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1.-INTERES Y OBJETIVOS.

La demanda de frutas y hortalizas se ha visto aumentada significativamente en los
ultimos afios, siendo el pimiento dulce una de las hortalizas que se encuentran en esta
situacion de privilegio debido a sus sanos atributos bien demostrados. Una de las principales
areas de produccion de pimiento dulce, estd concentrada en la costa del Sureste de Espafia
(Lopez-Marin et al., 2013), donde alrededor de 7000 ha de pimiento dulce, son producidas
anualmente en la provincia de Almeria (Cajamar, 2010), y unas 1900 ha bajo las condiciones
de invernadero en la provincia de Murcia y Sur de Alicante (Lépez-Marin et al., 2009). Se
considera que en el area de produccion de la provincia de Almeria, el pimiento dulce en todos
sus tipos y formatos, es uno de los ocho cultivos clave producidos en condiciones de
monocultivo bajo invernadero sin calefaccion junto con el tomate, pepino, calabacin, sandia,
melon, berenjena y judia verde (Tecnova, 2009).

Una de las consecuencias de esta demanda, es la presencia de una industria madura
creada en esta area y que esta fuertemente vinculada a la produccion y comercializacion de
vegetales en el area mas importante de produccidon de la Unién Europea (EU). Espafia es
considerada como el quinto pais productor de pimiento con 1.057.500 t en 2007 y el tercer
exportador detras de México y Holanda. Turquia debido a la coincidencia en el calendario de
producciodn es el principal pais competidor de Espafia, (MARM, 2009). El cultivo de pimiento
en Almeria representa un elemento muy importante en la produccidn agricola total, y por ende
a la economia de la zona. El valor de la produccion total de pimiento en esta region durante la
campafia 2011-2012 fue alrededor de 421 Millones de Euros (M€), lo que la posiciona como
la principal area de produccion de la UE de este cultivo, representando el 38.5% de la
produccion total. No obstante esta produccion ha permanecido estable durante los ultimos 5
afios, aumentando un 9.1 % en la campafia 2011-12 con respecto a la anterior (Cajamar,
2012).

Como resultado de la intensificacion de los sistemas de cultivo y la falta de rotacion,
no son pocos los problemas fitosanitarios asociados que han aparecido. Es bien sabido, que el
monocultivo acarrea consigo una serie de problemas de fatiga del suelo y aparicion de
enfermedades, cuyo efecto influye directamente en el rendimiento y crecimiento del cultivo
(Lacasa et al., 2002). La fatiga del suelo se ha convertido en un serio problema en los campos
de cultivo de pimiento, causando pérdidas drasticas si no se han tomado las precauciones

oportunas.
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En las plantaciones de pimiento bajo invernadero, del litoral Mediterraneo de Espaiia,
se asocio desde finales de los 70 hasta mediados de los 80 a Phytophthora. capsici(P. capsici)
con la muerte masiva de plantas de pimiento afectadas por la enfermedad conocida como
“seca” o “tristeza” del pimiento (Tello y Garcia 1977; Tello y Lacasa, 2004), enfermedad
limitante para el cultivo. Los sintomas que ocasiona en las plantas son: Podredumbre de la
raiz principal y del cuello de la planta que ocasiona una marchitez irreversible y que finaliza
con la muerte de aquella; sin embargo, desde hace mas de cinco afios, se ha encontrado con
mucha frecuencia a Phytophthora nicotianae var. Parasitica (P. parasitica) asociada a plantas
con sintomas de tristeza.La podredumbre de las raices del cuello del tomate y del pimiento
causada por (P. parasitica) es un problema poco estudiado en el caso del pimiento en
invernaderos (Pérez Vargas, 2011).Hasta la publicaciéon de los trabajos de Bonneter al.
(1978), quienes realizaron un estudio sobre el poder patogeno de P. parasitica e introdujeron
la nocion de especializacion parasitaria, la especificidad parasitaria de Phytophthora habia
sido un tema poco tratado en bibliografia, lo que supuso de forma genérica que la seca o
tristeza del pimiento se asociaba con P. capsici, mientras que la podredumbre del cuello y las
raices se asociaba con P. parasitica. Ambas especies del género Phytophthora presentan
caracteristicas morfologicas parecidas, sin embargo su habilidad parasitaria se presenta como
distinta segun la bibliografia de Erwin y Ribeiro (1996).

Por otra parte, el Bromuro de metilo (MeBr) ha sido usado tradicionalmente como
fumigante del suelo para solucionar estos problemas, pero tras la prohibicién de su uso, el
injerto se ha convertido gradualmente en la técnica méas comin y forma mas efectiva para el
control de las enfermedades del suelo, tales como Phytophthora spp. yMeloidogyne spp.
(Lopez-Marin et al., 2009).

El mejor fumigante del suelo conocido hasta ahora, usado como procedimiento de
control para conseguir una desinfeccion del suelo, es el Bromuro de metilo (MeBr), el cual ha
sido declarado como sustancia desintegradora de la capa de ozono en el 4th Meeting del
Protocolo de Montreal en Copenhague en Noviembre de 1992 (Rodriguez-Kébana, 1997),
motivo por el cual su uso ha sido prohibido. El fumigante esta prohibido en la actualidad en la
Unioén Europea y finalizard su uso en todo el mundo en el afio 2015, segtn el citado protocolo
de Montreal que entiende sobre los contaminantes ambientales que destruye la capa de ozono
de la estratosfera.

Otros fumigantes designados para sustituir al (MeBr) con una eficiencia comparable
también han sido prohibidos o estan en camino de serlo en los proximos afios. Por otro lado,
los tratamientos anti fingicos en las fases tanto de establecimiento del cultivo, como una vez
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establecido éste, son completamente ineficientes. E1 MeBr, ha sido usado tradicionalmente en
esta drea como fumigante del suelo para solucionar los problemas ocasionados por
Phytophthora spp. yMeloidogyne spp. (Lopez-Marin et al., 2009), entre otros, pero tras la
prohibicién de su uso otras técnicas de control estan tomando mayor relevancia. Ademas,
existen estudios que indican que los medios basados exclusivamente en la lucha quimica son
insuficientes para contralar dicha enfermedad (Tuset, 1973; Garcia et al, 1981 y Palazon et
al, 1981; citado por Bartual et al, 1984).

Bartual ef al. (1991) se comenta que la sanidad de los semilleros, la eliminacién del
inoculo en el suelo antes de plantar, los tratamientos a las plantas con fungicidas generales y
especificos de acuerdo con un calendario ajustado a la epidemiologia del patégeno en la zona
y, sobre todo, el control del agua de riego gracias a las nuevas técnicas de irrigacion, hicieron
de P. capsici un problema soportable pero no resuelto, mas aun si tenemos en cuenta que una
variedad resistente es el medio de lucha menos contaminante del ambiente y el mas
econdmico normalmente.

En esta situacion y buscando alternativas las cuales permitan al menos mantener los
parametros de rendimiento estandar mas alld de un coste asumible por los agricultores, la
busqueda de resistencia parcial o total tanto a P. capsici como P. parasitica, en el material
vegetal existente, se estd convirtiendo en un desafio para cientificos y politicos, aunque segiin
citdé Gisbert, et. al. (2010), solamente resistencias parciales en algunas de los cultivares
comerciales estan disponibles.

Cuando se pretende realizar una evaluacion de este tipo, es necesario afrontar el
problema de la resistencia a enfermedades, siendo en este punto por tanto necesario tener
presente la existencia de dos frentes distintos (Pardsito y Huesped).

En este contexto, resulta conveniente realizar un resumen de los distintos mecanismos
genéticos que intervienen en la resistencia a enfermedades, para asi poder identificarlos
convenientemente en las distintas variedades comerciales que resulten ser sensibles. Las
siguientes ideas basicas, pueden ayudarnos a la comprension de la genética de la resistencia a
enfermedades en general.

En la actualidad,resulta obvia la existencia de una dindmica de la relacion huésped-
parasito, dicha obviedad resulta de la frecuencia con que distintos parasitos superan las
resistencias introducidas en los diversos cultivos horticolas. Lo que ahora resulta obvio, dio

lugar a mucha controversia en sus primeros afios de estudio.
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OBJETIVO

El objetivo del proyecto consiste en evaluar la resistencia tanto a P.capsici, como a P.
parasitica de una colecciéon de cultivares de pimiento bajo condiciones controladas. Al
mismo tiempo, y en el caso de que exista, se describira que tipo de resistencia gobierna dicho

material.

