género Phytophthora se han clasificado dentro del dominio Eucariota
(Woese et al., 1990), dentro del reino Stamenopila junto con las diatomeas y las algas
cafés (Walker y van West, 2007; Blair et al., 2008; Choi et al., 2015). Sin embargo,
muchos autores reconocen que este género se encuentra en el reino Chromista, Filo
oomycota, Clase Oomicetes, Orden Peronosporales y a la Familia Peronosporaceae
(Birch y Whisson, 2001; Lamour et al. 2012; Martin et al., 2012; Ho, 2018).

Aunque histéricamente se ha clasificado a Phytophthora junto con Pythium dentro de la
Familia Pythiaceae (van West et al., 2003), Riethmdller et al. (2002) y Kirk et al. (2008)
citado por Ho (2018) colocaron a Phytophthora dentro de la familia Peronosporaceae,
manteniendo al género Pythium en la familia Pythiaceae. En este sentido, en trabajos
como el de Brasier y Hansen (1992) y Birch y Whisson (2001) justifican que hay una
mayor relacién con la familia Peronosporaceae, debido a que Phytophthora se dispersa

aéreamente, y la germinacion directa se realiza mediante un tubo germinal.

2.4.2. Ciclo de vida de Phytophthora

El ciclo de vida de Phytophthora (Figura 2) esta integrado por estructuras asexuales
(micelio, esporangios, zoosporas y en algunas especies clamidosporas) y sexuales
(oosporas), y son estimulados por las condiciones ambientales, las cuales varian de

acuerdo a la especie (Zhang et al., 2018).

El ciclo de vida inicia con la fase asexual, la cual se producen cuando las especies que
producen clamidosporas germinan de forma indirecta produciendo esporangios que
liberan zoosporas o bien, directamente produciendo micelio y formando esporangios. Las
condiciones Optimas para la produccion de esporangios se logran con temperaturas entre
25y 28°C y humedad relativa superior a 80%; como el caso de P. capsici (Lamour et al.,
2012). La germinacion directa de los esporangios se puede dar sobre una superficie o
sobre un liquido para producir un tubo germinal, o indirectamente mediante la division
citopladsmica para formar zoosporas biflageladas uninucleadas. Las zoosporas se
encuentran retenidas dentro de una vesicula de descarga y son liberadas mediante la
ruptura de la misma, generalmente a temperaturas debajo de los 12°C (Walker y van

West, 2007). Estas nadan en el agua en busca del tejido del hospedante (semillas, raices,
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tallos u hojas) donde se asientan y enquistan en la superficie de un hospedero
susceptible, produce un tubo germinal ayudado por enzimas secretadas, para penetrar

la cuticula de la planta directamente y colonizar los tejidos del huésped.

Cuando la zoospora germina también puede penetrar a su hospedero directamente a
través de un apresorio, una vez germinado utiliza los nutrientes del hospedero, las hifas
se ramifican a través del tejido vegetal creando una malla en el interior del hospedero, a
partir de la cual se produce la esporulacion y se repite el ciclo de la enfermedad (Lamour
et al., 2012).

El ciclo sexual para las especies heterotalicas como: P. capsici, P. infestans, P.
megasperma, P. palmivora entre otras, se lleva a cabo cuando en un mismo sitio se
encuentran dos hifas de los dos tipos de compatibilidad A1 y A2 y generan una oospora.
Cuando las especies son homotalicas como: P. citricola, P. elongata, P. katsurae, entre
otras, no requieren a otro tipo de compatibilidad, puesto que un solo talo puede producir
la oospora (Erwin y Ribeiro 1996; Lamour et al., 2012). La oospora es de pared gruesa,
ya que tiene una doble pared, razén por la cual son consideradas como esporas de la
supervivencia en invierno o condiciones ambientales adversas (Lamour et al., 2012).
Esta se forma con la produccién de dos gametangios; un masculino (anteridio) y un
femenino (oogonio) que se fusionan para formar la oospora. Esta espora estara en
estado de latencia en el suelo, para después germinar cuando las condiciones
ambientales le permitan producir un tubo germinal, el cual se ramificara en micelio y/o

formar esporangios (van West et al., 2003; Lamour et al., 2012).

16



ASEXUAL PHASE (DIPLOID) SEXUAL PHASE ASEXUAL PHASE (DIPLOID)

SPORANGIA

ENCYSTED ZOOSPORES

4 ‘\_ /I’
©® @

ENCYSTED ZOOSPORES
@
@ 9

Figura 2. Ciclo de vida de Phytophthora heterotélicas (Erwin y Ribeiro, 1996).

2.5. Caracteristicas asexuales y sexuales de Phytophthora

2.5.1. Micelio y tipos de colonias

El talo de Phytophthora es llamado micelio y estd compuesto por filamentos hialinos,
ramificados, cenociticos (no septado), en cultivos jévenes el citoplasma fluye libremente
dentro del micelio, mientras que, en cultivos viejos excepcionalmente se pueden observar
septos. El micelio a veces puede presentar hinchamientos, nudoso o tuberculado, el
diametro del micelio va de 5-8 um, es variable entre especies y depende de la naturaleza
fisica y quimica del medio. El micelio estd conformado por hifas (ramas individuales), las
cuales en ciertas especies se ramifican en angulos casi rectos y algunos se contraen en
la base. Los tipos de colonia al igual que el micelio varia de acuerdo a las especies y al
medio en el que se desarrollen, y estos pueden tener patrones, petaloide, rosaceo,

estrellado y algodonoso (Erwin y Ribeiro, 1996).

2.5.2. Esporangios
Los esporangios (esporas; una semilla; angeion, un vaso), son las estructuras

reproductivas asexuales y son el medio de reproduccién mas rapida, se producen en
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talos llamados esporangiéforos, los cuales se diferencian ligeramente o no de las hifas.
Existen varias formas tipicas como; globosa, obovoide, oviode, obpiriforme, limoniforme,
elipsoide, piriforme y formas distorsionadas, entre otras. La morfologia de los
esporangioforos varia, entre los cuales se encuentra simpodio simple, simpodio
compuesto y tipo umbelado (umbrela invertida) (Erwin y Ribeiro, 1996). Algunas especies
presentan un engrosamiento apical llamado papila, las cuales pueden ser conspicua,
semipapilada, o no papilada, caracteristica que es utilizada para la identificacion
morfolégica (Martin et al., 2012). La caducidad de los esporangios (caducos o no
caducos) y la longitud del pedicelo, son caracteristicas importantes exclusivas de ciertas

especies y utilizadas en la identificacion (Erwin y Ribeiro, 1996).

2.5.3. Zoosporas

Las zoosporas son esporas biflageladas méviles en forma reniforme a piriforme que se
encuentran dentro de los esporangios, los cuales pueden liberar de 20-40 zoosporas
motiles (Lamour et al., 2012). Las zoosporas son expulsadas a través del poro apical,
poseen dos flagelos de longitud desigual, el flagelo anterior es mas corto, de tipo pincel
y el flagelo posterior es mas largo, liso de tipo latigo. Los flagelos permiten la movilidad
en medios liquidos, son de vida corta, cuando encuentran una fuente de nutrientes o
chocan contra una superficie se detienen, pierden sus flagelos y se transforman en quiste
los que constituyen la estructura infectiva. La produccibn de zoosporas se
desencadenada tipicamente por inundaciones o en zonas donde hay agua estancada y
puede propagarse como los esporangios por salpicaduras a las partes superiores de la
planta viajando varios kilometros ya sea por medio del agua o por el viento. Las
zoosporas son la forma mas importante del inéculo para infectar las raices, son atraidas
de manera quimiotactica a los productos hospedantes, como los aminoacidos y los
carbohidratos que emanan de las raices, especialmente en la zona de elongacion detras
de la punta de la raiz, al adherirse las zoosporas se enquistan en la superficie de la raiz

penetrandola directamente e infectan a su hospedante (Zhang et al., 2018).
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2.4.4. Clamidosporas

Normalmente, las clamidosporas son globosas; sin embargo, se han descrito formas
irregulares a oblongas, pueden ser intercaladas o terminales, estdn delimitadas por
septos del micelio y pueden confundirse con hinchamientos hifales, que por definicién no
estan delimitadas por septo del micelio. Las paredes de clamidosporas son mas gruesas
gue las paredes de esporangio. Las clamidosporas y las inflamaciones hifales son
producidas por algunas especies y, a diferencia de los esporangios y las zoosporas, ellas
y las oosporas son capaces de sobrevivir a largo plazo en el suelo y los tejidos de las

plantas (Erwin y Ribeiro, 1996).

2.5.5. Oospora

La oosporas es una espora sexual que se forman después de la fusion del anteridio
(estructura masculina) y oogonio (estructura femenina). La posicion del anteridio sobre
el oogonio es una caracteristica morfolégica importante, si el oogonio crece a través del
anteridio, se dice que este es anfigino, pero si el anteridio se adhiere lateralmente al
punto oogonial, es paragino. Si la oospora se llena completamente el oogonio, es
plerdtico, mientras que los que estan incompletos son apleréticos. También pueden ser
clasificadas de acuerdo al tipo sexual; heterotalicas porque requieren aislamientos de los
tipos de compatibilidad Al y A2 para la formacion de oosporas y homotalicas, las
oosporas pueden germinar directa o indirectamente formando un esporangio (Stamps et
al., 1990; Erwin y Ribeiro, 1996; Ortiz, 1996; Martin et al., 2012).

2.6. Identificacién molecular de Phytophthora

2.6.1. Importancia del anélisis molecular de Phytophthora

El avance de los estudios filogenéticos para la identificacion de las especies de
Phytophthora ha sido posible debido al desarrollo y la evolucién de técnicas basadas en
el estudio del ADN. Dichas técnicas son una herramienta de gran utilidad, se basan en
la secuenciacién de regiones especificas del ADN y forman parte complementaria de la
caracterizacion morfologica (Soto et al., 2017). Estas técnicas son necesarias por lo dificil

gue es determinar las caracteristicas morfolégicas, en vista de que estas varian segun
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los medios y el entorno, mas aun si no se cuenta con la suficiente experiencia resultando

en identificaciones erréneas (Coulibaly et al., 2018).

Para estudiar la biologia de la poblacion y diversidad de las especies de Phytophthora
se han utilizado técnicas como RFLP (polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion), RAPD (amplificacion aleatoria de ADN polimorfico), AFLP (polimorfismos en
la longitud de fragmentos amplificados), microsatélites, polimorfismos de nucledtidos
unicos y los andlisis de haplotipos mitocondriales, entre otros. EI RAPD, por ejemplo,
genera marcadores dominantes que pueden proporcionar un gran numero de bandas
polimorficas. Mientras que, el andlisis AFLP es otra técnica que genera marcadores
dominantes para el andlisis de poblaciones donde hay poco conocimiento de las
secuencias de ADN gendmico, es relativamente sencilla y se utiliza para la comparacion
de aislados (Martin et al., 2012).

Los andlisis filogenéticos del género Phytophthora, han permitido clasificar en 10 grandes
grupos y con esto aclarar las controversias que existen dentro del mismo género (Blair
et al., 2008). Martin et al. (2012), menciona que el método molecular mas utilizado y
preciso para la identificacién a nivel de especies se logra mediante el andlisis de loci

especificos.

