Variabilidad morfologica y sensibilidad de Phytophthora
capsici causando marchitez en chile pimiento
morron en Chihuahua, México

Morphological variability and sensitivity of Phytophthora capsici
causing wilt in bell pepper in Chihuahua, Mexico

Celina Sanchez-Gurrola, Nuria Gomez-Dorantes, Gerardo Rodriguez-Alvarado, Sylvia Patricia Fernan-
dez-Pavia*. Laboratorio de Patologia Vegetal. Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales, Univer-
sidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Carretera Morelia-Zinapécuaro Km 9.5, Tarimbaro, Michoacén.
C.P. 58880. Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH). Graciela Avila-Quezada. Fa-
cultad de Ciencias Agrotecnologicas, Universidad Autonoma de Chihuahua, Calle Escorza 900, Chihuahua,

Chihuahua, México. CP. 31000. *Autor de Correspondencia: fpavia@umich.mx

Recibido: 10 de Abril, 2019.

Aceptado: 16 de Junio, 2019.

Sanchez-Gurrola C, Goémez-Dorantes N, Rodriguez-
Alvarado G, Fernandez-Pavia SP y Avila-Quezada
G. 2019. Variabilidad morfolégica y sensibilidad de
Phytophthora capsici causando marchitez en chile
pimiento morrén en Chihuahua, México. Revista
Mexicana de Fitopatologia 37(No. Esp. 1): 65-71.
DOI: 10.18781/R.MEX.FIT.1904-4

Resumen. A nivel mundial, México es el princi-
pal exportador del chile pimiento morron (Capsi-
cum annuum). El cultivo es afectado por diversas
enfermedades, siendo la marchitez del chile oca-
sionada por Phytophthora capsici una de las mas
importantes. Este fitopatogeno posee alta variabi-
lidad en virulencia y sensibilidad a fungicidas. No
existen en México estudios sobre poblaciones de P.
capsici para pimiento morron. El objetivo de este
trabajo fue determinar la diversidad de aislados de
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P. capsici obtenidos de plantas de pimiento morrén
con marchitez en Delicias, Chihuahua, México,
mediante los marcadores fenotipicos: patrén de
crecimiento de la colonia, tipo de compatibilidad,
virulencia y sensibilidad a fungicidas. Los tipos
de colonia fueron: estrellado (74%), ligeramente
petaloide (14%) y radial (12%). Se detectaron ais-
lados sensibles (53%), con sensibilidad intermedia
(42%) e insensibles (5%) a mefenoxam. El 86.6%
de los aislados inoculados fueron altamente viru-
lentos, produjeron sintomas cuatro dias después de
la inoculacion. Se detectaron los dos tipos de com-
patibilidad (TC) Al y A2. Se formaron oosporas
in planta al inocular los dos TC detectados en una
misma planta. Los resultados sugieren que existe
reproduccion sexual en campo y como consecuen-
cia variabilidad entre los aislados de P. capsici,
responsables de la marchitez en cultivos de chile
pimiento morrén en Delicias, Chihuahua, México.
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Abstract. Mexico is the main exporter of bell
pepper (Capsicum annuum) worldwide. The crop
is affected by several diseases being wilt caused
by Phytophthora capsici one of the most impor-
tant. This phytopathogen has high variability in
virulence and sensitivity to fungicides. There are
no studies on populations of P. capsici from bell
pepper in Mexico. The objective of this study was
to determine the diversity of isolates of P. capsi-
ci obtained from bell pepper plants with wilt from
Delicias, Chihuahua, Mexico by phenotypic mar-
kers: colony pattern, compatibility type, virulence
and sensitivity to fungicides. The types of colony
observed were: stellate (74%), slightly petaloid
(14%) and radial (12%). Sensitive isolates were de-
tected (53%), with intermediate sensitivity (42%)
and insentive (5%) to mefenoxam. The 86.6% of
the isolates inoculated were highly virulent, cau-
sing symptoms four days after inoculation. Both
mating types (MT) Al and A2 were detected. Oos-
pore formation in planta was achieved inoculating
both MT found in the same plant. The results su-
ggest that there is sexual reproduction in the field
and as a consequence diversity among the isolates
of P. capsici, which cause wilt in bell pepper crops
from Delicias, Chihuahua, Mexico.