2.-REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. APROXIMACION AL CONOCIMIENTO DE LAS ESPECIES DE _ LAS
POBLACIONES NATURALES DE PHYTOPHTHORA.

2.1.1 GENERO PHYTOPHTHORA

El nombre del género Phytophthora proviene del griego phyto (planta) y -phthora
(destructor).

El primer gran desastre descrito debido a Phytophthora fue el mildiu de la patata,
acaecido en el norte de Estados Unidos en 1843, y en Europa en 1845. El género
Phytophthora entonces empezd a ser mundialmente conocido por las grandes epidemias que
producia. En la época todavia no se conocia cual era el misterioso hongo, que fue identificado
posteriormente como Phytophthora infestans (Mont.) por de Bary en 1876(citado por Tucker,
1931). Debido al desconocimiento del agente causal antes de 1876, hubo una gran
controversia sobre cudl era la causa del desastre, culpando a las abundantes lluvias y a la
contaminacion de las industrias. La enfermedad del tizén tardio o gangrena de la patata, como
también se conoce al mildiu, caus6 en Irlanda una hambruna entre los afios 1845 y 1846,
haciendo emigrar a la cuarta parte de 8 millones de habitantes hacia los Estados Unidos,
mientras mas de un millén de personas perecieron por la hambruna.

El género Phytophthora, creado en el afio 1876, engloba a mas de 90 especies, un gran
numero de ellas patdgenas, causando grandes pérdidas en la produccién mundial y por ende
con una repercusion en pérdidas econdmicas. Estas especies son responsables de distintas
enfermedades devastadoras, entre ellas mildius, podredumbres de tallos, raices y frutos, en un
amplio rango de plantas, desde plantulas de vegetales anuales o perennes, pasando por

ornamentales, hasta arboles frutales y forestales (AGRIOS, 2005). Su grado de
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especializacidn es variable. Algunas especies estan asociadas a un Unico hospedante, mientras

que la mayoria son capaces de parasitar un amplio abanico de plantas adultas.
2.1.1.1 Taxonomia

La taxonomia del género Phytophthora ha cambiado notablemente en los diez ultimos
afios. La expresion del cambio puede cifrarse de la siguiente manera: a principios de 1990 se
habian descrito unas 50 especies desde 1870. En el afio 2010 dicha cifra superaba el centenar
(Kroonet al., 2012). Este espectacular aumento se ha debido a las técnicas basadas en la
secuenciacion del ADN, que ha motivado y sostenido un concepto de especie filogenética. De
esta manera los grupos morfologicos propuestos por Waterhouse y mantenidos durante mas
de 30 afios (Erwin y Ribero, 1996) se han trastocado para formar los denominados clados,
donde los caracteres morfoldgicos que permitieron a Waterhouse formar sus 6 grupos, han
dejado de tener el valor fundamental que en su dia tuvieron. Este autor (citado porErwin y
Ribero, 1996) dividid6 a Phytophthora en grupos atendiendo tanto a la disposicion del
anteridio: paragino (si estd sujeto a cualquier punto del oogonio) o anfigino (si rodea al
pedinculo del oogonio), como a la estructura del 4pice de los esporangios: papila muy
diferenciada (simple espesamiento apical) o poco diferenciada.

En clasificaciones mas antiguas, en las cuales habia s6lo dos reinos (vegetal y animal),
Phytophthora fue introducido en el reino vegetal. En 1970 los organismos vivos se dividieron
en eucariotas y procariotas, incluyéndose en el primero, aunque fue separado del reino de los
vegetales, y designado como Myceteae. Tradicionalmente el reino Fungi ha sido ordenado en
Ascomicetos, Basidiomicetos, Deuteromicetos (hongo imperfectos sin fase sexual conocida) y
Ficomicetos. Los Ficomicetos incluyen dos subclases: zigomicetos y oomicetos, de las cuales
el género Phytophthora fue incluido en la segunda. Sin embargo, la Uinica caracteristica que
tienen ambas subclases en comun es la carencia de septos en el micelio, lo que ha hecho que
los Ficomicetos no sean muy aceptados como clase taxonomica. Posteriormente, se trasladd
del reino Myceteae al reino Chromista, siendo propiciado este cambio por autores como
Sparrrow (1973), Parker (1982) o Marguliset al. (1990) (citado porErwin y Ribero, 1996).

El reino Chromista incluye las algas pardas y todos los protistas que tienen algin
mastigonema ciliar tubular (fibras secundarias), reticulo endoplasmico y/o cloroplastidial.
Estas caracteristicas son consideradas como originadas a partir de un ancestro. Uno de los tres
“phyllas” es Heterocontophyta, bajo la cual, esta la clase Pseudofungi incluida. Esta clase

contiene oomicetos, dentro de la cual esté clasificado el género Phytophthora.
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Estos hongos, contrariamente a lo que ocurre con la familia de las Peronosporaceas, no
son parasitos estrictos. Los oomicetos fueron trasladados al reino Protista (Dick, 1990 citado
porErwin y Ribeiro, 1996). Dicho autor declard: “Fisiolégicamente y morfoldégicamente los
oomicetos son ‘“hongos”, y estos son heterdtrofos, uninucleados o con protoplasmas
cenociticos, los cuales estan limitados por paredes celulares en un estado vegetativo, aunque
estos no tienen una relacién filogenética con los hongos verdaderos (i.e. Zygomycotina,
Ascomycotina, Basidiomycotina)”. La diferencia mas importante que presentan los oomicetos
es la reproduccion sexual mediante la produccion de oosporas de la unién de dos gametangios
(anteridio — masculino- y oogonio —femenino-), los cuales sufren una meiosis anterior a la
fecundacion (Sansome, 1965 citado por Erwin y Ribeiro, 1996). La totalidad del talo es
diploide a lo largo de todo su ciclo vital.

Concluyendo, en la actualidad el género Phytophthora no estd incluido dentro de la
clasificacion de los hongos verdaderos. Conforma con otros antiguos hongos el reino Protista
y pertenece a la familia Pythiaceae, como también lo hace Pythium. Estos dos géneros que
pueden confundirse pero que se distinguen principalmente por las siguientes caracteristicas:

- En Phytophthora las zoosporas se diferencian en el interior de los esporangios,
mientras que en Pythium el contenido del esporangio es expulsado al exterior bajo la forma de
una vesicula, a partir de la cual se diferencian las zoosporas.

- Las especies del género Phytophthora son resistentes al himexazol, producto ante el
que se muestra muy sensible Pythium (medio a 25-50 mg - L™).

- Por lo general, el crecimiento de Phytophthora es bastante lento en medio selectivo y
su micelio adquiere un aspecto coraloide o sinuoso, mientras que el de Pythium es muy
rapido, frecuentemente de 1 a 3 cm*dia™.

- La presencia de papilas en los esporangios es un factor importante a la hora de
diferenciar Phytophthora de Pythium.

Ademas, podemos distinguir Phytophthora de los demas hongos porque presenta un
micelio cenocitico; son hongos diploides, mientras que la mayoria de los hongos son
haploides; sus paredes estan compuestas de celulosa y B-glucanos; producen esporangios o
zoosporangios en el agua, cuyas zoosporas contenidas en el interior son biflageladas; no
sintetizan esteroles, requiriendo una fuente externa para poder esporular y porque gran parte
de su éxito como patdgeno vegetal es debido a su gran capacidad para producir esporangios y

zoosporas en un periodo de tiempo corto (Erwin y Ribeiro, 1996).
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2.1.1.2. Morfologia

Hay una descripcion realizada por Blackwell (1949), la cual se relata a continuacion:
“El talo del hongo es llamado micelio, el cual consiste en un largo numero de ramificaciones,
estructuras tubulares, denominadas hifas. Estos filamentos tubulares varian en diametros de
entre 5 y 8 micras, pudiendo observarse mediante un microscopio 6ptico de baja potencia.
Cuando el micelio estd puro en un medio conveniente y crece en la zona exterior del tejido
bajo condiciones de humedad, no presenta pigmentacion. Cuando se observa en un
microscopio a 100 aumentos, el micelio joven es hialino (casi trasparente) y cenocitico,
aunque a lo largo de los dias puede aparecer algin tabique. La hifa puede ser lisa, hinchada,
nodulosa o tuberculada. El crecimiento se inicia en las puntas de cada hifa.