La region del ITS (espaciadores internos transcritos) es la mas utilizada y la que cuenta
con una base de datos mas compleja, en la que se incluyen todas las especies descritas.
No obstante, este lugar no es Optimo para todas las especies, principalmente para
aquellas que se encuentran estrechamente relacionadas. Otro loci utilizado es el
citocromo c oxidasa | y Il de la mitocondria (Martin y Toley, 2003). Ademas de los loci
antes mencionados, existen otros basados en el ADN nuclear (proteina ribosomal 60S
L10, B -tubulina, enolasa, proteina HS 90, fusién del gen TigA, factor de elongacion de
la traduccion 1 a) y ADN mitocondriales (nad1, nad9, rps10 y secY) que también se estan

adoptando para resolver controversias (Martin et al., 2012; Yang y Hong, 2018).

2.6.2. Uso de COl en laidentificacion molecular de Phytophthora
Dentro de los marcadores moleculares empleados en la identificacion de especies de

Phytophthora y otros oomicetes se encuentra el citocromo ¢ oxidasa sub unidad | (COI)
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(Martin y Toley 2003; Robideau et al., 2011; Choi et al., 2015; Yang y Hong, 2018; Smith
et al., 2019). El COlI, es un marcador molecular basado en el ADN mitocondrial utilizado
para la identificacion de especies de Phytophthora y Pythium principalmente, pero

también para otros oomicetes (Robideau et al., 2011; Choi et al., 2015).

Robideau et al. (2011) secuenciaron COIl y analizaron 1205 aislamientos de oomicetes
los cuales representan 23 géneros y fueron comparados con la region del ITS. En
algunos casos COI fue mas discriminatorio que ITS y por esto sugiere que COI al igual
gue ITS se considere como cédigo de barras, ya que, ambos formarian parte
complementaria para la identificacién siendo uno marcador mitocondrial y otro nuclear.
Por otra parte, Yang y Hong (2018) observaron que COI tiene una alta resolucién dentro
de la mayoria de los sub clados en comparacion con otros marcadores. Sin embargo,
con el uso de este marcador molecular es imposible separar especies hibridas de su
progenitor materno basado en secuencias COIl, por la herencia uniparental de las
mitocondrias, siendo este un problema con los marcadores mitocondriales. Con el uso
COl, Smith et al. (2019) lograron identificar a P. capsici causante de la podredumbre en
el cuello y marchitez del chile habanero. Asi mismo, Soto et al. (2018) lograron la
identificacion de P. capsici y P. drechsleri en C. annuum y Petunia x hybrida en viveros
de México.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

El estado de Tabasco se localiza al sureste de México, entre las coordenadas 17° 19’
00” y los 18° 39’ 00” de latitud norte y los 90° 57’ 00” y los 94° 08’ 00” de longitud oeste
de la llanura costera de la region del Golfo (Palma-Lopez et al., 2011). Cuenta con un
promedio de temperatura ponderado de 26.8°C y una precipitacion pluvial por afio de
2943.8 mm. Representa el 1.3% del territorio nacional y esté integrado por 17 municipios
y dos grandes regiones hidrograficas: Usumacinta y Grijalva (INIFAP, 2017). La region
Usumacinta se divide en dos subregiones: Pantanos (Centla, Jonuta y Macuspana) y
Rios (Emiliano Zapata, Balancan y Tenosique). Mientras que la region Grijalva, se
encuentra dividida en tres subregiones: Chontalpa (Cardenas, Cunduacéan, Comalcalco,
Huimanguillo y Paraiso); Centro (Centro, Nacajuca y Jalpa de Méndez) y Sierra (Jalapa,
Teapa y Tacotalpa).

En Tabasco se han identificado 13 grupos de suelos, destacando los Fluvisoles,
Gleysoles y Luvisoles por su mayor extension. Las actividades primarias que sobresalen
por uso del suelo son diversificadas, el 61.0% practica la ganaderia, 30.5% la agricultura
y 8.5% combina a ambas actividades. En el estado de Tabasco la agricultura es otra
forma de uso del suelo al sembrarse cultivos anuales y perenes de importancia

econdmica (Palma-Loépez et al., 2007).

La informacién de los sitios fue proporcionada por el Dr. Rutilo Lopez Lopez, tres
extensionistas: Ing. Antonio Cruz Estrada (Cunduacan), Ing. Manuel Sanchez Jiménez
(Cardenas) y el Ing. Antonio Jesus Bautista Pérez (Centro) y dos productores de chile

Efrén Mendoza Martinez y el Ing. José del Carmen Camara Reyna.

El presente estudio se llevé a cabo en tres municipios (Huimanguillo, Cardenas y
Cunduacéan) de la subregion de la Chontalpa y un municipio (Centro) de la subregion
Centro (Figura 3, Cuadro 1). El procesamiento de las muestras se realizd en el
Laboratorio de Fitopatologia del Colegio de Postgraduados, Campus Tabasco, localizado
geograficamente 17° 58’ 34.92” latitud Norte y 93° 23.14’ 10” longitud Oeste.
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Figura 3. Distribucion geogréfica de los sitios de muestreo
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Cuadro 1. Ubicacion geografica y politica de los sitios de muestreos.

Sitio Latitud Longitud Municipio Lugar de la plantacion

S1 18°00'58.5" 93°22’49.0” Cardenas Ra. Rio seco 1ra seccion

S2  18°00'55.0" 93°22'42.5” Ra. Rio seco 1ra seccion

S3  18°00'33.4” 93°07°26.1" Cunduacan Ejido San Pedro Cumuapa

S4  17°59'40.7" 93°08’31.17 Poblado Cumuapa 1ra seccién
S5 17°59'38.7" 93°08’30.1” Poblado Cumuapa 1ra seccién
S6  17°59'50.7" 93°08°27.2" Poblado Cumuapa 1ra seccion
S7 17°59'43.7" 93°08°22.8” Poblado Cumuapa 1ra seccion
S8 18°00'50.7” 93°08°09.6” Ejido San Pedro Cumuapa

S9 18°00'42.2" 93°08'48.8” Poblado Cumuapa 1ra seccién
S10 17°59'30.7” 93°08°21.3” Ra. Cumuapa 1ra seccion

S14 18°0'20.62” 93°185.63” Ra. Miahuatlan 2a. Seccién
S11  18°02’13” 92°49’17” Centro Acachapan y Colmena 2da seccion
S12 18°3°0.0” 92°48’55” Acachapan y Colmena 2da seccion
S13 18°2'58.117 92°48°56.92” Acachapan y Colmena 2da seccién
S16 17°58'8.77” 93°36’12.17” Huimanguillo Poblado C-34

3.1.1. Toma de temperatura, humedad y muestras de suelo

Durante la visita a la plantacién se tomaron datos de temperatura (°C) y humedad relativa

(%) con la estacién meteoroldgica portatil Kestrel 3000®.

Se recorrio el terreno en zigzag y se tomaron seis muestras de suelo con una barrena

tipo holandesa a 30 cm de profundidad para formar una muestra compuesta. Estas

fueron depositadas en bolsas de plastico y se rotularon para su analisis posterior.

3.1.2. Andlisis de muestras de suelo

Se realiz6 el analisis fisico-quimico: textura, pH, MO, N, P y K con métodos
recomendados por la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000.
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3.2. Manejo del cultivo de chile habanero

3.2.1. Encuesta: disefio y aplicacion del cuestionario

Para conocer las practicas de manejo del cultivo de chile habanero en la region Grijalva
se disefid un cuestionario con preguntas cerradas y abiertas, basadas en la experiencia
que tiene los productores del cultivo. Las variables fueron superficie de la plantacion,
relieve, la preparacion del suelo, tipo de siembra, fecha del establecimiento del cultivo,
densidad de plantacion, arreglo topografico, variedad cultivada, drenaje del terreno,
riego, cultivos anteriores, cultivos asociados, cultivos circundantes, poda, tipo de
fertilizacion, productos que emplean para fertilizar, control de malezas y métodos.
Presencia de plagas y enfermedades y control. El cuestionario fue aplicado a 15

productores en la primera vista de cultivo (Anexo 1).

3.2.2. Manejo agricola tipico del cultivo de chile habanero en la region Grijalva
Con base a los resultados de las encuestas y a lo observado en campo, se describio el
manejo agricola tipico, destacando las actividades en las que convergen la mayoria de

los productores y los problemas observados al momento de la visita.

3.3. Aislamiento y prueba de patogenicidad

3.3.1. Visita de la plantacién y toma de muestras de plantas de chile marchitas

Se visitaron las 15 plantaciones y se recorrio toda la parcela, de forma sistematica por
surcos, en busca de plantas con sintomas de marchitez y necrosamiento en la base del
tallo. Las plantas que presentaban esos sintomas se colectaron en bolsas de plastico, se
etiquetaron y se guardaron en una hielera para su traslado al laboratorio de fitopatologia

y su analisis posterior.

3.3.2 Aislamiento del patégeno

La parte de la planta dafiada, raiz o tallo, fue lavada superficialmente con agua corriente
y desinfestada por inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante 90
seg, seguida de tres lavados con agua destilada estéril. Se realizaron cortes pequefios
0.3 mm tomando tejido del borde del avance de la enfermedad y se cultivd en cajas de

Petri de 90 mm de didmetro con medio de cultivo V8-Agar (300 mL de jugo V8, 4.5 g de
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CaCOs y 15 g de Agar) e incubadas en obscuridad a 25+1°C, por siete dias en una
incubadora Prendo®. Se hicieron observaciones de las colonias desarrolladas y con
preparaciones semipermanentes en el microscopio Cole Parmer® se observaron las
estructuras tipicas. La identificacion a nivel de género se realizd con las claves
morfolégicas de Barnet y Hunter (1972) y Stamp et al. (1990) para Fusarium y
Phytophthora respectivamente.

Mediante la técnica de punta de hifas el oomicete y los hongos fueron purificados, para
lo cual se transfirieron por triplicado a cajas de Petri de 90 mm de diametro con medio
de cultivo V8-Agar para el caso de Phytophthora y en PDA (Papa Dextrosa Agar) para
Fusarium, se incubaron a obscuridad a 25+1°C en una incubadora Prendo®. Las cepas
aisladas fueron guardadas en tubos de ensaye con medios de cultivos, para realizar las

pruebas de patogenicidad.

3.3.3. Crecimiento de las plantulas de chile habanero para prueba de patogenicidad
Para el desarrollo de plantulas para las pruebas de patogenicidad se utilizaron semillas
de chile habanero del “Vivero Mirafuentes”, proporcionadas por el M.C. Felipe
Mirafuentes Hernandez. Las semillas fueron desinfestadas por inmersion con hipoclorito
de sodio al 1% durante 90 seg, seguido de tres lavados con agua destilada estéril. Se
utilizé peat moss como sustrato (esterilizado con calor himedo a 121°C y 15 Ibs/pulg?
durante una hora, por dos dias consecutivos). Las charolas de germinacion de 200
cavidades de pléastico fueron desinfestadas en inmersion con hipoclorito de sodio al 5%
durante 1 hora. Se colocé el peat moss y una semilla por cavidad, el riego fue diario con
agua destilada estéril. Los primeros 15 dias de crecimiento de las plantulas se les aplic
fertilizante foliar (20-46-60 kg ha de N-P-K) cada dos dias y después la aplicacién fue

diaria.