Key words: oomycetes, Capsicum annuum, sexual
reproduction.

El chile es un cultivo importante y es originario
de México, una tercera parte de la produccion na-
cional se exporta a paises de Europa, Asia y Amé-
rica. El pais tiene el primer lugar a nivel interna-
cional en la exportacion de pimientos y el tercero
en chile verde (SAGARPA, 2018). Durante el afio

NUMERO ESPECIAL EN ESPANOL, 2019

2017, México se ubicoé como el principal exporta-
dor de pimientos a nivel mundial, al comercializar
un volumen de 150,304 ton, que significé ingresos
por un total de 153.7 millones de dolares (SAGAR-
PA, 2018). El cultivo es afectado por la incidencia
de la marchitez del chile, una enfermedad ocasio-
nada por el oomicete Phytophthora capsici. Este
patogeno es considerado el factor limitante mas
importante en la produccion de Capsicum annuum
donde provoca cuantiosas pérdidas econdmicas
(Silva-Rojas et al., 2009). Su presencia ha propi-
ciado que algunas regiones productoras importan-
tes hayan disminuido la superficie de siembra o el
desplazamiento de la produccion a nuevas areas
(Guigon-Lopez y Gonzalez-Gonzalez, 2001).

Actualmente, el control de P. capsici se basa
en un programa de manejo integrado que incluye:
practicas culturales, la aplicacion de fungicidas, fu-
migantes, agentes bioldgicos y el uso de variedades
resistentes (Foster y Hausbeck, 2010). El Mefe-
noxam, enantiomero activo del metalaxil suele ser
utilizado para controlar especies de Phytophthora
(Parra y Ristaino, 1998). Sin embargo, el uso in-
discriminado de este producto provoca un severo
e irreversible impacto ambiental, es toxico para el
ser humano y promueve la resistencia del patoge-
no. El empleo de injertos en patrones resistentes
representa un método alternativo para el control de
P. capsici, debido a su eficacia e inocuidad para el
ambiente. En un estudio realizado en Delicias, Chi-
huahua en el afio 2012 se encontr6 que la variedad
comercial Terrano tiene resistencia a la enfermedad
provocada por P. capsici y favorecio el aumento de
la produccion en un 50%, mejorando los parame-
tros de calidad del fruto del pimiento morrén (San-
chez- Chavez et al., 2015).

Entre mayor diversidad genética posea una es-
pecie mayor sera su capacidad de adaptacion a dis-
tintas condiciones (Pifiero et al., 2008). En especies
del género Phytophthora las fuentes de variacion
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se presentan por flujo de genes en las poblaciones
de manera local o a grandes distancias, recombina-
cion sexual o asexual, recombinacion mitotica, pa-
rasexualidad, migracion y seleccion natural (Good-
win, 1997). Uno de los marcadores utilizados para
detectar variabilidad es la compatibilidad sexual; P
capsici es una especie heterotalica y requiere de los
dos tipos de compatibilidad (Al y A2) para com-
pletar el ciclo sexual y formar oosporas. La recom-
binacion es la forma mas eficiente para desarrollar
diversidad genética. Otro de los marcadores para
determinar la diversidad de poblaciones, es la re-
sistencia a fungicidas, como el metalaxil y el mefe-
noxam, que son los mas utilizados para el control
de oomicetes (Lamour y Hausbeck, 2003). Se ha
reportado que la resistencia a fungicidas en espe-
cies de Phytophthora es el resultado de mutaciones
estables y heredables (Hwang y Benson, 2005). En
México no existen estudios sobre las poblaciones
de este importante fitopatogeno en los cultivos de
chile del tipo pimiento morrén.

El trabajo se realizo en el Laboratorio de Pato-
logia Vegetal del Instituto de Investigaciones Agro-
pecuarias y Forestales de la Universidad Michoa-
cana de San Nicolas de Hidalgo. Se utilizaron 86
aislados previamente identificados como P. capsici
en base a morfologia (esporangios papilados y bi-
papilados, con formas variables y con pedicelo ca-
duco) obtenidos de plantas de pimiento morrén de
la variedad Fascinato injertadas sobre patron Terra-
no de cultivos con sintomas de marchitez en Deli-
cias, Chihuahua, México. Para la determinacion del
tipo de compatibilidad de los aislados se utilizaron
cepas de referencia de P. capsici: 2C (Al) y 3C
(A2) del Laboratorio de Patologia Vegetal-UMS-
NH, las cruzas se realizaron en el medio de cultivo
V8 (Campbell’s®) agar y se incubaron a 25 °C du-
rante diez dias en oscuridad. Para describir el pa-
tron de crecimiento de las colonias los aislados se
sembraron en el medio de cultivo Papa- Dextrosa-
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Agar (PDA) (Bioxon®) y se incubaron a 25 °C en
oscuridad durante siete dias y se compararon con
los patrones descritos por Erwin y Ribeiro (1996).