Phytophthora produce esporas asexuales en condiciones favorables, y exhiben una
transicion de un crecimiento vegetativo rapido a temperaturas Optimas y en medios
relativamente ricos, para reducir su crecimiento bajo condiciones de nutrientes limitadas
(Erwin y Ribeiro, 1996). En la imagen se observan las fases sexual y asexual de Phytophthora

(Figura 1).

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

ZOOSPORES
SPORANGIA \

Figural:Ciclo de vida de Phytophthora (Erwin y Ribeiro, 1996).

2.1.1.2.1. Los esporangios

La caracteristica mas comun de las esporas asexuales son los esporangios, o con mayor
precision, zoosporangios, los cuales son vesiculas que se llenan de zoosporas. Los
esporangios se forman en los esporangidforos, con un diametro similar al de una hifa.
Algunos esporangios pueden nacer desde la base de un esporangio ya maduro, produciendo
mas esporangios sucesivamente (Erwin y Ribeiro, 1996). Son los denominados esporangios
proliferantes.

El tamafio de los esporangios es variable, pudiéndose encontrar formas distintivas para
cada especie. Las formas pueden variar, habiendo esféricas, subesféricas, ovoides, elipsoides,
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limoniformes, piriformes, obpiriformes, turbinadas u obturinadas, entre otras. Los esporangios
presentan un color amarillento al microscopio. El esporangio puede tener una yema
denominada papila. Esta papila es definida como un tapon, el cual estd compuesto por un
material hidratado con un indice de refraccion diferente al material de la pared celular de la
hifa (Blackwell, 1949) (citado por . Erwin y Ribeiro, 1996). El material de la papila se

descompone antes de la emergencia de las zoosporas (Erwin y Ribeiro, 1996).

2.1.1.2.2. Las zoosporas

Las zoosporas emergen del esporangio nadando libremente. Este fendémeno tiene lugar
debido a la diferencia en el potencial hidrico existente entre el interior y el exterior del
esporangio. Dentro del esporangio podemos encontrarnos con potenciales de hasta 6 bares,
mientras que normalmente en el exterior, el potencial del agua es de 0,0 6 0,1 bar (Erwin y
Ribeiro, 1996).

Las zoosporas son flageladas, y el género Phytophthora se caracteriza por tener un
flagelo mas largo que el otro. Las zoosporas son consideradas el propagulo por excelencia
para infectar plantas sensibles.

El espectro luminoso mas favorable para la esporulacion de Phytophthora es el

comprendido entre los 320-400 um (Erwin y Ribeiro, 1996).

2.1.1.2.3 Las clamidosporas y los hinchamientos hifales (hyphal swellings)

Las clamidosporas son esféricas u ovales. Estas pueden ser hialinas o de un marrén
oscuro, y tienen una pared celular gruesa (sobre 0,5 y 1,5 micras). Esta pared no suele ser tan
gruesa como la de una oospora (mas de 3 micras) y se pueden formar terminalmente en todos
los tipos de hifas o bien puede estar intercalada entre la zona basal y apical de la hifa. Estas
estructuras pueden ser diferenciadas de los hyphall swellings, ya que estos ltimos no estan
delimitados en el micelio por septacion. Los hyphal swellings son globosos e irregulares en
forma, y usualmente hialinos, terminales o intercalados, y a menudo en agrupaciones
(cluster), no estando limitados por septos (salvo en el género Pythium, que si estan
delimitados por septos). Estas estructuras suelen ser comunes en las especies P. cinnamomi,
P. criptogea, P. drechsleri, P. megasperma y P. parasitica, siendo en alguno de los casos
rasgos caracteristicos para diferenciar especies. El grosor de las paredes suelen ser de menos

de 5 micras, siendo similar al grosor de las paredes del micelio (Erwin y Ribeiro, 1996).
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2.1.1.2.4 Las estructuras sexuales

Las estructuras sexuales de Phytophthora estdn compuestas por el anteridio y el
oogonio, siendo el anteridio designado como el componente masculino y el oogonio el
componente femenino. El oogonio normalmente es globoso o casi globoso, pero en ocasiones
puede ser piriforme. Normalmente son hialinos, aunque en algunos casos puede estar
pigmentada la pared del oogonio, siendo en este caso de un color amarillento a marron. El
oogonio va a estar separado de la hifa mediante un septo (Erwin y Ribeiro, 1996).

El anteridio empieza delimitado por un septo, y puede unirse a la base del oogonio,
abrazandola. Este tipo de anteridio se denomina anfigino, mientras que en otras especies el
anteridio se une al oogonio por cualquier parte externa de la pared del oogonio,
denominandose en este caso paragino.

La reduccion cromosomica para pasar de la dotacién cromosémica diploide a haploide
tanto en los anteridios como en los oogonios se realiza cuando estos aun son cenociticos (las
células o nucleos no estan separados por las paredes celulares), asi como por el fallo en la
formacion de los gametos mononucleados. Estas son unas de las diferencias por las cuales
podemos diferenciar al género Phytophthora y otros oomicetos de los hongos verdaderos.

El tubo de fertilizacidon del anteridio rompe la pared original del oogonio depositando el
nucleo anteridial. Los nucleos se fusionaran y quedaran solos en el citoplasma del oogonio.
La oospora simple, se forma dentro del oogonio, presentando un aspecto globoso y
caracteristico, desarrollando una gruesa pared interna (0,5-6,0 micras).

Anterior a la germinacion de la oospora, los nucleos haploides del anteridio y del
oogonio se fusionan para formar un ntcleo diploide. La oospora diploide germinara bajo
condiciones favorables, y formara uno o multiples tubos de germinacion y de los cuales
podrian o no formarse esporangios.

Galindo y Gallegly (1960) dieron el primer paso en el conocimiento de la sexualidad de
las especies del género, que agruparon como:

- Especies homotalicas: aquellas en las que un mismo micelio forma, a la vez, drganos
sexuales masculinos y femeninos autofértiles.

- Especies heterotélicas: aquellas que exigen la confrontacion de dos tipos conyugales
compatibles (“matting types”), pudiendo pertenecer los micelios enfrentados a diferentes
especies. Las especies heterotalicas presentaban 2 clases de compatibilidad, y que todo
cruzamiento inter o intraespecifico es posible bajo condiciones en que las 2 cepas, puestas en
confrontacidn, pertenecen a “matting types” o complementarios que, arbitrariamente, los
autores denominaron Al y A2.
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Los mencionados autores lograron la demostracion de lo dicho a partir de aislamientos
de P. infestans procedentes de USA y México. Posteriormente han sido numerosas las
especies donde se ha comprobado que en el interior de cada una existen los dos “matting
types” Al y A2. Galindo y Gallegly (1960) aclararon que se trataba de tipos de
compatibilidad y no tipos de sexo morfologico distinto: cada aislamiento dentro de la especie
seria hermafrodita, pero incompatible consigo mismo (autoestéril), al contrario de lo que
ocurre con las especies homotalicas.

Se comprobd cémo algunos aislamientos de cada tipo compatible pueden actuar
unicamente como “machos” y otros solo como “hembras”, mientras que otras cepas se
comportan como machos o como hembras, segun si la cepa compatible con la cual se
confrontan sea mds macho o mas hembra que las demas. Existen, entonces, grados de
masculinidad o feminidad entre cepas de una misma especie (Figura 2). De forma grafica
vemos que del centro de la linea hacia la izquierda, el caracter “macho” en las cepas se
acentia. Mientras que el comportamiento como hembra va del centro a la derecha (Galindo y

Gallegly, 1960).

O

Figura 2: Sexualidad relativa de las cepas de P. infestans.

Dichos autores estudiaron el sentido del cruzamiento determinando que en las especies
heterotalicas, la hifa gametangial macho provendria de la cepa tipo Al, por ejemplo, mientras
que la hifa hembra seria aportada por la cepa tipo A2. Después de la fecundacién seria
establecida una verdadera hibridacion. Esto no esta claramente demostrado, de la misma
manera que se desconoce el grado de fecundacion inducido en las confrontaciones entre cepas
de tipos complementarios.

Fueron Savageer al. (1968) los que trabajando con 30 especies y variedades de
Phytophthora, estudiaron el fendmeno sexual, poniendo de manifiesto que los
enfrentamientos complementarios entre especies (interespecificos) heterotdlicas eran posibles.