3.3.4. Tratamientos y disefio experimental para prueba de patogenicidad

En el Cuadro 2 se muestra la lista de aislamientos utilizados como tratamientos y el
origen de cada aislamiento, como tratamiento testigo se emple6é una cepa referencia
(CPV-302) de P. capsici proporcionada por la Dra. Sylvia P. Fernandez Pavia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH).
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Cuadro 2. Lista de aislamientos de chile habanero y origen geogréfico

Clave de aislamiento . o
Comunidad y municipio en Tabasco

en coleccion

CH132 Acachapan y Colmena, Centro, Tabasco
CH2 Cafales, Cardenas, Tabasco

CH3 Ra. Cumuapa, Cunduacéan, Tabasco
CH7 Ra. Cumuapa, Cunduacéan, Tabasco
CH14 Ra. Miahuatlan, Cunduacan, Tabasco
CH16 Poblado C-34, Huimanguillo, Tabasco

CPV-302° Morelia, Michoacan

"Testigo de referencia (P. capsici).

Para las pruebas de patogenicidad se propusieron 13 tratamientos los cuales
consistieron en la inoculacion sola o combinados de los aislamientos colectados (Cuadro
3). La unidad experimental fue una planta de chile habanero. La prueba de patogenicidad

se establecié como un disefio completamente al azar con cinco repeticiones (Cuadro 3).

Cuadro 3. Descripcion de los tratamientos.

Tratamientos solos Tratamientos combinados

Testigo* V8-Agar CH2-CH132 Fusarium sp. + Phytophthora sp.
CH2 Fusarium sp. CH3-CH132 Fusarium sp. + Phytophthora sp.
CHS3 Fusarium sp. CH7-CH132 Fusarium sp. + Phytophthora sp.
CH7 Fusarium sp. CH14-CH132 Fusarium sp. + Phytophthora sp.
CH14 Fusarium sp. CH16-CH132 Fusarium sp. + Phytophthora sp.
CH16 Fusarium sp.

CH132 Phytophthora sp.

CPV-302 P. capsici

Total 13

+ Testigo negativo; * Testigo de referencia.
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3.3.5. Disefio de camara humeda y trasplante

Para la incubacion de las plantas de chile inoculadas se disefi6 una camara humeda que
crearad un microclima favorable para el patégeno (Figura 4). El peat moss se esterilizd
como se menciona en el crecimiento de las plantulas. Cuando las plantulas de chile
habanero alcanzaron los 15 cm de altura se transfirieron a la camara humeda. Las
plantulas de chile habanero se mantuvieron con el sustrato saturado con agua destilada
estéril 48 horas en camara humeda previas a la inoculacion. Los riegos posteriores se
realizaban manteniendo agua libre dentro del tazon # 8.

D NG e S
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Figura 4. Camara humeda para la prueba de patogenicidad

3.3.6. Preparaciéon de indculo y método de inoculacion en plantas

Las cepas se desarrollaron en jugo V8-Agar para el caso de Phytophthora y PDA para
Fusarium. Los aislamientos de Fusarium tenian cinco dias de crecimiento a la
inoculacién, mientras que las colonias de Phytophthora tenian 18 dias. La inoculacion de
las plantas se realiz6 siguiendo la metodologia de Rico-Guerrero et al. (2004) con
modificaciones. Se utilizaron discos de micelio de las colonias. Con el sacabocados se

cortaron discos de 5 mm y con la aguja de diseccion se colocaron dos discos por
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aislamiento en la base del tallo sobre el suelo de acuerdo a los tratamientos. Los discos

de Fusarium se colocaron opuestos a los de Phytophthora.

Para el caso de las combinaciones Fusarium + Phytophthora, primero se inoculé a
Fusarium y 5 h después a Phytophthora, seguido de los tratamientos solos. Después de
la inoculacion, se dejo el sustrato 72 h saturado y posteriormente se les realizaron dos
perforaciones de 0.5 cm de didmetro a 1 cm de altura desde la base del vaso para que
el agua drenara y se mantuvieran en el tazon. Las plantulas de chile habanero se regaban

cada 48 h con agua destilada estéril y se mantuvieron a 25+5 °C.

3.3.7. Re aislamiento de las plantas inoculadas

Con la finalidad de hacer un segundo aislamiento del patégeno, se seleccionaron dos
plantas al azar por tratamiento y se corto tejido de donde se observaron los sintomas,
este fue desinfestado por inmersién en hipoclorito de sodio al 1% durante 90 seg,
posteriormente se lavaron tres veces consecutivas con agua destilada estéril, se secaron
y se sembraron en medio de cultivo V8-Agar. Las caracteristicas morfolégicas del
patégeno aislado de la prueba de patogenicidad se compararon con los originalmente
inoculados: tipo de colonia, esporangios, micelio para comprobar los postulados de Koch

descritos en Agrios (2005).

3.3.8. Variables cuantificadas

Incidencia: Las plantas fueron observadas cada 12 horas mafiana y tarde para
determinar los cambios morfolégicos de cada planta (tallo, hojas). Los datos se
registraron cada 12 h, y a los 10 ddi se calcul6 la incidencia de plantas con sintomas de

marchitez.

Incidencia (Y), representada como el porcentaje de plantas de cada unidad experimental

con necrosis y/o marchitez entre el numero de plantas totales multiplicadas por 100%.
Donde:

Y=Numero total de plantas con necrosis y/o marchitez/ Niumero total de plantas x 100.
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Los datos de la incidencia de plantas marchitas, a los 10 ddi, se graficaron utilizando el

programa Excel 2016.

Longitud de la necrosis del tallo: se midio a los 10 ddi con una regla, midiendo desde

la base del tallo necrético hasta los limites entre el necrosamiento y el tejido vegetal sano.

Andlisis de longitud de necrosis del tallo: se realiz6 un analisis de varianza utilizando el
método de Tukey con un nivel de significancia al 5% mediante el software InfoStat

Version estudiantil 2018.

3.4. Caracterizacion morfolégica de la cepa patdégena de chile

3.4.1. Tipo de micelio y dimensiones

La observacién del tipo de micelio y medicién se realizé con la preparacion de montajes
semipermanentes con lactofenol y se determinaron las caracteristicas del micelio como:
grosor en micras (um), tipo y aspecto. Las observaciones se realizaron en microscopio
optico 40x marca MOTIC® con camara digital. Las fotos se capturaron son el software

Motic Images Plus 2.0 y se midieron con el software Imagen Tool® 3.00 para Windows.

3.4.2. Esporangios dimensiones

La observacion y medicion de los esporangios se realiz6 mediante la preparacion de
montajes semipermanentes con lactofenol. Se tomaron medidas de 50 con un
microscopio marca MOTIC®, equipado con objetivo de 40x y camara digital. Las
imagenes fueron capturadas con el software Motic Images Plus 2.0. Las imagenes
fueron, medidas con el software Imagen Tool® 3.00 para Windows. Se registro la medida
de largo y ancho de los esporangios, el tamafio de la papila, la forma de los esporangios,
el largo del pedicelo y se calcul6 la relacién largo/ancho. Los datos fueron capturados en
una base de datos de Excel donde se determinaron los valores maximos, minimos y el

promedio.

3.4.3. Tipo de compatibilidad sexual
Se utilizaron dos cepas de referencia de P. capsici CPV-219 (A2) aislada de C.

pubescens de Morelia, Michoacan y PVM-161.2 (Al) aislada de C. chinense de Cuautla,
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Morelos proporcionadas por la Dra. Sylvia Patricia Fernandez Pavia de la UMSNH
(obtenidas por el M. C. Alejandro Soto Plancarte). El tipo de compatibilidad sexual se
determind siguiendo la metodologia de Fernandez-Pavia et al. (2004) con
modificaciones. Se emplearon las dos cepas de compatibilidad conocida A1 o A2 antes
mencionadas. Los apareamientos se realizaron en agar-ejote en cajas de Petri de vidrio
de 90 mm de diametro a 25+1°C durante 15 dias en oscuridad en una incubadora
Prendo®. La evaluacion se realiz6 tomando muestras de la interface de contacto entre
los dos aislados. Se determiné que el aislado era Al si formaba oosporas con la cepa de
referencia A2. Por el contrario, si se indujeron oosporas con la cepa de referencia Al, se
clasific6 como aislado tipo A2. Las caracteristicas sexuales y asexuales y sus
dimensiones se compararon con las claves de Stamps et al. (1990), Erwin y Ribeiro
(1996) y Matrtin et al. (2012).

3.5. Caracterizacion molecular de la cepa patégena de Phytophthora

3.5.1. Extraccién de ADN

La extraccion del ADN se realiz6 siguiendo la metodologia de Leslie y Summerell (2006)
con modificaciones. Donde el micelio se moli6 con ayuda de un mortero, un pistilo y
nitrégeno liquido. Una vez molido se coloc6 en un microtubo, en el que se le agreg6 500
pl de buffer de lisis (Tris HCI pH 8.0 100 mM, EDTA-Na2 20 mM, NaCl 1.4 M, CTAB 2%).
y 10 ul de SDS al 1%. Se agit6 10 seg a maxima velocidad en vortex y se adicionaron 10
ul de 2-Mercaptoetanol para después ser mezclados. El microtubo se incub6 a 65°C
durante 60 min, cada 20 min se agitaba el microtubo. Posteriormente se dej6 a
temperatura ambiente hasta que se enfriara, se adicionaron 50 pl de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1), y se agit6 en vortex durante 10 seg. Posteriormente en la centrifuga se
mantuvo a 10,000 rpm durante 8 min. El sobrenadante se transfiriéo a un microtubo nuevo
etiquetado, al cual se le agreg6 5 pl de Rnasa A, y se incubd a 37°C por 15 min. Se
agregaron 400 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se agité en vortex durante 10
seg y se puso 8 min en la centrifuga a 10,000 rpm. El sobrenadante se transfirié a un
microtubo nuevo etiquetado, al cual se le agregaron 700 pl de isopropanol frio (-20°C),
se agitdé manualmente y se incub6 a -20°C toda la noche. Al dia siguiente se centrifugé

a 10,000 rpm durante 8 min, se descarto el sobrenadante. Se agregaron 600 ul de EtOH
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absoluto frio, se agitd en vortex 10 seg, se centrifug6 a 10,000 rpm 10 min y se descartd
el sobrenadante. Finalmente se seco la pastilla del ADN a temperatura ambiente por 15
min. La pastilla se re suspendié en 50 pl de agua grado biologia molecular y se almacend6
a-20°C.

3.5.2 Amplificacién de ADN

La regién del COI (citocromo oxidasa subunidad 1) del ADN mitocondrial fue amplificada
con los iniciadores COIF-1 (5-TCAWCWMGATGGCTTTTTTCAAC-3’) y COIR-1 (5-
RRHWACKTGACTDATRATACCAAA-3’). La amplificacion en PCR se realizd en un
termociclador Eppendorf MasterCycler® Gradient bajo las siguientes condiciones: 2 min
a94°C, 34 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 55°C, 1 min a 72°C y un paso final de extension
a 72°C durante 10 min (Robideau et al., 2011).

3.5.3. Electroforesis en gel

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
disuelto en TAE 1X (Trizma Base 40 mM, acido acético 20 mM y EDTA 1 mM) y tefido
con bromuro de etidio a una concentracién de 0.5 ug/ml. La corrida electroforética se
llevé a cabo en una camara BioRad Modelo PowerPac 300 a 50 V durante 100 min. Los
geles fueron visualizados en un trans-iluminador con luz ultravioleta, UVP y las imagenes
fueron capturadas con un equipo Kodak EDAS-290. El analisis de los fragmentos se
calcul6 comparando contra el marcador de pesos moleculares de 1Kb (DNA ladder

Promega).