Para evaluar la resistencia a fungicidas se uti-
liz6 el medio de cultivo harina de maiz (Sigma-
Aldrich®) suplementado con 100 ug/ mL de mefe-
noxam (Ridomil Gold® 4E, 46.2 i.a.) y como con-
trol, el mismo medio sin fungicida. Se colocd un
circulo de agar con micelio (9 mm) de cinco dias de
crecimiento en el centro de la caja Petri, las cajas
se distribuyeron al azar con dos repeticiones para
cada aislado y se incubd a 25 °C+1 durante cinco
dias. Las mediciones del crecimiento radial se hi-
cieron en dos direcciones cada 24 h durante siete
dias. Para evaluar la sensibilidad de los aislados al
mefenoxam se utilizo6 el rango propuesto por La-
mour y Hausbeck (2003) con respecto al porcenta-
je de crecimiento del control: Sensible (S), cuando
el crecimiento fue < 30%, Sensibilidad intermedia
(SD) > 30% y < 90%; e Insensibles (I) > 90%.

Para la determinacion de la severidad se utili-
zaron semillas de plantas de pimiento morrén va-
riedad Dashen F-1, la cual fue susceptible en estu-
dios previos. Estas se desinfestaron con alcohol al
70% durante 30 seg. Se sembraron en semilleros
con sustrato del tipo Peat Moss y se mantuvieron
en camara humeda por diez dias. Cinco semanas
después, las plantulas se transplantaron en charo-
las de germinacion de seis compartimentos con un
sustrato conformado por una mezcla de suelo-arena
1:1 (P: P) estéril y se adicion6 una solucién nutri-
tiva. Para las pruebas se seleccionaron 15 aisla-
dos (CPV-161,CPV-163,CPV-166,CPV-174,CPV-
179,CPV-190,CPV-191,CPV-197,CPV-201,CPV-
203,CPV-210,CPV-217,CPV-226,CPV-229 y CPV-
234) que incluian los dos tipos de compatibilidad.
La produccion de esporangios y zoosporas se rea-
liz6 mediante el procedimiento de Ristaino (1990)
con modificaciones. En la preparacion del indculo,
cada aislado se sembrd en el medio jugo V8-agar
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durante 5-7 dias a 25 °C en oscuridad. La produc-
cion de esporangios se indujo a través de cortes del
medio con micelio de cada aislado que se cubrieron
con agua desionizada estéril e incubaron a 25 °C en
oscuridad hasta observar la formacion de esporan-
gios. Para la liberacion de zoosporas, los aislados se
sometieron a un choque térmico a 4 °C por 30-45
min. El conteo de zoosporas se realizd con una ca-
mara de Neubauer. Las plantas con diez semanas de
crecimiento se inocularon con 1 mL de una suspen-
sion de zoosporas [1000 zoosporas mL™], con seis
repeticiones por aislado. Las plantas testigo se ino-
cularon con 1 mL de agua desionizada estéril. Tres
aislados no produjeron suficientes esporangios y se
inocularon mediante dos cuadros de agar (1 cm?)
con micelio depositados sobre la raiz de cada planta
y se cubrieron con la mezcla de suelo. Las plantas
se mantuvieron inundadas durante 24 h para fa-
vorecer el establecimiento del patdogeno. Una vez
retirado el exceso de agua, se regaron cada tercer
dia. El avance de la necrosis de los tallos se midio
15 dias después de la inoculacion. Para evaluar el
indice de severidad (IS) se elabord la siguiente es-
cala: 1: planta sana; 2: planta<10% de necrosis en
tallo; 3: plantas con > 10 % y < 30% de necrosis en
tallo y 4: plantas con >30% y < 50% de necrosis
en tallo. Las observaciones se realizaron cada 24 h
durante 15 dias. El reaislamiento del patégeno se
realizo a partir de tejido con sintomas de necrosis

en tallo, en el medio de cultivo harina de maiz con
antibidticos y fungicidas (pentacloronitrobenceno
0.10 g L!; natamicina 0.02 g L*!'; ampicilina 0.27 g
L'; rifampicina 0.01 g L'; himexazol 0.075 g L").
Para inducir la formacién de esporangios se utilizo
el medio de cultivo jugo V8 agar.