De esta manera, 29 especies quedaron agrupadas asi:
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- Homotalicas:

a) Con anteridio predominantemente paragino:

P. cactorum, P. citricola, P. lateralis, P. megasperma, P. porri, P. sojae, P. syringae.

b) Con anteridio predominantemente anfigino:

P. boemeriae, P. erythroseptica, P. fragariae, P. heveae, P. hibernalis, P. ilicis, P.
phaseoli, P. richardiae.

- Heterotalicas:

Con anteridio siempre anfigino:

P. arecae, P. cambivora, P. capsici, P. cinnamomi, P. citrophthora, P. colocasiae, P.
cryptogea, P. drechsleri, P. infestans, P. meadii, P. mexicana, P. palmivora, P. parasitica, P.
parasitica var.nicotianae.

Algunas especies de Phytophthora son homotalicas mientras otras pueden ser
heterotalicas, pudiendo encontrarse cepas tipo Al y A2. Cuando tenemos tipo Al y A2
pueden cruzarse, pudiendo aparecer en este caso nuevos biotipos. Por esta razon, cuando
coexistan ambas cepas en la naturaleza, la recombinacion genética puede dar lugar a nuevos
biotipos mas o menos virulentos que los existentes.

Este trabajo, estd referido a dos especies de Phytophthoramuy similares
morfologicamente, P. parasitica y P. capsici (Erwin y Ribeiro, 1996). Phytophthora capsici:
También conocida como P. hydrophila (Curzi, 1927 citado por Erwin y Ribeiro, 1996), P.
parasitica var. capsici (Leonian), (Sarejanni, 1936 citado por Erwin y Ribeiro, 1996), y P.
palmivora MF4 (Griffin and Jones, 1977 citado por Erwin y Ribeiro, 1996), fue descrita por
primera vez por Leonian, (1934) como el agente causal de mildiu en Capsicum annnum L.
(pimiento) en Nuevo México, Estados Unidos. En un principio fue considerada como
especifica del hospedador, afios después se observd que la especificidad parasitaria no podria
usarse como criterio taxondmico ya que P. capsici es capaz de infectar a un importante
numero de especies de plantas, incluyendo otras horticolas de interés como la berenjena
(Katsura y Tokura, 1955 citado por Erwin y Ribeiro, 1996) y el tomate (Jones et al., 1991
citado por Erwin y Ribeiro, 1996).

- Descripcion de P. capsici:

Las micosis causadas por este hongo incluyen podredumbre foliares, de frutos, raices y
tallos (Erwin y Ribeiro, 1996), ademas de por una llamativa marchitez de los hospedadores,
que es completamente irreversible después de las primeras epinastias (Bartual ez al, 1991).
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La temperatura minima para su crecimiento es de 10 °C, el 6ptimo se estima en 28 °C

y el méximo supera los 35 °C (Stamps, 1985 citado por Erwin y Ribeiro, 1996). P. capsici es

un organismo heterotélico, por lo que cuando ambos tipos de compatibilidad genética (Al y

A2) estan presentes, puede originar diversidad genética. La recombinacidon genética puede
ocasionar la aparicion de nuevas razas con bastante facilidad (Monroy y Bostland, 2008).

Entre las enfermedades causadas por este patogeno, cabe destacar las que afectan a

tomate y pimiento, conocidas “la podredumbre del cuello y de las raices” y “la podredumbre

del fruto” en pimiento, que puede ocurrir en los climas tropicales y muy lluviosos.

- Descripcion de P. parasitica:

Ademas de P. parasitica, se utilizan otras denominaciones. Asi, P. nicotianae var.
parasiticafue propuesto por Waterhouse y Waterson (1964), sin embargo la mayoria de los
autores utilizan P. parasitica, que sera usado en el texto. Las temperaturas minimas para su
crecimiento varian entre 5 y 7 °C en diferentes aislados; el optimo de temperatura se
encuentra entre 27 y 32 °C; y el maximo a los 37 °C.

Los sintomas mas comunes de esta especie son podredumbres de cuello y raices, sin
embargo, también infecta flores, frutos y hojas. Diferentes aislados de P.parasitica son
causantes de podredumbres de cuello y raices de numerosos cultivos. Las descripciones de
Erwin y Ribeiro (1996), insisten en la relacion estrecha existente entre el exceso de agua en el
suelo y la gravedad de la micosis, hecho que demostraron Ristantino et al. (1988) y Ristantino
y Duniway (1989) citados por Ribero, (1990) al comprobar como el ajuste del agua de riego,

reduce la gravedad de la enfermedad.

2.1.1.3. P. nicotianae Breda de Haan (1896) = P. parasitica Dastur (1913)

Entre sus sinonimos se incluye P. melongenae(Sawada, 1915 citado por Erwin y
Ribeiro, 1996), P. allii(Sawada, 1915 citado por Erwin y Ribeiro, 1996), P terrestris (P.
terrestria) (Sherbakoff, 1917 citado por Erwin y Ribeiro, 1996), Blephaspora
terrestris(Peyronel, 1920 citado por Erwin y Ribeiro, 1996), P. parasitica var.rhei(Godfrey,
1923 citado por Erwin y Ribeiro, 1996), P. jatrophae(Jesen, 1923 citado por Erwin y Ribeiro,
1996), P. tabaci (Sawada, 1927 citado por Erwin y Ribeiro, 1996), P. parasitica
var.pipereina(Dastur, 1913 citado por Erwin y Ribeiro, 1996), P. formosana(Sawada, 1942
citado porErwin y Ribeiro, 1996), P. lycopersici(Sawada, 1942 citado por Erwin y Ribeiro,
1996), P. ricini(Sawada, 1942 citado por Erwin y Ribeiro, 1996), y P. parasitica var.
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sesami(Kale yPrasad, 1957 citado porErwin y Ribeiro, 1996). (Waterhouse, 1963y 1974
citados porErwin y Ribeiro, 1996) y, (Waterhouse y Waterston, 1964 citados por Erwin y
Ribeiro, 1996) describen las variedades nicotianae y parasitica de P. nicotianae; sin
embargo, éstas no estan ampliamente aceptadas.

Hasta 1963, el nombre P. parasitica(Dastur, 1913 citado porErwin y Ribeiro, 1996),
causante de una podredumbre de las plantulas de ricino (Ricinus communis L.), era aceptado
mundialmente frente a P. nicotianae como nombre propio de estas especies, porque la ultima
fue inadecuadamente descrita por Breda de Haan (1896) (citado por Tucker, 1931). Por otro
lado, Ashby (1928) (citado porTucker, 1931).observo que los anteridios paraginos dibujados
por Breda de Haan (1896) (citado por Tucker, 1931) eran erroneos porque los anteridios de
los aislados de Phytophthora de tabaco y otros hospedadores habian sido descritos como
anfiginos. Esto indicd que el cultivo en agua de las raices de Breda de Haan (1896) (citado
por Tucker, 1931) estaba contaminado con alguna especie de Pythium y no se trataba de un
cultivo puro de Phytophthora. Ashby (1928) propuso que el nombre P. nicotianae fuera
“eliminado” y que el nombre de todos los aislados de este patogeno procedentes de tabaco y
otros hospedantes se describieran como P. parasitica Dastur (1913) (citado porErwin y
Ribeiro, 1996). Posteriormente, Rosembau (1917), Tucker (1931), Leonian (1934) y Meurs
(1934) (citados porErwin y Ribeiro, 1996).confirmaron esta propuesta. (Erwin y Ribeiro
(1996) consideran P. parasitica como el nombre mas apropiado pero el codigo internacional
de nomenclatura botéanica difiere en esto.

Waterhouse (1963) (citado porErwin y Ribeiro, 1996) sustituy6 el nombre P. parasitica
por P. nicotianae propuesto por Breda de Haan (1896) (citado por Tucker, 1931). Este cambio
no ha sido aceptado universalmente. La mayoria de las publicaciones en los Estados Unidos
contindan empleando el nombre P. parasitica. En Francia, se han publicado varios articulos
bajo el nombre P. parasitica. Incluso, el compuesto elicitante producido por P. parasitica que
elicita la produccion de una reaccion de resistencia en plantas de tabaco se ha denominado
“parasiticina”. Una revision infografica de Agricola Abstracts (1970-1994) (Erwin y Ribeiro,
1996), mostrd que existian 1907 referencias referidas a P. parasitica'y 536 aP. nicotianae.