3.5.4. Purificacion de los fragmentos de ADN amplificados
Los fragmentos de ADN fueron purificados con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System—-Promega, siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. Los

productos de PCR fueron secuenciados en Macrogen, (Seul, Republica de Corea).
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3.5.5. Secuenciacién y alineacion de secuencias

Las secuencias obtenidas se ensamblaron y editaron usando el programa PreGap y Gap
(http://staden.sourceforge.net). Se cred una secuencia consenso y estas fueron
alineadas empleando el software CLUSTALX2 version 2.1.

3.5.6. Construccion de arbol filogenético

Las relaciones filogenéticas se estimaron empleando el programa MEGA-X (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) mediante el método de Maxima Verosimilitud (Maximum
Likelihood) con 1000 repeticiones bootstrap. El programa MEGA fue utilizado para inferir
el modelo de evolucion molecular. El modelo que se adecué a las secuencias fue el de

Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Area de estudio

4.1.1. Temperaturay humedad relativa

Los registros de la humedad relativa y la temperatura en los sitios de muestreo mostraron
rangos superiores a 18°C e inferiores a 36°C, mientras que la humedad relativa fue mayor
a 50% y menor de 90% (Figura 5).
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Figura 5. Temperatura (°C) y humedad relativa (%) al momento de la visita en la region Grijalva,
Tabasco.

Los datos de temperatura de los sitios S1, S2, S3, S4, S5 y S6 fueron inferiores al
promedio (26.8°C, SMN, 2019), y los sitios S7, S8, S9, S10, S11, S12, S13, S14y S16
fueron superiores a la media. Asimismo, se observé que la humedad relativa fue variable
sobre el periodo estando por debajo del 70% en la mayoria de los muestreos. Las
condiciones Optimas para el desarrollo de la marchitez del chile son temperaturas de 25
a 30°C y condiciones de humedad (Hausbeck y Lamour, 2004). En este estudio las visitas
a los sitios fueron de enero a mayo. Meses en los cuales la temperatura y humedad
fueron favorables para el desarrollo de la enfermedad en 8/16 sitios (S1, S2, S3, S4, S5,
S6, S7, S16). Cabe destacar que, hubo sitios que no presentaron las condiciones de
temperatura y humedad relativa para el desarrollo de la enfermedad, sin embargo, se
colectaron plantas con sintomas de marchitez (S12, S13, S14). De acuerdo a las
condiciones de temperatura y humedad, los meses favorecieron el desarrollo de la
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enfermedad en algunos sitios. Las condiciones ambientales pueden ayudar a retardar o

acelerar el proceso de infeccion y desarrollo de algunas enfermedades (Keane y Kerr,
1997; Hardwick, 2002).

4.1.2. Caracteristicas fisico-quimicas de los suelos

Con base al andlisis del suelo, la textura que predomina en los sitios muestreados es la
textura franco limosa (FrL) (46.7%), franco arcillo limosa (FrAL) (20%) y arcillosa (Arc)
(13.3%), entre otras (Figura 6).
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Figura 6. Tipos de textura en el cultivo de chile habanero en la Region Grijalva, Tabasco. FrL =
Franco limosa; FrAL = Franco arcillo limosa; Arc = Arcillosa; Fra = Franca; FrA = Franco
arenosa; ArL = Arcillo limosa.

La importancia de la textura, se debe a que esta relacionada con el contenido de agua,
la capacidad de drenaje de los suelos, lo que a su vez influye en la pérdida de nutrientes
por lixiviacion y mineralizacién de la MO (Flores et al., 2013). Por ejemplo, los suelos
expuestos a grietas carecen de nutrientes o son deficientes, la razén es que la lixiviacion
es alta en estos suelos y los nutrientes se pierden. Los suelos arcillosos presentan mas
microporos y retienen mas agua que aire, lo que los caracteriza como suelos anegados.
Por el contrario, los suelos arenosos suelen ser suelos secos, porque tienen menos
poros, pero estos son mas grandes permitiendo que el agua drene rapidamente (Amooh
y Bonsu et al., 2015). En este estudio, la mayoria de los sitios presentaron suelos francos,

los que les permite que no se encharquen cuando es la temporada de lluvias y que no
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se desarrollen los patdgenos del suelo, y por consiguiente no haya desarrollo de

enfermedades.

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de las propiedades quimicas de los suelos
obtenidos de las plantaciones visitadas. El pH fue neutro en el 80% de los sitios
muestreados, 13.4% fue moderadamente alcalino y el 6.6% fue moderadamente &cido.
El pH del suelo, ademés de ser esencial en la absorcion de nutrientes, también se ha
notado que influye en el desarrollo de patdgenos y los antagonistas de estos. Alhussaen
(2012) encontr6 que algunos patdgenos (Pythium ultimum y F. oxysporum) se desarrollan
en condiciones de pH cercano al neutro, mientras que, Jambhulkar et al. (2015),
mencionan que en pH acidos se inhibe la esporulacion de Phytophthora spp. En nuestro
caso en 12 de los 15 sitios el pH fue 6ptimo para el cultivo de chile y a su vez favoreciente
para el desarrollo de Fusarium, lo cual explica el mayor numero de aislamientos de este

género.

Cuadro 4. Numero de sitios y clasificacion de las propiedades quimicas del suelo por
sitios de acuerdo a la NOM-021-SEMARNAT-2000.

Propiedad Categoria Rango N(.)'. de
sitios
Moderadamente acido 5.1-6.5 1
pH Neutro 6.6-7.3 12
Medianamente alcalino 7.4-8.5 2
Materia Medio 1.6-3.5 11
organica (%) Alto 3.6-6.0 3
suel}os_ no Muy alto >6.0 1
volcanicos
Pobre 0.05-0.10 7
Nt (%) Medio 0.11-0.15 4
Rico 0.16-0.25 4
Bajo <15 0
P Bray-Kurtz Me(J:Iio 15-30 5
mg kgt
Alto >30 10
Bajo 0.2-0.3 0
K Cmol (+) kg Medio 3.6-6.0 14
Alto >6.0 1
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En materia organica (MO) el 73.4% de los sitios presentaron niveles medios, el 20%
niveles altos y el 6.6% niveles muy altos. La MO juega un papel importante en el suelo,
debido a que, altos contenidos de MO presentan grandes poblaciones de
microorganismos antagonicos que pueden reducir el tiempo de supervivencia de los
patdgenos que causan enfermedades en las plantas (Keane y Kerr, 1997). Por su parte,
Jambhulkar et al. (2015) mencionan que la MO puede ser efectiva para reducir patdgenos
como las especies de Fusarium, Phytophthora, Pythium, R. solani, entre otras, porque
hay mayor competencia entre ellos, hay liberacion de compuestos fungitoxicos durante
la descomposicion de la MO o hay una induccién de resistencia sistémica en las plantas.
La mayoria de los sitios presentaron niveles de MO medio, por lo que los suelos se
mostraron como suelos supresores, es probable que por esta razén no se obtuvieron

muchos aislamientos.

El nitrégeno total de los sitios fue pobre para el 46.6%, medio para el 26.7% y solo el
26.7%rico. EIN es esencial para el crecimiento de las plantas, y también es determinante
en la severidad de las enfermedades. La severidad de una enfermedad causada por
parasitos obligados (Puccinia graminis, Erysiphe graminis, entre otros) es mayor cuando
los niveles de N son altos. En cambio, cuando los niveles de N son altos, la severidad
disminuye en presencia de parasitos facultativos (Alternaria solani, Fusarium
oxysporum), entre otros (Dordas, 2008). En este caso la mayoria de los sitios se
mostraron como pobres en nitrogeno, por lo que este nutriente pudo influir en la

incidencia de la enfermedad encontrada en el presente estudio.

Los sitios resultaron tener contenidos altos de fésforo (66.7%) y el 33.3% tener
contenidos medios. Niveles altos de fosforo permite evadir algunas enfermedades
(Velasco, 1999). En este estudio la mayoria de los sitios presentaron niveles altos de P,
lo cual puede explicar la baja incidencia de la marchitez en la regién Grijalva, Tabasco.
Para el caso del potasio el 93.3% de los sitios presentaron niveles medios de este
nutriente y el 6.7% restante fue alto. El potasio al estar relacionado con las funciones
metabdlicas y el crecimiento permite modificar la resistencia o susceptibilidad a las
enfermedades (Velasco, 1999). En algunos casos cuando los niveles de potasio son altos
la severidad de las enfermedades fungicas, bacterianas y el dafio por plagas disminuye,
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pero no para el caso de las enfermedades causadas por virus (Amtmann et al., 2008;
Dordas, 2008).

En general los suelos de los sitios muestreados presentaron niveles medios de materia
organica y potasio, niveles altos de fosforo y resultaron ser pobres en cuanto a nitrogeno
total. Por lo anterior, algunos sitios presentaron marchitez del chile, pero debido al
contenido nutrimental del suelo, este pudo influir en el desarrollo de la marchitez del chile.

4.2. Manejo agricola del chile habanero en la subregion Chontalpa-Centro

4.2.1. Superficie cultivada y relieve

La produccién de chile habanero de acuerdo a los productores se realiza en pequefios
terrenos que variaban 84 a 3500 m?, dado que son pequefios productores vy
ocasionalmente la produccion es so6lo para el autoconsumo. Esto es similar a lo reportado
por Palma-Lépez y Triano (2007), quienes refieren que los productores de chile de
habanero utilizan su producto para auto consumo o para la venta en mercados

regionales.

Las siembras de chile habanero se realizaron sobre terrenos planos (100%). Los sitios
se encuentran ubicados dentro de la Planicie Costera del Golfo Sur (PCGS), mas
especificamente en una planicie fluviodeltaica inactiva (PFDI) y planicie fluvial activa
(PFA) (Zavala-Cruz et al., 2017).

4.2.2. Preparacion del terreno

De acuerdo a los productores, la preparacion del suelo es una actividad que no se realiza.
El 60% de la produccién se realiza directa (labranza cero), y el 40% restante menciona
gue elabora camas (labranza minima). Una ventaja de la labranza cero, es mayor
humedad en el suelo, que en la labranza convencional (uso de maquinaria agricola), sin
embargo, el desarrollo del sistema radical se ve afectado por la falta de preparacion del
suelo (Demuner-Molina et al., 2012a, Demuner-Molina et al., 2014b). La labranza cero y
minima permite contenidos de MO mayores que con la labranza convencional (Leyva et
al., 2014), lo cual concuerda con los resultados de materia organica de los analisis

guimicos de los sitios al presentar principalmente contenidos medios (Cuadro 4).
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4.2.3. Tipo, fechas de siembra y variedad

El método de siembra adoptado en el cultivo de chile habanero en la region Grijalva es
de tipo trasplante, y este método de siembra es el mas recomiendo para el cultivo de
chile, debido a que, permite planificar la siembra, se hace un uso eficiente de la semilla,
y que el crecimiento del cultivo sea uniforme (Pardo, 2006; Vazquez-Casarrubias et al.,
2011). Este tipo de siembra, al utilizar plantulas se reduce el ataque de patdgenos de

suelo como Phytophthora, Fusarium y Pythium, entre otros.