Debido a que se obtuvieron aislados con los dos
tipos de compatibilidad procedentes de una mis-
ma planta, se indujo la formacién de oosporas in
planta inoculando seis plantas con 10000 zoospo-
ras mL", se coloco el TC Al en la base del tallo y
dos cuadros de agar con micelio del TC A2 en la
raiz, cubriendo con suelo. Las plantas inoculadas se
mantuvieron bajo condiciones de invernadero hasta
la observacion de sintomas. Cuatro dias después, se
extrajeron tres plantas con necrosis en el tallo y se
desinfestaron con agua corriente y jabon comercial.
Se cortaron fragmentos de 0.5 cm?, se colocaron en
un vaso de precipitado con 20 mL de etanol al 96%
a 78°C y se dejaron reposar durante 2 h. Se remo-
vio la epidermis del tejido y se colocd en un por-
taobjetos con una gota azul de lactofenol (5%), y
se observo en un microscopio compuesto (Leica®)
con los aumentos 400x y 1000x. Se detectaron los
dos tipos de compatibilidad. De los 86 aislados el
TC A2 present6 la mayor frecuencia con 67% y el
TC Al el 33%. Se observaron oosporas pleroticas
con anteridios anfiginos (Figura 1a). El hallazgo de
los dos tipos de compatibilidad sugiere la presencia

Figura 1. a) Oosporas in vitro (400x) observadas en las cruzas realizadas para determinar el tipo de compatibilidad; b)
QOospora in planta (1000X) obtenidas al inocular ambos tipos de compatibilidad en una misma planta.
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de la reproduccion sexual en cultivos de pimiento
morrén muestreados. Esto puede contribuir a que
la enfermedad de la marchitez sea recurrente, las
oosporas representan la fuente de indculo primario.
La presencia de la reproduccion sexual también su-
giere la existencia de diversidad en P. capsici en
estos campos de cultivo, como consecuencia del
intercambio de material genético entre aislados.
Estudios anteriores en otras variedades de chile
(C. annuum) en México también han confirmado la
presencia de ambos tipos de compatibilidad en zo-
nas productoras de chile en los estados de Aguasca-
lientes, Chihuahua, Guanajuato, Jalisco y Zacate-
cas (Pérez-Moreno et al., 2003; Rodriguez-Moreno
et al., 2004; Silva-Rojas et al., 2009; Castro-Rocha
et al., 2016). Se observaron tres patrones de cre-
cimiento de las colonias (Figura 2): el 74% de los
aislados presentaron el patron estrellado, 14% li-
geramente petaloide y el 12% radial. Silva-Rojas
et al. (2009), reportan el tipo de crecimiento estre-
llado en los aislados de Chihuahua que analizaron.
Algunos autores han sefialado que la obtencion de
diferentes tipos de crecimiento de las colonias es la
primera evidencia de la variabilidad entre aislados
de P. capsici (Granke et al., 2011), por tanto, de
acuerdo con los diferentes patrones de crecimiento
observados en el presente estudio, puede considerarse

esta caracteristica como el primer indicio de diver-
sidad en esta poblacion de P. capsici aislados de
pimiento morrén provenientes de Chihuahua.