A pesar de que Ho y Jongs (1989a), citados porErwin y Ribeiro, 1996), también
preferian el nombre de P. parasitica, concluyen que el mandato del reglamento actual del
Cddigo Internacional de Nomenclatura Botdnica deberd ser mantenido “a pesar de la
ambigiliedad de la configuracion del anteridio de P. nicotianae”. Estos autores discuten que si

la nomenclatura de especies de Phytophthora esta sujeta al Cddigo Internacional de
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Nomenclatura Botéanica, el nombre P. nicotianae deberia ser valido desde un punto de vista
legal.

Probablemente se continuen usando ambos nombres, si nos atenemos a lo sucedido
durante los ultimos 30 afios.

La separacion de Waterhouse (1963,1974) (citados porErwin y Ribeiro, 1996).de P.
nicotianae var.parasitica de P. nicotianae var. nicotianae se basd en pequeias diferencias
morfoldgicas, no en su patogeneicidad para el tabaco. Luego, P. nicotianae var.nicotianae no
es necesariamente un sinonimo del epiteto tabaco, pues P. parasitica var.nicotianae sensu
(Tucker, 1931 citado porErwin y Ribeiro, 1996) podia serlo también.

P. nicotianae var. parasitica(Waterhouse, 1963 y 1974 citados por Erwin y Ribeiro,
1996) y, (Waterhouse y Waterston, 1964 citados por Erwin y Ribeiro, 1996) fue caracterizada
por la produccion de oogonios esféricos (de 16 a 31 pm, mayormente de 24 a 26, de didmetro)
en cultivo monoesporangial o cuando se realizan cruzamientos entre grupos de compatibilidad
sexual opuestos; oosporas esféricas con un didmetro medio de 20 um (maximo 26 um);
anteridios anfiginos ovalados o esféricos; hifas de un didmetro mayor a 9 um, sin “hyphal
swellings”; esporangios papilados de forma ovoide o elipsoide tirando a esférica formados
sobre esporangioforos en ramificaciones irregulares en simpodio y esporangios esféricos o
elipsoides de forma ocasional con pedicelos cortos caducos; y por la formacién de
clamidosporas tardiamente (10 a 14 dias) inusualmente de didmetro 22 a 30 um con paredes
mas gruesas (de 3 a 4 um) que las de P. nicotianae var.nicotianae. A pesar del empleo de
estos dos epitetos varietales desde 1963, varios estudios muestran que estas diferencias no se
pueden confirmar. Los patrones proteinicos de aislados de P. micotianae de tomate, clavel y
citricos resultaron idénticos a los aislados de P. nicotianae f. sp. nicotianae de tabaco de los
Estados Unidos. Algunas otras comparaciones bioquimicas de aislados de tabaco designados
P. parasitica var. nicotianae sensu(Tucker, 1931 citado porErwin y Ribeiro, 1996) con
aislados de otros cultivos denominados P. parasitica también mostraron que variedad
nicotianae y var. parasitica eran indistinguibles. Analisis seroldgicos mostraron que aislados
de tabaco y los procedentes de otros cultivos eran similares. Analisis del polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) de ocho aislados de tabaco, dos de clavel y dos
de citricos fueron similares. Patrones de RFLP-DNA de aislado de P. parasitica procedentes
de tabaco de Estados Unidos, Sudéfrica y un amplio rango de otros hospedadores fue similar.

La denominacién de Tucker (1931) (citado porErwin y Ribeiro, 1996) P. parasitica
var.nicotianae para aislados de tabaco se basaba solamente en la especificidad patogénica de
los aislados. Este autor afiadid junto a Tisdale (1922) (citado por Erwin y Ribeiro, 1996) que
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los aislados de P. parasitica procedentes de varios hospedantes eran similares a aquellos
asignados como causantes del tallo negro del tabaco. La eleccion de Tucker del nombre P.
parasitica var. nicotianae para aislados de tabaco fue desafortunada y errénea pues esto
condujo a rebajar el epiteto nicotianae, formalmente empleado para denominar especies al
rango de variedad; ademas la especificidad para el hospedante no habia sido antes usada como
caracter basico de una variedad, porque el estatus de variedad debera estar basado en criterios
morfologicos CINB ( Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica). Seria mas correcto
utilizar la denominacion de f. sp. (forma specialis), que el término “var.”, para los aislados del
tabaco. Tal designacion podria ser 1til para facilitar la comunicacion; sin embargo, Hoo y
Jong (1989) (Citados por Erwin y Ribeiro, 1996) y Brassier (1983) (citados por Erwin y
Ribeiro, 1996) prefieren ser cautos.

(Lucas, 1975,citado porErwin y Ribeiro, 1996) mantiene que el tabaco es el Unico
hospedante natural de P. parasitica var. nicotianae sensu Tucker (1931) (citado porErwin y
Ribeiro, 1996), y se apoya en la observacién de que el pimiento, tomate, berenjena, ricino y
patata crecieron sin pérdida alguna en campos de California del Norte en los que la
enfermedad del tallo negro se manifestaba en plantas de tabaco. Si bien la inoculacion
artificial con los aislados de tabaco sobre otros hospedantes diferentes al tabaco indujo la
enfermedad en un gran nimero de hospedantes (manzana, tomate, frutos de berenjena,
algoddn, tubérculos de patata, tallos de papaya y plantulas de berenjena), y solo fueron
ligeramente patogenos para tallos de ricino (el hospedante en el que fue descrita originalmente
P. parasitica por Dastur (1913) (citado porErwin y Ribeiro, 1996) pie del cacao y plantulas

de tomate.

2.1.1.3.1. Morfologia

P. parasitica se clasifica dentro del grupo II (Stampse? al., 1990) y esté redescrita Hall
(1993) (citado porErwin y Ribeiro, 1996).

-Micelio

Colonias densas o con forma de roseta, o sin patrén de crecimiento y micelio aéreo con
forma de ctpula o poco voluminoso y extendido. Ratio de crecimiento radial en medio V8 a
25°C (3)-6,0 + 1,57-(9,5) mm dia”, “hyphal swellings” presentes, con paredes continuas con

el micelio somatico formadas a los 5-14 dias en agua en un 75% de las cepas. Crecimiento o
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parada del crecimiento a 5°C, buen crecimiento a 35°C, el 50% de las cepas muestran parada

del crecimiento a 40°C.
- Esporangios

Producidos abundantemente bajo la luz o sin ella, muy raramente sobre medio so6lido
(cuando lo hace es débilmente) tanto con luz como en oscuridad; la forma varia desde
elipsoide, ovoide, piriforme, obpiriforme a esférica, con una prominente papila.
Ocasionalmente aparecen dos papilas en un s6lo esporangio. Los esporangios no son caducos.
Los esporangios papilados aparecen solitarios o en un simpodio aislado con largos
esporangioforos de 100 a 595 micras de longitud (valor medio de 375 micras) en algunos
aislados (Thonsom y Hine, 1972); los esporangios miden entre 11 y 60 micrometros de largo
x 20 a 45 micras de ancho (valores medios 40,18 x 28,52 micras) con un indice
longitud/anchura de 1,1 a 1,7 (valor medio 1,34) (Erwin y Ribeiro, 1996).Los esporangios
aparecen ramificados irregularmente o simpodialmente. Waterhouse (1974) (citado porErwin
y Ribeiro, 1996) indicd que los esporangios de la variedad parasitica eran caducos con cortos
esporangioforos (2,0 micras) pero los esporangios de la variedad nicotianae no los
presentaban; sin embargo, esto no ha sido confirmado por estudios posteriores de otros
autores. En éstos los esporangios de ambas variedades permanecian en el esporangiéforo (no
caducos). Hall (1993), observd que algunos esporangios se desprendian del esporangidforo.
Pero no existia septo en el punto de ruptura, por lo que concluyd que los esporangios son no

caducos.

Figura 3:Morfologia de Phytophthora parasitica. Arriba y en el centro esporangios papilados, y clamidosporas
germinando. Abajo oogonios con anteridios anfiginos y conteniendo las oosporas (fotografiado por A. Vaziri).
(Erwin y Ribeiro, 1996).
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- Clamidosporas

Las clamidosporas son usualmente abundantes. Pese a ello, Hall (1993), escribio que
solo el 50% de 81 aislados que estudid las producian abundantemente. Las clamidosporas son
terminales o intercalares y con un didmetro medio de 28 micras, que puede oscilar entre 13 y
60 micras. Dastur (1913)estudi6 un rango de 20 a 60 micras.