Las fechas de siembra fueron variables, el 86% de los productores mencionaron que la
siembra fue realizada del 10 de septiembre al 03 de diciembre de 2017, mientras que el
14% lo hizo del 02 de enero al 15 de abril de 2018. Para los agricultores de la region
Grijalva, la fecha de siembra es importante, en la mayoria de los sitios se llevé acabo en
la época de tornamil (octubre a febrero), fechas en las que el agricultor busca aprovechar
la humedad residual y temperaturas relativamente bajas para climas tropicales,

normalmente estas condiciones mitigan los efectos de las enfermedades.

La variedad de chile habanero Orange es la mas utilizada por los productores (73%),
seguida de la Jaguar (20%) y Chichen Itza (7%). Las plantulas de chile habanero se
obtienen principalmente de Teapa (40%), Huimanguillo (26%), Centro (20%) y Cardenas
(14%). La variedad Jaguar, a pesar de no ser la mas utilizada, es recomendada dentro
del paguete tecnolégico de este cultivo por el INIFAP (2017), porque posee las mejores
caracteristicas genéticas y productivas, ademas de ser resistente a plagas y
enfermedades.

4.2.4. Densidad y arreglo topografico

El 80% de los productores respondieron que la densidad de siembra establecida va de
10,000-20,000 plantas ha?, mientras que el 20% restante establecieron su cultivo en
densidades que fueron de 20,000 a 24,000 plantas ha?. Los sitios visitados se
encuentran dentro de las zonas fisiograficas de Vega de rio y Llanura Aluvial, para las
cuales las densidades recomendadas son 8,400 y 10,000, respectivamente Pardo
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(2006). Las densidades son altas de acuerdo a la zona fisiogréfica a la que los sitios
muestreados pertenecen. Cuando la densidad de siembra es alta se crea un microclima

aumentando la humedad, lo que favorece el desarrollo de patégenos.

El arreglo topografico de la plantacién es de 1 a 1.5 m entre hileras y 0.3 a 1.0 m entre
plantas, y dependera de la variedad, si esa es arbustiva o muy arbustiva. De acuerdo al
arreglo de la plantacion los resultados se encuentran dentro de los reportado por Villa et
al. (2014) y Lépez et al. (2018) 1.5 my 1.2 entre hileras; 0.5 y 0.35 m entre plantas.

4.2.5. Riego y tipo de drenaje

En cuanto a riego, el 20% de los sitios contaban con sistema de riego, debido a que
fueron establecidos en invernadero de tipo malla, mientras que el 80% se registré a
campo abierto y de temporal. Los agricultores que no contaban con sistema de riego,
mencionaron que ocasionalmente habia presencia de lluvias, las cuales proporcionaron
riegos de auxilio al cultivo. Por otro lado, contar con sistema de riego y condiciones de
invernadero tipo casa de malla permite aumentar la produccién, proteger la cosecha de
factores adversos como temperaturas extremas, proteger los cultivos de plagas y
trasmisores de enfermedades precipitacion intensa, y hacer uso eficiente del agua (Villa
et al., 2014; INIFAP, 2017; Lépez-Lopez et al., 2018). El contar con tecnologia para la
produccién de chile habanero como sistema de riego e invernadero tipo malla, disminuye
la presencia de plagas y enfermedades. Por ejemplo, los sitios de temporal, cuando es
la época de lluvias, presentan inundaciones que favorecen el desarrollo de patégenos
del suelo como especies de Phytophthora, Pythium, Fusarium, entre otros, y si ho se

maneja el riego, estos pueden causar dafios al cultivo de chile habanero.

De acuerdo a los productores y a las observaciones se identifico que el 53.3% cuenta
con drenaje regular debido a que, realizaron pequefias zanjas (<0.6 m) para el agua
excedente o para disminuir la incidencia de encharcamientos. El 40% disponen de buen
drenaje, porque los productores elaboran zanjas profundas (0.6 a 1.5 m), que permiten
gue el agua drene y el cultivo se mantenga libre de excesos de agua en la superficie,

mientras que, el 6.7% cuenta con mal drenaje, considerado asi, porque tienen zonas del
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terreno con encharcamientos por un tiempo prolongado cuando las lluvias son continuas
y abundantes (Figura 7).
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Figura 7. Tipos de drenajes presentes en el cultivo de chile habanero en la regién Grijalva,
Tabasco.

El drenaje del suelo es una propiedad importante que si no se maneja puede afectar el
crecimiento y desarrollo de las plantas, el transporte de solutos en el suelo, sobre todo
puede proveer un ambiente favorable para el desarrollo de enfermedades infecciosas.
En este caso se puede decir que los productores tienen un buen manejo del agua en las
areas de cultivo de chile estudiada. Lo que explicaria la baja incidencia de las
enfermedades radiculares por infecciones de patégenos de suelo.

Otros efectos del mal drenaje es que cuando un suelo se inunda existe una deficiencia

de oxigeno, el cual cambia el metabolismo de las plantas Jiménez et al. (2012).

4.2.6. Cultivos anteriores y problemas

El 20% de los productores no tenian cultivos anteriores al establecimiento del chile,
debido a que, el suelo no era arable, el 46.7% habia cultivado platano, el 13.3% potrero,
el 13.3% maiz y el 6.7% cacao. Lo anterior es similar a lo reportado por Palma-Lopez y
Triano (2007), quienes mencionan que de 1971 a 1994 los suelos de Tabasco

principalmente han sido cultivados por maiz, cacao, coco, cafia de azucar y platano,
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entre otros. Por su parte, Zavala-Cruz et al. (2009) indican que el 47.5% de los suelos de
Tabasco son utilizados por pastizales, el 10% por cultivos perennes y vegetacion
secundaria (cacao, coco y acahual) y solo el 1.6% para cultivos semiperennes (platano
y cafia de azucar). Ademas del uso del suelo para pastizales, se utiliza para el maiz, el
café, el frijol, el cacao entre otros, ya sea para autoconsumo o para el mercado local
(Zavala-Cruz et al., 2017).

En la Figura 8 se muestran los principales problemas que se presentaron en cultivos
anteriores al establecimiento del chile habanero, en la region Grijalva. Los productores
respondieron tener mas de un problema. Se observo que las plagas son el principal
problema (36.8%), seguido de las enfermedades (21%). El 26.5% manifesté que fueron
agua y malezas, el resto no presentaron problemas porque el uso del suelo no era
agricola. Garcia-Hernandez et al. (2009), concuerdan con que los problemas mas

frecuentes en la produccion de alimentos son las plagas y enfermedades.
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Figura 8. Principales problemas en cultivos anteriores al establecimiento del chile habanero en

la region Grijalva, Tabasco.

Cih-Dzul et al. (2011) y Pérez-Moreno et al. (2014) sefalan que, a parte de las plagas y
las enfermedades existen otros problemas que afectan la productividad agricola regional
como, el clima y las malezas. Por ejemplo, en Tabasco se ha observado que los

principales problemas en cacao, se deben al mal manejo de plagas y enfermedades,
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conjuntamente con un mal drenaje en época de lluvias, lo que afecta la productividad de

este cultivo (Cordova-Avalos et al., 2001; Ortiz-Garcia et al., 2015).

4.2.7. Cultivos asociados y circundantes

El 60% de los productores mencionan que no tenia cultivo asociado al chile habanero,
del cual el 13.3% de ese porcentaje corresponde a los sitios con invernadero de tipo
malla, en el municipio del Centro. Mientras que, el 40% presentaba cultivos asociados
como, platano en su mayoria, maiz, yuca, frijol, papaya, limon, naranja, y hortalizas
como, betabel, cilantro y lechuga. La asociacion de cultivos es una practica que se realiza
para el aprovechamiento del suelo, agua y ademas resulta ser una alternativa para
mejorar la economia del campesino y satisfacer las necesidades basicas de su familia.
No obstante, hay que saber que cultivos se pueden asociar, ya que no todas las
asociaciones suelen resultar econdmica y ambientalmente competitivas (Cruz et al.,

2013; Ruiz-Gonzélez y Victorino-Ramirez, 2015).

Respecto a los cultivos circundantes al chile habanero, se obtuvo que el 13.3% no tenia
cultivos y en su lugar se encontraban casas, el 26.6% tenia cacao, 13.3% potrero, otro
13.3% tenia platano, y el 33.5% restante contaban con jitomate, calabaza, yuca, maiz,
malanga, y frutales (guanabana, naranja y mango). Se noté una amplia diversidad de
cultivos circundantes al chile habanero, se puede inferir que son una fuente de
diseminacion de plagas y enfermedades, dado que se observo que dos sitios presentaron
problemas de mosquita blancay pulgén, porque en su vecindad hortalizas como jitomate
y calabaza. Los insectos, ademas de ser vectores de enfermedades, también son fuente
de diseminacion de patdgenos, junto con el viento, los animales, la herramienta y el agua,
entre otros (Agrios, 2005; Lugo et al., 2011).

4.2.8. Poda

Los productores de la region Grijalva indicaron que no realizan poda al cultivo de chile
habanero. Apodaca-Gonzélez et al. (2016) mencionan que la poda es una actividad que
rejuvenece el cultivo, porque con ella se eliminan los brotes y con esto se mejora el

desarrollo de los frutos. No obstante, para evitar posibles infecciones en las heridas por
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patdogenos Pardo (2009) recomienda aplicar productos como Oxicloruro de sodio o

Captan al término de esta actividad.

4.2.9. Fertilizacion y control de malezas

Los productores dela region Grijalva mencionaron hacer uso de la fertilizacion quimica
(53.3%) con productos como Urea, Triple 17, Fosfato diaménico, Cloruro de potasio, Gro-
green. El 13.3% indico que fertiliza de manera organica con sustratos (compostas), y
otros de origen comercial como Aitia, Invasore y Algavit. Mientras que, el 26.7%
manifestd que combina los dos tipos de fertilizacion y solo el 6.7% no fertiliza (Figura 9).
La combinacién de productos quimicos y organicos ademas de reducir los costos de
produccién, favorecen los rendimientos, incluso mas de los que se logran con el uso de
guimicos (Flores-Aguilar et al., 2012). El que los productores de chile habanero fertilicen,

permite que las plantas estén vigorosas y que no sean susceptibles al atague de

patégenos.
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Figura 9. Métodos de fertilizacién empleados en el cultivo de chile habanero en la region Grijalva,
Tabasco.

La presencia de malezas en el cultivo de chile habanero de acuerdo a los productores
fue baja. El 66.7% de los productores de chile expresaron que controlan las malezas

utilizando el método manual (machete y azadon), el 13.3% hace uso exclusivo de
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herbicidas como Paracuat, Glifosato y Metsulfuron Methyl, y el 20% restante combina

ambos métodos (Figura 10).
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Figura 10. Métodos empleados en el control de malezas en la Region Grijalva, Tabasco.