Los aislados expuestos a 100 ppm, 53% presen-
taron sensibilidad (S), 42% sensibilidad intermedia
(SI) y 5% insensibles (I). Los valores obtenidos
contrastan con los registrados por Silva-Rojas et
al. (2009), quienes, en zonas productoras de chile
en el sur del estado de Chihuahua, encontraron que
todos los aislados obtenidos presentaron sensibili-
dad. Los resultados para los aislados con RI y R
de este estudio coinciden con otras investigaciones;
Parra y Ristaino (1998) y Keinath et al., (2007) re-
portaron que un gran numero de aislados con Sl e I
se ubicaban en campos de cultivo con aplicaciones
de mefenoxam y el metalaxil como unico fungicida
para el control de P. capsici. A partir de la combi-
nacion de las caracteristicas: tipo de compatibili-
dad, sensibilidad al mefenoxam y crecimiento de
colonia, se encontraron 13 genotipos de frecuen-
cia variable. La mayor frecuencia correspondi6 al
genotipo A2, sensible y con colonia estrellada. La
presencia de los dos tipos de compatibilidad en el
suelo e incluso en la misma planta, aunado a que
algunos aislados presentan insensibilidad at mefe-
noxam, pueden dificultar el manejo de la enferme-
dad.

Figura 2. Tipo de colonias observadas en medio PDA: a) estrellada, b) ligeramente petaloide, c) radial.
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Los sintomas en las plantas infectadas se ob-
servaron cuatro dias posteriores a la inoculacion
(dpi) para el 86.6% de los aislados, principalmente
necrosis en la base del tallo (>30%) y pérdida de
hojas basales. El 6.67% mostr6 sintomas a partir
del séptimo dia y necrosis menor (<10%) el res-
tante 6.67%, corresponde a un aislado asintomatico
(CPV-190). Existe la posibilidad de que el aislado
haya perdido virulencia por las frecuentes transfe-
rencias en medios de cultivo en el laboratorio, este
fendmeno ya se ha observado en otros aislados
(Erwin y Ribeiro, 1996). A pesar de que catorce
aislados fueron virulentos, se encontrd variabi-
lidad en dos de ellos (CPV-161 y CPV-197) que
indujeron un menor porcentaje de necrosis en los
tallos. Por su incapacidad para producir esporan-
gios, el aislado CPV-161 se inoculdé con micelio,
esto pudo afectar el proceso de infeccion, el cual es
influenciado por la cantidad de in6culo, ya que si
existe una mayor concentracion de inoculo la agre-
sividad de la infeccion aumenta (Lee ef al., 2012).
Se observo defoliacion en todas las plantas inocu-
ladas, estos resultados coinciden con lo observado
por Goldberg (1995) que menciona a la defoliacion
como un sintoma observado en plantas afectadas
por P. capsici. Este experimento confirma que es
un patégeno muy agresivo, que representa un pro-
blema importante para los productores. El patron
o portainjerto Terrano que ha sido efectivo para
controlar la marchitez de pimiento morrén en Ita-
lia (Gilardi et al., 2013), en Chihuahua resulté mas
susceptible a la infeccion causada por P. capsici.
Las plantas de pimiento morrén inoculadas con los
aislados A1 y A2 formaron oosporas (Figura 1b) en
dos plantas 4 dpi. Este hallazgo indica que la repro-
duccioén sexual se puede llevar a cabo en el tejido
del hospedante. No se observaron anteridios, posi-
blemente se desintegraron después de haber cum-
plido su funcion. La pérdida del anteridio se ha ob-
servado en hojas colectadas en el campo infectadas
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por P. infestans, con dobles lesiones y clarificadas.
También se ha observado en condiciones in vitro,
cuando en un medio de cultivo se cruzan los dos
tipos de compatibilidad de P. infestans. En cucur-
bitaceas también se ha encontrado la produccién de
oosporas in planta (Kurt Lamour, comunicacion
personal) no obstante, este es el primer reporte en
pimiento morron.

La alta diversidad genética de este patdgeno en
conjunto con sus estrategias de infeccion y ciclo
de vida, dificultan el manejo de la enfermedad y
provocan un severo problema para los productores
de chile. Al detectarse en el presente estudio los dos
tipos de compatibilidad en los aislados, sugiere que
la reproduccion sexual se esta llevando a cabo en
los campos de cultivo de pimiento morréon mues-
treados en Delicias, Chihuahua. Esto se ve refleja-
do en la diversidad encontrada ya que se observa-
ron patrones de crecimiento variables, aislados con
sensibilidad al mefenoxam, sensibilidad intermedia
e insensibles, variacion en la esporulacion y viru-
lencia. La informacion generada con este trabajo
puede contribuir en la generacion de las estrategias
adecuadas para el manejo de la marchitez del chile
tipo pimiento morrdn, enfermedad que se ha exten-
dido en diversas regiones del pais.
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