Esféricos, (16)-26 + 3,2-(36) um de didmetro (n = 1720), pared gruesa de 1-2 pum, de

contenido homogéneo, delimitados por un septo de la hifa somatica.

- Hyphal Swellings

Fueron observados Hyphal swellings con paredes finas por (Hall, 1993).

- Organos sexuales

La mayoria de los aislados son heterotalicos, pero algunos aislados forman oogonios y
oosporas en cultivo puro cuando el indculo se ha tomado de cepas viejas (Brassier, 1972;
Tsaoet al., 1980). Los aislados de Catharanthus roseus, fueron homotalicos (Schubert y
Leahy, 1989 citados por Erwin y Ribeiro, 1996). Se encontraron oosporas en tejidos de la
estela de raices de naranjos del cultivar Washintgon Navel en California (Lutz y Menge, 1991
citados por Erwin y Ribeiro, 1996). Los anteridios son anfiginos y esféricos u ovales; los
oogonios son lisos y esféricos, con un diametro medio de 26,8 micras (de 15 a 64 micras de
rango). Las oosporas son aplerdticas Dastur (1913 citados por Erwin y Ribeiro, 1996),
describe un didmetro de 13 a 24 micras. Es comun encontrar oosporas de 13 a 35 micras de

diametro con un diametro medio de 22,6 micras.

2.1.1.3.2 Caracteristicas
- Temperatura de crecimiento

La temperatura minima de crecimiento varia de 5 a7°C dependiendo de los aislados: el
optimo esta entre 27 y 32°C; y el maximo es 37°C. (Hall, 1993)afirma que la mayoria de los
aislados detienen su crecimiento a 5 y 35°C, ademads, sobre la mitad de los cultivos murieron a

40°C.
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- Caracteristicas distintivas

Las colonias de algunos aislados en PDA son tipicamente aracnoides, pero en agar V8
las colonias son mds mullidas. En PDA, una hifa progresa aproximadamente de 1,0 a 1,5
cm-dia-1 y parece proliferar mientras otras hifas progresan radialmente y se repite el
progreso. Ya que en PDA el crecimiento de la colonia de P. parasitica en forma petaloide no
tiene lugar, se puede diferenciar rapidamente de P. citrophthora. Sobre agar harina de maiz,
las formas de la colonia fueron roseta (72,9%), estelada (11,1%), lanosa (2,4%), ¢

indeterminada (forma intermedia entre roseta y lanosa, 13,5%) (Hall, 1993).

2.1.1.4 Phytophthora capsici McHau y Coffey (1995)

P. capsici se describio por primera vez afectando al pimiento en 1918, procedente de

Méjico (Leonian, 1922).

2.1.1.4.1. Morfologia
- Esporangios

Son mayoritariamente papilados pero en algunos casos parecen ser semipapilados.
Ocasionalmente tienen dos o tres vértices. Las formas de los esporangios puede verse
influenciada por varias condiciones como la luz (Tsao y Alizadeh, 1988; Tsao, 1991 citados
por Erwin y Ribeiro, 1996) y van desde subesféricos, ovoides, obovoides, elipsoides,
piriformes hasta formas distorsionadas. Los esporangios son predominantemente conicos en
la base y son caducos con largos pedicelos, que varian en longitud con el tiempo desde 35
hasta 138 um (McHau y Coffey, 1995 citados porErwin y Ribeiro, 1996). El cociente
longitud/anchura varia segin autores: 1,70:1 (Frezzi, 1950 citado porErwin y Ribeiro, 1996);
1,72:1 (Ershad, 1971 citado por Erwin y Ribeiro, 1996); 1,57 a 2,19, con media 1,76:1 en agar
y 1.52 a 2.10, con media 1,73:1 en el agua (Krober, 1985 citado porErwin y Ribeiro, 1996), a
la luz; 1,73 y en la oscuridad 1.27 (Tsao y Alizadeh, 1988 citados porErwin y Ribeiro, 1996);
y de 1,4 a 1,8 (rango de 24 aislados se incuban en el agua bajo la luz) (Ristaino, 1990 citado
por Erwin y Ribeiro, 1996). (McHau y Coffey, 1995 citados porErwin y Ribeiro, 1996)
informan que los esporangios son extremadamente variables en forma: elipsoides, esféricos,
subesféricos, ampliamente ovoides, obturbinados, obovoides, fusiformes, y piriformes. Las

dimensiones longitud x anchura varian desde 32,8 - 65,8 x 17,4 -38,7 um. La relacién entre la
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longitud y la anchura varia de 1,3:1 a 2,1:1. Los esporangioforos que se forman bajo la luz
son irregularmente ramificados, y forman simpodios s6lo en el agua. Los esporangios caducos

con tallos largos se muestran en la siguiente figura:

Figura 4: Morfologia de los tipos de esporas de Phytophthora capsici. Fila superior: esporangios caducos con
pedicelos largos y distintas formas de las papilas. Fila inferior: oogonios globosos con anteridios paraginos

(oosporas plerdticas) y micelio. Dibujado por A. Vaziri (Erwin y Ribeiro, 1996).

- Clamidosporas

Segin Tucker (1931), las clamidosporas de P. capsici aisladas de pimiento (Capsicum
annuum L.) son poco frecuentes (Erwin y Ribeiro, 1996). Los aislados de pimiento u otras
cucurbitidceas normalmente no forman clamidosporas (Ristaino, 1990 citado porErwin y
Ribeiro, 1996), sin embargo, segun Ershad (1971), son abundantes en algunos aislados de Iran
(Erwin y Ribeiro, 1996). Segin Tsao (1991) (citado porErwin y Ribeiro, 1996) los diametros
van de 28 a 29 um con espesor de pared de 2,4 a 2,7 pm.

En 1995, McHau y Coffey informaron que encontraron clamidosporas exclusivamente
en una poblacion de aislados de cacao, pimiento negro, y otros hospedadores (pero no de

pimiento) y con didmetros de 22 a 52 pm (Erwin y Ribeiro, 1996).

La produccion de clamidosporas en algunos aislamientos esta condicionada en cierta
medida por la eleccion de los métodos culturales (Uchida y Aragaki, 1985 citados porErwin y
Ribeiro, 1996). Cuando se expuso el micelio durante 5 dias en el jugo V8 neutralizado con
carbonato célcico y luego sumergido en agua destilada estéril para 4 a 8 semanas y se incuban

en la oscuridad, resulto que 20 de 29 aislamientos de P. capsici produjeron clamidosporas, sin
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embargo, los aislamientos de los hospedantes de solanaceas, a excepcion de tres aislamientos
de berenjena, no produjeron clamidosporas. Un caldo de jugo de papaya 50 % utilizado
anteriormente para inducir oosporas de P. palmivora (Kadooka y Ko, 1973 citados porErwin
y Ribeiro, 1996) no indujo oosporas de ningun aislado de P. capsici (Uchida y Aragaki, 1985

citados por Erwin y Ribeiro, 1996). Las paredes fueron 1,0 a 1,5 pm de espesor.

- Hyphal Swellings

Los hinchamientos hifales son en ocasiones producidos por aislados en cultivos

acuosos.

- Organos sexuales

P. capsici es predominantemente heterotalica, sin embargo, se han observado oosporas
formadas en medios de cultivo que contienen el fungicida Chloroneb (Noom y Hyckman,
1974 citados porErwin y Ribeiro, 1996) después de la exposicion al hongo Trichoderma
(Brasier, 1975 citadoErwin y Ribeiro, 1996). Los dos tipos de apareamiento Al y A2 estan
aislados de plantas de pimiento y cucurbitaceas en el campo, pero en general los tipos de
apareamiento Al y A2 se presentan aislados y rara vez untos en una planta (Ristaino, 1990
citado porErwin y Ribeiro, 1996).

Los anteridios son anfiginos. Los didmetros oscilan desde 12 a 21 x 12 a 17 um (Frezzi,
1950 citado porErwin y Ribeiro, 1996) ; 17 x 15 um (Stamps, 1985 citado por. Erwin y
Ribeiro, 1996); 9-20 x 8-17 um, con un promedio de 14,1 x 13,5um (Krober, 1985 citado
porErwin y Ribeiro, 1996); 12 a 17 x 14 a 16 um, y un promedio de 14 x 15 um (Tsao, 1991
citado porErwin y Ribeiro, 1996).