Cuando los productores no realizan el control de malezas, estas compiten con el cultivo
de chile habanero por nutrientes, espacio, luz, agua y espacio, ademas de ser
hospederas de plagas y enfermedades, incluso algunas pueden inhibir el crecimiento del
chile habanero a través de exudados alelopaticos radicales (Diaz y Pérez, 2005 citado
por Pérez-Moreno et al., 2014). Para el control de malezas el INIFAP (2017), recomienda
el uso de azaddn o machete y si se hace uso de herbicidas conocer el tipo de maleza a
controlar, tomar en cuenta si el herbicida requiere humedad en el suelo al momento de
la aplicacion y considerar la edad del cultivo. Por su parte, el Paracuat controla malezas
anuales, mientras que el Glifosato controla tanto malezas anuales como perennes
(Rodriguez-Ruiz y Agluero-Alvarado, 2011). Se observo gue la presencia de malezas no
fue un problema en el cultivo de chile habanero, porque la superficie sembrada es

pequefia (<1 ha) lo que les facilita el control.

4.2.10. Plagas y enfermedades
La presencia de plagas segun las respuestas de los productores fueron de los principales
problemas que se presentan en el cultivo de chile en la region Grijalva, siendo el acaro

(Poliphagotarsonemus latus) la plaga mas importante (33%), seguida del pulgén (Myzus
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persicae) (22%) y mosquita blanca (Bemisia tabaci) (15%) entre otras. En efecto, Lopez-
Lépez et al. (2018) mencionan que en Tabasco el &caro y la mosquita blanca se
presentan en el cultivo de chile habanero. El acaro ademas de ser la plaga mas
importante en este cultivo, también lo es para otros cultivos de importancia econémica
como: tomate, papa y otras hortalizas. Le siguen los pulgones, la mosquita blanca, los
trips, estas varian de acuerdo al tipo de hortaliza, zona de produccion y clima (Ruiz et
al., 2011; Garcia-Gutiérrez y Rodriguez-Meza 2012).

Para el control de estas plagas los productores, emplearon productos quimicos como:
Cipermetrina, Imidaclopid, Azufre, Abamectina, Dimetoato, Malation, Metamidofos y
Metomilo y productos botanicos comerciales como: Killmite, Natural Plus, Kotoni y Extra
Natural Plus. También aplicaron productos artesanales como el extracto de ajo e infusion
de neem; considerados asi porque estan compuestos por extractos de plantas con accion
repelente contra algunas especies de insectos. Los botanicos artesanales son
elaborados por el mismo productor. El 40% de los productores utilizaron Unicamente el
control quimico, y otro 40% quimico + botanico comercial, el resto se divide entre los que

solo utilizo el control botanico comercial y artesanal (Figura 11).
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Figura 11. Métodos y clasificaciéon de productos por frecuencia de uso en el control de plagas en

chile habanero en la region Grijalva, Tabasco.

Debido a la alta incidencia de plagas en muchos cultivos de importancia econémica

(Guigbn-Lépez y Gonzalez-Gonzélez, 2007), el control quimico es el método mas
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empleado, por su rapida accion. No obstante, el mal manejo de productos quimicos ha
dado como resultado que muchas plagas se vuelvan resistentes a uno o varios
insecticidas y que las poblaciones de enemigos naturales disminuyan drasticamente
(Pérez y Landero, 2009). En el cultivo de chile habanero se observaron incidencias altas
de acaro, mosquita blanca y pulgon, porque aledafio al cultivo habia hortalizas (calabaza
o jitomate). El control de estas plagas con los productos quimicos y organicos no era

eficiente, lo que hacia que estas emigraran al chile habanero.

Referente a las enfermedades, los productores de chile habanero mencionaron que las
enfermedades virales y la marchitez del chile son las de mayor frecuencia. Los
productores sefialan que cuando la presencia de plagas es mayor, las plantas mostraban
sintomas de manchas y enchinamientos de las hojas, las plantas no crecian y esta ya no
producia frutos. Respecto a la marchitez del chile, sefialan que esta enfermedad se
presenta en época de lluvias y que los sintomas que las plantas presentan son marchitez
y que las hojas se van secando. También se menciond la presencia de antracnosis, el

productor con este problema mencion6 que en los frutos se observaban manchas negras.

El 73.3% de los productores del chile habanero en la regién Grijalva sefialaron que realiza
un control de enfermedades; de este porcentaje el 33.3% utiliza productos organicos, el
13.3% quimicos y el 26.7% la combinacion de ambos. La aplicacion de los productos lo
hacen para prevenir y controlar, el uso de estos productos es de uno hasta tres por
productor. El 26.7% restante no realiza ningun tipo de control. En la Figura 12 se
muestran los productos mas utilizados como: Killmite, Mancozeb y Captan. Pardo (2006)
menciona el uso de Captan para el control de damping-off o secadera de la plantula del

chile, en la etapa de almacigo.
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Figura 12. Funguicidas empleados en control de enfermedades en la regién Grijalva, Tabasco.

La virosis fue la enfermedad que se observo en la mayoria de los sitios, debido a la alta
incidencia de plagas. Las plantas presentaban enanismo, enchinamiento y moteado de
las hojas. Ademés de la virosis, en el 40% de los sitios se observaron plantas con
sintomas de marchitez. El sintoma de marchitez fue general en los sitios que presentaron
la marchitez del chile, solo en un sitio se percibié dafio a la raiz, dado que el cultivo ya
se encontraba en la etapa final y en algunas plantas la severidad de la marchitez fue
mayor. En otros sitios, se observé que las plantas mostraron manchas irregulares de
color café a negro en la base del tallo y/o en las partes aéreas. También habia plantas
gue mostraban marchitez y las hojas se secaban. Las plantas cercanas a las que
presentaban los sintomas de marchitez se encontraban verdes, vigorosas sin ningan
sintoma que indicara que estaban enfermas. En un solo sitio, se observaron manchas en

los frutos con una parte hundida y la formacién de anillos de color negro.

Para el control de las enfermedades, los productores hacen aplicaciones de los
productos antes mencionados. Sin embargo, la mayoria desconoce el tipo de
enfermedad, los momentos de aplicacion y la dosis de los funguicidas. Por lo que, la
aplicacién de los productos no siempre controla la enfermedad. Esto hace que los costos

de produccién sean mayores.
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4.2.11. Experienciay asistencia técnica

El 33.3% de los productores de chile habanero contestaron que era la primera vez que
lo cultivaban y que tenian poco tiempo de conocer su manejo y por ende no contaban
con mucha experiencia. El 46.7% indicé contar con experiencia superior a los dos afios
y solo el 20% con experiencia mayor a 10 afios. Sin embargo, para contribuir al
conocimiento del manejo de este cultivo, los productores mencionaron que se les otorgo
un programa para la siembra de este, el cual les brindaba asesoria técnica por parte de
tres extensionistas para el control de plagas y enfermedades, ademas de algunos
productos organicos. El no contar con la suficiente experiencia, ha propiciado que
algunos productores se desanimen y quieran cambiar el cultivo por alguno mas rentable.
Como es el caso de los productores gue tiene alta incidencia de plagas que, al no tener
conocimiento del manejo del &caro, la mosquita blanca y el pulgén, optan por cambiar de

cultivo.

Referente a la asistencia técnica, no todos los productores fueron beneficiados con el
programa, el 13.4% no recibe asistencia técnica de ningun tipo y el 86.6% si, cabe
mencionar que la informacion que se les proporciona es general (fertilizacion, control de
plagas y enfermedades). El propdsito de dicha asistencia es aumentar los rendimientos
y esta se logra mediante asesoria constante en actividades como: proceso de
produccion, industrializacion, distribucion y comercializacion (Alvarez-Calderén et al.,
2017). Aunque los productores solo reciben asistencia general, esta les permite mejorar
los rendimientos si no cuentan con la suficiente experiencia en el manejo del chile

habanero u otros cultivos.

4.2.12. Manejo agricola tipico del chile habanero en la region Grijalva

El manejo tipico de los pequefios productores de chile habanero en la region Grijalva se
realiza en superficies pequeiias, menores a 0.5 ha, en terrenos planos. La siembra es
directa, porque los productores generalmente no preparan la tierra. Es de trasplante con
plantulas de chile habanero variedad Orange, obtenidas principalmente de un vivero de
Teapa. La fecha de siembra se realiza cuando el periodo de lluvias es mayor, o cuando

este ha terminado. La densidad de siembra en promedio es menor de 10,000 plantas ha
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1, El arreglo topogréfico de la plantacién promedio es de 1.3 m entre hileras y 0.6 m entre

plantas.

La produccion de chile habanero es principalmente a campo abierto de temporal. Los
productores cuentan con drenaje de bueno a regular, porque realizan zanjas que permite
gue el agua no se estanque cuando las lluvias son frecuentes. Antes del establecimiento
del chile habanero, el uso del suelo principalmente era de platano, traspatio, maiz,
potrero y cacao, siendo las plagas y enfermedades los principales problemas que mas
se presentaron. Los productores de chile habanero lo asocian con mas de dos cultivos
como: platano, maiz, yuca, papaya, limoén, naranja, betabel, cilantro, lechuga. Los
cultivos circundantes al chile habanero, son: cacao, potrero, platano, jitomate, calabaza,
yuca, maiz, malanga, guanabana, naranja y mango. La poda es una actividad que no se

realiza por los productores.

La fertilizacion del chile habanero es principalmente mediante el uso de fuentes
inorganicas como la Urea y el Triple 17, entre otros. Algunos utilizan fuentes organicas
comerciales como: Aitia, Invasore, Algavit y sustratos. También hay quienes hacen uso
de ambos tipos de fertilizacion. La presencia de malezas fue poca y esta no fue un
problema, ya que son controladas con el uso de machete, y muy pocos productores

utilizaban herbicidas como Paracuat, Glifosato, algunos combinaban ambos métodos.

Las principales plagas que se presentaron fueron: el &caro (Poliphagotarsonemus latus),
el pulgén (Myzus persicae) y la mosquita blanca (Bemisia tabaci). Para su control, se
hacen aplicaciones de insecticidas inorganicos como Cipermetrina e Imidaclopid, entre

otros, y como insecticidas organicos aplican Killmite, Natural plus, Kotoni y otros.

La principal enfermedad que se presenta es viral debido a la alta incidencia de plagas.
La marchitez del chile es una enfermedad que se presenta principalmente en época de
lluvias. Para el control de las enfermedades los productores aplican varios productos
organicos e inorganicos como: Killmite, Mancozeb y Captan, entre otros. La mayoria de
los productores hacen aplicaciones de mas de un producto para prevenir o curar las
enfermedades. La mayoria de los productores de chile habanero reciben asistencia

técnica general (fertilizacion, plagas, enfermedades y malezas).
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4.3. Aislamiento y pruebas de patogenicidad

4.3.1. Visitas a las plantaciones y descripcion de sintomas

La etapa del cultivo de chile habanero al momento de la visita fue diferente. Los sitios
S10y S12, se encontraron en etapa de crecimiento vegetativo, los sitios S1, S2, S4, S5,
S6, S7, S8, S9, S16 se encontraron en etapa de desarrollo del fruto, los sitios S3y S14
en etapa de maduracion y con mas de un corte, y los sitios S11 y S13 en etapa final de
desarrollo del cultivo. La incidencia por sitio de plantas de chile con sintomas de
marchitez del chile en los municipios de Cardenas, Cunduacan, Huimanguillo y Centro
fue menor al 10%. La distribucion de la enfermedad fue al azar, es decir, en el terreno no
se mostraron manchones, mas bien se observaron plantas distribuidas esporadicamente

en diferentes areas del terreno.