Los oogonios son esféricos o subesféricos y sus dimensiones en diferentes hospedantes-
varian desde 23 hasta 50 um.

Las oosporas son predominantemente pleroticas con un espesor de pared de 2 a 6 pm
(Tsao, 1991 citado porErwin y Ribeiro, 1996). El diametro medio de las oosporas de varias
cepas de pimiento variaron desde 23,7 hasta 34,9 um, con didmetros promedio de varias cepas
en cucurbiticeas variaron desde 27,8 hasta 34,2 um (Ristaino, 1990 citado porErwin y

Ribeiro, 1996).
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Figura 5: Morfologia de Phytophthora capsici (sensu Tsaol991), conocido anteriormente como atipicos P.
palmivora MF4 (sensu Griffin 1977). Fila superior: la formacidon de esporangidforos en umbela y formacién de
esporangios en forma de simpodio. Fila inferior: con un oogonio con anteridios anfiginos que contiene una

oospora globosa y esporangios caducos con largos pedicelos (Dibujado por A. Vaziri en Erwin y Ribeiro, 1996).

2.1.1.4.2. Caracteristicas

- Temperatura de crecimiento

La temperatura minima de crecimiento es de 10°C, el dptimo es de 28°C, y el maximo
es mayor de 35°C (Stamps, 1985).

Varios trabajos muestran datos diferentes de valores de temperatura para el minimo,
optimo, y maximas: 7,5, 30 y 35°C (Kroéber, 1985 citado porErwin y Ribeiro, 1996), 6-9, 27-
30, y 33 a39°C (Tsao, 1991 citado porErwin y Ribeiro, 1996) y 12, 28 y 32°C (Leu y Kao,
1981 citados porErwin y Ribeiro, 1996).

La temperatura Optima de crecimiento entre varios aislamientos vario de 24°C a 33°C

(Mchau y Coffey, 1995 citados porErwin y Ribeiro, 1996).
- Caracteristicas distintivas

P. capsici se distingue de otras especies en el grupo II por la produccidon de largos
pedicelos en esporangios caducos con formas que van desde casi esférica a alargada. P.
parasitica produce esporangios mas redondeados que no son caducos. P. palmivora produce
esporangios ovoides que son caducos, pero tienen pedicelos cortos.
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2.1.1.5. Especificidad parasitaria de P. capsici y P. parasitica

La especificidad parasitaria en el género Phytophthora ha sido un tema relativamente
poco tratado en la bibliografia. Agrupa a un gran niimero de especies patdgenas para un
enorme numero de plantas. En cuanto a la especificidad del hospedador, las situaciones son
diversas y bastante complejas.Pocas especies de Phytophthora son especificas de un so6lo
hospedador y la mayoria de ellas tienen una amplia variedad de hospedadores. Dentro de tales
especies, determinados aislados pueden ser mas especializados que otros.

De manera genérica se ha supuesto que a la “seca” o “tristeza” del pimiento se asociaba
P. capsici, mientras que la podredumbre del cuello y raices de las plantas se asociaba P.
parasitica. Actualmente se sabe que ambas especies con capaces de afectar a ambos
hospedadores.

Autores como Satour y Butler (1967) consideraban a P. capsici especifica de pimiento,
pero ensayando la patogeneicidad de las progenies (F1) procedentes de la germinacion de
oosporas de cruzamientos de cepas muy patdogenas sobre pimiento, obtuvieron de uno de los
cruzamientos 32 aislados patogenos sobre tomate y 18 sobre pimiento (Satour y Butler, 1967).
Las inoculaciones se hicieron con 54 aislados, de los cuales 33 no fueron patdgenos en
pimiento y 17 no lo fueron sobre tomate. Este comportamiento fue explicado por Boccas
(1978) y Boccas y Zentmyer (1976) de la siguiente forma: la autofecundaciéon de un aislado
puede dar lugar no solamente a una reducciéon o a un aumento del poder patdgeno de la
descendencia frente a sus hospedadores reconocidos o tradicionales de la especie, sino
también a una ampliaciéon de su espectro parasitario. Asi, en cruzamientos con P. capsici
(patogena sobre pimiento) y P. palmivora (no patégena sobre pimiento), obtuvieron 18
aislados (F1) procedentes de oosporas, que al inocularlos sobre plantas de pimiento se
obtuvieron un 16,66% que fueron tan patdgenas como el parental P. capsici, un 11,11%
fueron la mitad de patdgenas, un 11,11% fueron la quinta parte de patdgenas y un 61,11% no
expresaron ninguna patogeneicidad.

Sin embargo, Cristinzio y Noviello (1980) comunicaron que al inocular 22 aislados de
P. capsici sobre pimiento, berenjena, tomate, calabaza y sandia, expresaron una clara
especificidad parasitaria sobre pimiento.

Los aislados identificados morfolégicamente como P. parasitica (sensu Dastur 1913
citado porErwin y Ribeiro, 1996) o P. nicotianae (sensu Waterhouse, 1963 citado porErwin y
Ribeiro, 1996) son patdégenos para un amplio rango de géneros y familias vegetales. En la
lista de hospedadores que fueron citados para P. parasitica (sensu Dastur, 1913) o para cada
variedad de P. nicotianae (sensu Waterhouse, 1963), se encontraban 264 especies distintas de
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hospedadores naturales, nimero que se ampliaba a 301 cuando se afiadian los hospedadores
inoculados artificialmente. Y dado que hay evidencias considerables que apoyan la
preferencia de algunos aislados por determinados hospedadores, cualquier aislado no puede
ser considerado patdgeno para todas las plantas descritas como hospedantes.

En este sentido, Bonneter al. (1978) realizaron un estudio sobre el poder patdégeno de P.
parasitica e introdujeron la nocidn de especializacion parasitaria al estudiar 16 aislados de P.
parasitica procedentes de clavel (6 aislados), Citrus (5 aislados) y tomate (5 aislados). La
correspondiente patogeneicidad sobre plantas de tomate, esquejes de clavel y hojas de
citricos, muestra una especificidad parasitaria para las cepas de citricos, las unicas capaces de
producir necrosis sobre hojas de Citrus. Sin embargo, las aisladas de clavel fueron mas
patogenas sobre esquejes de clavel que las procedentes de tomate o de Citrus, asi como las
aisladas de tomate tuvieron sobre tomate un mayor poder patogeno que las aisladas de Citrus
o las procedentes de clavel. Concluyen dichos autores que en las cepas estudiadas no se puede
decir que haya una polifagia en P. parasitica. Otros ejemplos de la especificidad parasitaria
de P. parasitica los obtuvieron Kale y Prasad (1957) y Gemawat yPrasad (1964) (citado por
Erwin y Ribeiro, 1996) probando como aislados procedentes de s€samo eran especificos para
sésamo y Erwin (1964) citado porErwin y Ribeiro, 1996 con aislados procedentes de hibisco
(Hibiscusesculentus L.) no patdgenos para citricos y viceversa.

Boccas y Zentmyer (1976), estudiando la patogeneicidad de 29 aislados (F1)
procedentes de las oosporas de los cruzamientos entre P. cinnamomi (patdgena sobre
aguacate y no sobre citricos) y P. parasitica (no patdgena sobre aguacate y si sobre citricos),
obtuvieron un 13,78% que fueron patdgenas sobre Citrus jambhiri y no sobre Persea indica,
un 27,56% lo fueron sobre P. indica pero no sobre C. jambhiri y un 58,66% no fueron
patoégenas sobre ninguno de los hospedadores. Como sugiere Boccas (1978), la induccion
reciproca de autofecundaciones entre especies de Phytophthora y entre aislados
complementarios de la misma especie hacen posible una alta heterocigosis en las cepas
salvajes que se aislan de los cultivos. Asi, sugiere Boccas (1978) que las cepas de
Phytophthora aisladas de cultivos anuales agrupan fenotipos variados sexualmente muy

fértiles y con un amplio espectro parasitario.