En la Figura 13 se muestra una planta representativa que fue colectada y los sintomas
de la marchitez al momento de la visita en los municipios de Cardenas, Cunduacéan,

Huimanguillo y Centro, con diferentes avances de la enfermedad.
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Figura 13. Sintomas por municipio. (A) Cardenas S2 planta con hojas marchitas y flacidas; (B)
Cunduacan S3 planta con hojas marchitas y flacidas; (C) Huimanguillo S16 planta
marchita y hojas secas; (D) Centro S13 planta muerta por marchitez, planta seca.
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La planta del municipio de Cardenas presentaba marchitez total de la planta, pero no se
observaron dafios en la base del tallo ni en las raices (Figura 13A), la distribucién de este
tipo de plantas era al azar y no se notaron manchones. La planta de Cunduacan mostraba
marchitez y algunas hojas estaban empezando a cambiar de verde a café claro, las
plantas cercanas no mostraban los mismos sintomas (Figura 13B). La planta de
Huimanguillo mostré una marchitez mas severa; las hojas cambiaron de verde a café
claro, se observaban manchas irregulares de color café oscuro en la base del tallo y en
algunos casos en las partes aéreas de la planta (Figura 13C). La planta del municipio de
Centro, se encontraba en la etapa final del cultivo, razén por la cual, la planta de chile
habanero se mostraba de color café claro, el interior del tallo estaba completamente seco

y hueco, y se observo pudricion en las raices (Figura 13D).

4.3.2. Patbégenos aislados

De los 15 sitios visitados, el 40% mostraron la presencia de plantas con marchitez
mismas de las que se hicieron aislamiento de hongos y oomicetes en caja con medio de
cultivo, y en el 60% restante no se colectaron plantas con sintomas de marchitez, porque
en esos sitios la enfermedad no se presentd, quiza porque en los meses de las visitas
en los sitios la temperatura, humedad relativa y precipitacion no fueron favorables para
el desarrollo de la enfermedad. En el Cuadro 5 se muestran los detalles de los
aislamientos obtenidos de plantas de chile habanero con sintomas de marchitez

colectadas en la region Grijalva Tabasco.

Cuadro 5. Descripcion de los aislamientos obtenidos de plantas de chile habanero con

sintomas de marchitez en la region Grijalva, Tabasco.

Sitio Clave de aislamiento en coleccion Organismo aislado
S2 CH2 Fusarium sp.
S3 CH3 Fusarium sp.
S7 CH7 Fusarium sp.
S14 CH14 Fusarium sp.
S16 CH16 Fusarium sp.
S13 CH132 Phytophthora sp.
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Del 40% de los sitios que presentaron marchitez se obtuvieron cinco aislamientos del
género Fusarium (33.3%) y uno de Phytophthora (6.7%). Esto es similar a lo reportado
por Guigon-Lopez y Gonzéalez-Gonzales (2001) quienes encontraron esporadicamente a
P. capsici causando marchitez en plantas de chile en Villa Lopez Chihuahua. Vasquez et
al. (2009), Lozano et al. (2015) y Pérez-Acevedo et al. (2017) reportaron aislar,
ocasionalmente a P. capsici y principalmente a especies del género Fusarium,
Rhizoctonia, entre otros. Esto puede ser posible porque en el suelo habita una gran
diversidad de microorganismos como hongos (Fusarium spp., Rhizoctonia solani,
Verticillium dahliae), oomicetes (Pythium spp., Phytophthora spp.), bacterias, entre otros.
Algunos con la capacidad de causar enfermedades con sintomas similares a los que se

presentan por P. capsici (Black et al., 1991).

4.3.3. Prueba de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad mostraron que el aislamiento CH132 obtenido de
Acachapan y Colmena, Centro resultd ser patogénico sobre las plantulas de chile
habanero causando marchitez y necrosis en la base del tallo y muerte de la plantula;
sintomas similares a lo reportado por Lozano et al. (2015) y Smith et al. (2019).

A los 16 ddi fueron mas evidentes los sintomas de marchitez, necrosis del tallo y muerte
de las plantulas de chile habanero, en los tratamientos que fueron inoculados con P.
capsici, independientemente si fueron solos (Figura 14) o combinados con Fusarium spp.
(Figura 15). Mientras que, los tratamientos de Fusarium solos no mostraron sintomas y
las plantas se mostraron verdes y vigorosas igual al testigo, durante todo el experimento,
(Figura 16).
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Testigo CPV-302 CH132

Figura 14. Dafo a los 16 ddi por P. capsici aislada de chile habanero en Morelia, Michoacan
(CPV-302) y Phytophthora sp. (CH132) aislada de chile habanero en Centro,
Tabasco.

Testigo CH2-CH132 CH3-CH132  CH7-CH132 CH14-CH132 CH16-CH132

Figura 15. Dafio a los 16 ddi, por los tratamientos de Fusarium spp. combinados con
Phytophthora sp. aislada de chile habanero en Centro, Tabasco.

Testigo CH2 CH3 CH7 CH14 CH16
Figura 16. Aspecto de las plantas inoculadas con Fusarium spp. a los 16 ddi.
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Por otra parte, los sintomas y la aparicién de estos se ha visto que son variables, debido
a que pueden estar influenciados por factores ambientales como; la temperatura,
humedad, precipitacién, viento y luz, entre otros (Agrios, 2005). De las plantulas de chile
habanero que mostraron sintomas de marchitez se logré aislar Unicamente a

Phytophthora. Con esto podemos decir que los postulados de Koch se cumplieron.

4.3.4. Incidencia

En condiciones controladas los tratamientos de P. capsici, Phytophthora sp. y Fusarium
spp. + Phytophthora sp. mostraron sintomas de marchitez. En la Figura 17 se muestran
los porcentajes de la incidencia por tratamiento a los 10 ddi. Los tratamientos de
Phytophthora (CPV-302 y CH132) lograron el 100%, mientras que, los tratamientos de
Fusarium spp. + Phytophthora sp. lograron incidencias del 40, 60 y 80%. Los tratamientos
de Fusarium spp. solos en las plantulas de chile habanero no causaron marchitez, por lo
tanto, la incidencia fue cero. Sin embargo, si se observé que influyd en la incidencia de
los tratamientos de Fusarium spp. + Phytophthora siendo menores que los tratamientos
CH132 y CPV-320 de Phytophthora cuando se inocularon solos. En otro estudio,
Vasquez et al. (2009) encontraron resultados de incidencia similares, el 100% de

incidencia fue a los 12 ddi con la inoculacion de P. capsici.
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Figura 17. Incidencia de la marchitez por tratamientos en plantulas de chile habanero 10 ddi.
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Existen especies de Fusarium no patogénicas o formas especiales que han sido
probadas para reducir la incidencia y severidad de enfermedades. Dentro de las cuales
se encuentran F. solani, F. oxysporum, F. oxysporum 47, F. oxysporum f. sp. asparagi,
F. oxysporum f. sp. lycopersici (Diaz et al., 2005; Silvar et al., 2009; Veloso y Diaz, 2012).
Silvar et al. (2009), indican que la inoculacién de F. oxysporum f. sp. lycopersici 48 h
previas a la inoculacion de P. capsici brindaron proteccion a las plantas de chile (C.
annuum). En este estudio, los porcentajes de incidencia de los tratamientos que
previamente fueron inoculados con las especies de Fusarium fue mas baja que los que
no lo fueron, quizas, porque las cepas de Fusarium al no ser patogénicas del chile
ayudaron a que la incidencia causada por Phytophthora sp. fuera menor. Por otra parte,
el método y el tiempo previo a la inoculacion de Fusarium, pudo influir en la expresiéon de

los sintomas de la enfermedad.

4.3.5. Longitud de necrosis en tallo

En la Figura 18 se muestra la longitud de necrosis en tallo. Los tratamientos de Fusarium
no mostraron necrosis en tallo. En tanto que, en los tratamientos de Phytophthora sp.,
Fusarium spp.+ Phytophthora sp. y P. capsici no se encontro diferencia estadistica en la
longitud de necrosis en tallo. Los tratamientos CH3-CH132, CH14-CH132 mostraron la
mayor longitud (10.9 y 10.6 cm respectivamente), mientras que, la longitud de los
tratamientos CPV-302 y CH132 fue de 9.3 y 8.6 cm respectivamente.
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Figura 18. Longitud de necrosis en tallo (cm) por tratamientos 10 ddi. Medias con una letra comdn
no son significativamente diferentes (Tukey p<0.05).
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En un estudio realizado por Dandurand y Menge (1992), en citricos, encontraron que la
inoculacién de F. solani con P. parasitica o P. citrophthora en algunos casos aumenté la
enfermedad o no tuvo ningun efecto. Por ejemplo, cuando se inocul6 primero a F. solani
y después a P. parasitica 0 a P. citrophthora la pudricion de la raiz incrementd. Mientras
gue, cuando la inoculacion fue simultanea la pudricion de la raiz no aumentd. Aunque en
este estudio no se evalud el dafo a la raiz, se observé que con la pre-inoculacién de las
especies de Fusarium para algunos tratamientos aumento la longitud de la necrosis,
incluso estos fueron mayores que los tratamientos de Phytophthora solos. Por lo que
podemos decir que, las especies de Fusarium podrian disminuir la incidencia, sin

embargo, algunas especies pueden aumentar la severidad de los sintomas.

Por otra parte,Veloso y Diaz (2012), encontraron que cuando las plantas de chile son
pre-inoculadas con una suspension de conidias de F. oxysporum 47 (Fo47) y después
se inoculan con zoosporas de P. capsici en el suelo, la severidad de la enfermedad en
las plantas se redujo. Sin embargo, cuando la inoculacion de P. capsici se realizo
directamente en las hojas, el hongo solo protegié a las plantas las primeras 48 h
reduciendo la severidad ya que a las 72 h la severidad fue mayor. Con esto podemos
decir que algunas especies de Fusarium tiene la capacidad de brindarle proteccién a
plantas, sin embargo evidenciar estas propiedad de Fusarium no es facil, ya que puede
depender del médoto de la pre-inoculacion y el sitio de la inoculacion. En este estudio
como ambas inoculaciones previas de Fusarium fueron en el tallo de las plantulas de
chile habanero, la expresion de los sintomas de marchitamiento no fue inmediata las

primeras horas.
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4.4. Caracterizaciéon morfolégica de Phytophthora

4.4.1. Tipo micelio y dimensiones

El micelio fue cenocitico, liso y grueso con un diametro promedio de 5.44 um y un rango
de 4.13-7.93 pum (Figura 19).

Figura 19. Micelio cenocitico, liso y grueso de 4 um .de la cepa CH132. Barra 10 um.

4.4.2. Tipos de esporangios y dimensiones
En el Cuadro 6 se observan las dimensiones promedio de 50 esporangios, papila y

longitud del pedicelo del aislamiento CH132.

Cuadro 6. Caracteristicas morfologicas cuantitativas de CH132 aislada de chile

habanero (promedio de 50 estructuras asexuales).

Esporangio Papila Pedicelo

Promedio Promedio Promedio Intervalo

Intervalo Intervalo )
Largo / R Largo/ Promedio Intervalo

Largo Ancho
Ancho Ancho

189.80 43.24-

73.72x37.30 49.44-103.65 26.40-78.60 2.02 491 2.7-6.78

589.60

NOTA: Dimensiones (um); n=50.

Los esporangios fueron caducos, papilados, con formas variadas de las que destacan la
forma obpiriforme, limoniforme, obpiriforme alargado, formas distorsionadas y

bipapilados (Figura 20).
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Figura 20. Caracteristicas asexuales de CH132. (A) esporangio limoniforme papilado con
pedicelo largo; (B) esporangio limoniforme-obpiriforme papilado con pedicelo largo;
(C) esporangio bipapilado; (D) esporangio con forma distorsionada papilado; (E)
esporangio obturbinate alargado papilado. Barra 20 pum.

4.4.3. Tipo de compatibilidad y dimensiones de la estructura sexual

Se determiné que la cepa CH132 es heterotalica, con tipo de compatibilidad A2, porque
formd oosporas con PVM 161.2 (Al). El anteridio fue anfigino y la oospora plerética
(Figura 21). En el Cuadro 7 se describen las caracteristicas promedio de 50 estructuras

del oogonio, el anteridio y la oospora.



Figura 21. Organos sexuales del cruzamiento de PVM 161.2 (A1) y CH132 (A2). Barra = 10 um.

Cuadro 7. Dimensiones de estructuras sexuales del area de contacto entre CH132
(Phytophthora) aisladas de chile y confrontadas con P. capsici PVM 161.2 Al.

Oogonio Anteridio Oosporas

Ancho Largo Grosor Ancho Largo Grosor Ancho Largo Grosor
Promedio 27.80 29.52 1.51 11.58 1261 0.97 2457 25.04 3.07
Minimo 17.17 18.37 0.65 7.8 9.3 0.72 16.2 16.71 1.94
Maximo  35.06 37.12 228 16.66 17.06 144 30.76 31.14 4.52
NOTA: Dimensiones (um); n=50.

Las caracteristicas morfologicas asexuales de micelio, esporangios, papila, pedicelo y
sexuales oospora antes mencionadas, son similares a lo reportado para Phytophthora
capsici por Stamps et al. (1990), Erwin y Ribeiro (1996) y Martin et al. (2012).

4.5. Caracterizacion molecular de Phytophthora

4.5.1. Electroforesis en geles de agarosa

La amplificacién del ADN mediante PCR, con los oligonucleétidos COI-1F y COI-1R
produjo un producto de PCR de aproximadamente 272 pb (Figura 22) para el aislamiento
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CH132 de Acachapan y Colmena, Centro. El tamafio de los productos de PCR son

similares a lo reportado por Choi et al. (2015) con el uso de COI.

1000
750

500

Figura 22. Electroforesis en gel de los productos de PCR amplificados de CH132 (727 pb),
usando el gen COI. Linea 1; marcador de peso molecular 1Kb (DNA ladder
Promega), Linea 2; CH132.

4.5.2. Analisis filogenético

El andlisis de la secuencia del gen mitocondrial COl demostré que el aislado CH132
presentaba un 100% de similitud con las especies de P. capsici. El arbol filogenético
reconstruido con el programa MEGA-X ubica a las secuencias en dos grupos para las
especies de Phytophthora. Como grupo externo se incluyé a Pythium oopapillum. Los
resultaron moleculares mostraron la similitud de CH132 con P. capsici indicando que
estas especies son analogas, y que P. capsici y P. tropicalis tienen un ancestro en comun
més reciente (Figura 23).

Estos resultados son similares y congruentes con la informacion obtenida en el analisis
realizado en BLAST (Genbank). El cual indica que la identidad del aislamiento CH132 es
del 100% con P. capsici (AY129166, MH136864, MH013474, MH013475 y HQ261267) y
100% con P. mexicana (MH136933).
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CH132
93
4' Phytophthora capsici MH013475
97

Phytophthora capsici MH013474

64

Phytophthora tropicalis HQ708417

——_______ Phytophthora citricola KJ631587
Phytophthora heveae MH136899

I: Phytophthora botryosa MH136856

g Phytophthora citrophthora JN605918

Pythium oopapillum FJ655181

0.010

Figura 23. Andlisis filogenético bajo el criterio de maxima verosimilitud de Phytophthora capsici
y otras especies de Phytophthora del clado 2 con Pythium oopapillum como grupo
externo. Los valores bootstrap (1000 repeticiones) de méaxima verosimilitud en
porcentajes se indican en los puntos de la rama. La barra de la escala indica 0.010
sustituciones por sitio por rama.

Esto confirmo la presencia de P. capsici en el cultivo de chile habanero. Como lo insinda

Lopez-Lopez et al. (2018) en trabajo sobre fechas de trasplante y productividad del chile
habanero con riego por goteo.
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V. CONCLUSIONES

» Los pequefios productores del cultivo de chile habanero en la regién Grijalva,
Tabasco realizan un manejo con base a su experiencia, y al aporte de asesores
externos. De las actividades que realizan, algunos productores convergen en
algunas practicas como: la siembra directa, la variedad cultivada, el manejo de
drenaje, el control de plagas, la fertilizacion, el control de malezas. Para el control
de la marchitez del chile, los productores realizan aplicaciones de funguicidas sin

conocer cudl era el patégeno responsable.

» Mediante la caracterizacion morfologica de las estructuras reproductivas sexuales

y asexuales se determin6 que P. capsici es el agente causal de la marchitez.

> Eluso del gen COI confirmé que el agente patogénico asociado a la marchitez del
chile habanero en el municipio de Centro, Tabasco es el oomicete P. capsici.
Siendo este el primer reporte de la presencia de P. capsici atacando chile

habanero en Tabasco.
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VI. RECOMENDACIONES

Los resultados derivados de este trabajo constituyen un punto de partida para
estudios posteriores para la busqueda de un mayor nimero de aislamientos y
determinar el area infestada con este patégeno en las zonas productoras de chile

de la subregién Centro.
Conocer si existe patogenicidad cruzada de los aislamientos de P. capsici de chile
habanero con las especies de P. capsici reportadas en el cultivo de cacao y

viceversa.

Comprender el riesgo que representa el patdgeno en las zonas productoras de

chile habanero y la zona cacaotera.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Cuestionario para conocer el manejo que los pequefos productores del
cultivo de chile habanero le estan dando, en la region Grijalva del estado de Tabasco.

Manejo del cultivo en chile habanero

Etiqueta del sitio:

DATOS GENERALES

Entrevista No.

Nombre del productor:

Fecha:

Domicilio de la plantacion:

Coordenadas:

Domicilio del productor:

Teléfono:

ASPECTOS TECNICOS DE LA PLANTACION

Tipo de siembra: DIRECTA

Fecha de establecimiento del cultivo:

Superficie cultivada:

Afos que lleva cultivando chile:

Variedad (es) cultivada (s):

Produce sus plantulas: Sl

Dénde obtiene la plantula:

TRANSPLANTE
Edad del cultivo:
1-3 4-6 7-9 MAS DE 10
NO

Distancia de siembra (surcos):
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Densidad de plantacion:




Cultivos anteriores:

Tiempo con el cultivo anterior (afios): 1-3 4-6 7-9 MAS DE 10

Cuantos afios han pasado de la cosecha del cultivo anterior al establecimiento del chile

habanero: 1-3 4-6 7-9 MAS DE 10

Porque decidié cambiar el cultivo anterior:

Que problemas present6 con mas frecuencia el cultivo anterior:

PLAGAS ENFERMEDADES MALEZA AGUA FERTILIZACION
Especifique:

Drenaje del terreno: BUENO REGULAR MALO

Textura del suelo: | ARCILLOSO FRANCO ARENOSO

Relieve: PLANICIE LADERA LOMERIO

Cultivos asociados:

Cultivos o vegetacion circundante:

Desinfecta la herramienta cuando realiza labores culturales: S NO

Poda brotes o yemas axilares: S| NO

Prepara la tierra: SI NO

Qué tipo de labores: BARBECHO SUBSUELO ARADO OTRO
Especifique:

Presencia de fuentes de agua: RIO ARROYO POZO OTRO

79



Distancia de la plantacion a la fuente de agua (m):

Especificar:

Forma de riego: | TEMPORAL RODADO SISTEMA DE RIEGO OTRO

Especificar:

Presencia de enfermedades: S| NO

Sintomas: | AMARILLAMIENTO MARCHITEZ ENCHINAMIENTO
CLOROSIS NECROSAMIENTO CANCRO OTROS

Actualmente se encuentran esos sintomas: S NO

Especifique:

Observacion:

Fecha de inicio de sintomas:

Signos:
Severidad:
Incidencia:
MANEJO DEL CULTIVO

Recibe asistencia técnica: SI NO
De quien: | PUBLICA PRIVADA
De qué trata:

SI NO
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Fertilizacion:

Tipo de fertilizacion: QUIMICA ORGANICA

Fertilizante: Dosis:

Método de aplicacion: MANUAL MECANICO

Forma de aplicacion: | BANDA EN PUNTOS AL VOLEO OTRA
Especifique:

Frecuencia de aplicacion:

Control malezas: Si NO

Método: MANUAL MECANICO

Maleza que controla:

Herbicida:

Dosis:

Epoca de aplicacion: Frecuencia de aplicacion:

Control de plagas: | Sl NO

Método: QuiMICO MANUAL MECANICO BIOLOGICO

Plaga que controla:

Plaguicida:

Dosis:

Epoca de aplicacion: Frecuencia de aplicacion:
Control de enfermedades: Sl NO

Método: | QUIMICO MANUAL MECANICO BIOLOGICO

1) Enfermedad que controla:

Método: QuiMICO MANUAL MECANICO BIOLOGICO
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Técnica:

Producto:

Dosis:

Epoca de aplicacion:

2) Enfermedad que controla:

Frecuencia de aplicacion:

Método: QUIMICO MANUAL

MECANICO

BIOLOGICO

Técnica:

Producto:

Dosis:

Epoca de aplicacion:

OBSERVACIONES GENERALES

Observaciones de la plantacion:

Frecuencia de aplicacion:
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Fragmentos del gen citocromo c oxidasa | de Phytophthora secuenciado.

>CH132.COl

CTTTTTTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTTAATTTTTAGTGCTTTTGC
GGGTGTTGTTGGTACAACATTATCTCTTTTAATTAGAATGGAATTAGCACAACCAGG
TAATCAAATCTTTATGGGAAATCATCAATTATATAACGTTATTGTTACTGCTCATGCT
TTTATTATGGTTTTCTTTTTAGTTATGCCTGCTTTAATTGGTGGTTTTGGTAACTGGT
TTGTTCCTTTAATGATAGGTGCACCTGATATGGCTTTTCCACGTATGAATAATATAA
GTTTTTGGTTATTACCTCCAGCTTTATTATTATTAGTTTCATCAGCTATTGTAGAATC
AGGTGCTGGTACAGGTTGGACTGTTTATCCACCATTATCTAGTGTACAAGCACATT
CAGGACCTTCAGTAGATTTAGCTATTTTTAGTTTACATTTAACAGGTATCTCTTCATT
ATTAGGTGCAATTAATTTTATTTCAACCATTTATAATATGAGAGCTCCAGGTTTAAGT
TTTCATAGATTACCTTTATTTGTTTGGTCTGTATTAATTACAGCATTTCTTTTATTATT
AACTTTACCTGTATTAGCTGGTGCAATTACTATGTTATTAACTGATAGAAATTTAAAT
ACTTCTTTTTATGATCCTTCAGGTGGAGGTGATCCTGTATTATATCAACATTTATTTT
GGTTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTTTAATTTTACCTGGATTTGGTATCATCA
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