Por otra parte, como se ha citado en el apartado correspondiente a P. parasitica, la
relacidon entre P. nicotianae y el tabaco parece ser altamente especializada. Ya en 1953 se
observo la ausencia de enfermedad en una plantacion de tabaco en rotacién con un cultivo de

tomate que se habia visto muy afectado por P. nicotianae (Félix, 1953). Ivantcheva-Gabroska
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(1958), observd que los aislados de Phytophthora provenientes de tabaco y tomate, aunque
eran similares morfoldgicamente eran diferentes bioldgicamente, ya que mostraban una
preferencia parasitaria por el hospedador de origen. Sin embargo, también pueden encontrarse
ejemplos que no apoyan la teoria de la especificidad parasitaria, aislados de P. nicotianae var.
nicotianae(no procedentes de tabaco) de Peperomia obtusifolia, Saintpaulina ionantha y
Sinningia hibrida tenian diferentes rangos de hospedantes pero ninguno fue especifico

(Rattink, 1981 citado por Erwin y Ribeiro, 1996).

Otro ejemplo mas de especificidad parasitaria en P. parasitica 1o obtuvieron Matheron y
Matejka (1990) citado por Erwin y Ribeiro, 1996) ya que aislados de citricos fueron mas
virulentos en raices de limon que aislados procedentes de petunia, tomate, nogal, morera,
jojoba, hibisco y melocotdn. El tomate sin embargo, fue mucho mas susceptible para mas

aislados incluidos los de citricos.

Allagui y Lepoivre (2000) mostraron como los aislados de P. nicotianae procedentes
de plantas de pimiento no eran patogénicos en plantas de tabaco, mientras que tras la
inoculacién en plantas de tomate y de berenjena se producian sintomas diferentes a los
observados en las plantas de pimiento, asi como falta de patogeneicidad de los aislados de P.
nicotianae provenientes de plantas de pimiento cuando se inoculan en tomate. Ademas, los
aislados de P. nicotianae obtenidos de tomate, clavel y pistacho no producian ningtn sintoma
o0 sOlo causaban una leve necrosis radicular en las plantas de pimiento. Las elicitinas
producidas por P. nicotianae han sido sefialadas como moléculas involucradas en la
especificidad parasitaria en la interaccidn P. nicotianae - tomate (Colaset al., 1998; Capassoet

al., 1999).

Andréset al. (2006) inocularon 10 aislados de P. nicotianae procedentes de plantas de
pimiento, observando que los aislados resultaron ser patégenos en plantas del cultivar Yolo
Wonder, pero no causaron dafio en plantas de tomate cultivar San Pedro. Ensayos muy
recientes realizados en Extremadura (Morales Rodriguez, 2011), concretamente, en la zona de
los valles del Tiétar y el Alagén, donde P. parasitica es la Gnica especie de Phytophthora que
se ha encontrado afectando al cultivo de pimiento para pimentén es habitual la rotacion de
cultivos de pimiento y tabaco. El tabaco es un cultivo en el que parece existir una
especializacidn parasitaria y la interaccion entre el tabaco y P. parasitica ha sido de las mas
estudiadas dentro de esta especie de Phytophthora y en el caso del tabaco se han descrito

especificidades parasitarias.
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En este caso se realizaron aislamientos de P. parasitica en plantas de tomate y
pimiento enfermas. Después se inocularon sobre especies vegetales que son hospedadores
habituales de P. parasitica y que se podrian incluir en las rotaciones de cultivos en ambas
zonas. Asi los aislados de tomate se inocularon en plantas de pimiento y los de pimiento en
plantas de tomate pero ademdas se inocularon otras especies como tabaco, berenjena, kenaf,
altramuz y algodén. Los resultados fueron los siguientes: “Los datos obtenidos indican que
los aislados de plantas de tomate se muestran mucho mas especificos en su patogeneicidad, ya
que independientemente del estado de desarrollo de la planta o el tipo de inoculacién (riego o
decapitacion) unicamente causan enfermedad o dafio en plantas de tomate, especie de la que
han sido aisladas. Los aislados de plantas de pimiento se muestran menos especificos en su
patogeneicidad, ya que si que son capaces de causar enfermedad en plantas de tomate aunque
unicamente en el estado de planta pequefia (2- 4 hojas verdaderas) o en inoculacion mediante
decapitacion” y ademas “Ninguno de los aislados inoculados, ni los procedentes de plantas de
pimiento ni los de plantas de tomate fue patdogeno en tabaco, berenjena, kenaf, altramuz y
algodon”. Estudiando estos mismos aislados procedentes de plantas de tomate y pimiento
mediante marcadores moleculares basadas en estudios de amplificacion del ADN polimorfico
(RAPDs) y de las secuencias entre los microsatélites (ISSRs) se llegd a la conclusion de que
los aislados procedentes de tomate y pimiento son genotipicamente diferentes separando estos
aislados en dos grupos claramente diferenciados, que se corresponden con el hospedador de
procedencia de los mismos: plantas de pimiento o de tomate.

También, Pérez Vargas (2011) encontrd especificidad parasitaria en algunos aislados
P. parasitica 'y P. capsici procedentes ambos tanto de tomate como de pimiento, mientras que
en otros caso esta especificidad no se presentd, afectando ambas especies a ambos
hospedadores. Recientemente, Garcia Lara (2013) encontré especificidad parasitaria en
aislados de P. parasitica procedente de suelos cultivados con tomate, que no fueron capaces
de afectar al pimiento.

Buscando conocer si las poblaciones de P. nicotianae se asemejan genéticamente en
funcion de su origen geografico asi como por su hospedador de origen, Mammellaer al.,
(2013) analizan la estructura poblacional de una coleccion de 96 aislados basandose en ADN
mitocondrial y nuclear. Encuentran que no hay una estructura consistente basandose en el
origen geografico, pero si una asociacion especifica por el hospedador de origen, asi como

especificidad parasitaria con un mayor grado de virulencia sobre el hospedador de origen.
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2.1.1.6. Sindromes de Phytophthora en pimiento

Los sintomas que producen P. capsici y P. parasitica son similares. Dependiendo del
clima de la zona de cultivo, el punto de infecciéon y del estado fenologico de la planta, P.
capsici 'y P. parasitica pueden causar diferentes sindromes o conjunto de sintomas en
pimiento. Estos incluyen el damping off o decaimiento, pudricién de cuello y raices, necrosis
del tallo, marchitamiento, amarilleamiento, necrosis y abscision de hojas, asi como necrosis
de los frutos. La mayoria de estos sintomas son facilmente confundibles con los de asfixia
radicular.

El sindrome que vamos a evaluar en este experimento es el conocido como:

- Crown and Root rot (Podredumbre del cuello y raices)

Al tratarse de un “hongo del suelo”, el sindrome mas destructivo de Phytophthora se
conoce como Crown and Root rot. Esta denominacidén anglosajona abarca al conjunto de
sintomas que aparecen cuando Phytophthora penetra a través de las raices y cuello de la
planta. El primer sintoma en aparecer, aunque no se suele observar hasta arrancar la planta, es
una pudricion que puede afectar tanto a las raices secundarias como a la raiz principal,
llegando a alcanzar el cuello donde produce una necrosis que asciende por el tallo. Al verse la
planta privada de su sistema radicular no puede absorber el agua y los nutrientes, apareciendo
el sintoma de marchitamiento, también conocido como “tristeza del pimiento”, con posterior
amarilleamiento, necrosis y/o abscision de las hojas. Este suele ser el primer sintoma en
observarse. Si la planta se encuentra en las primeras fases de su desarrollo, hasta 2-3 hojas
verdaderas, cuando la necrosis alcanza el cuello se produce en tipico sintoma de damping off
o decaimiento de la planta, fendmeno que sucede normalmente dentro de los 5 primeros dias
de infeccion (Erwin y Ribeiro, 1996).

Otros sintomas producidos porP. capsici y P. parasitica son:

- Stem blight (Podredumbre del tallo)

En ocasiones, cuando el terreno se encuentra encharcado, en épocas y/o zonas lluviosas
o por un exceso de riego, las salpicaduras sobre el tallo de la planta permiten al Oomiceto
infectar la planta desde ese punto. La necrosis asciende y desciende desde la zona de
infeccion produciendo un estrechamiento y oscurecimiento de los tejidos, que finalmente se

secan, produciendo el marchitamiento y la muerte de la planta al no recibir agua y nutrientes.
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- Foliar blight (podredumbre de las hojas)

En las mismas condiciones de humedad ambiental elevadas, Phytophthora puede
alcanzar las hojas de las plantas, produciendo lesiones de aspecto marréon humedo al principio
que se necrosan y secan poco después, pudiendo avanzar a través de los peciolos al tallo, si
antes no se produce la abscision, y de estos hacia la base del tallo, causando la muerte de la

planta, al igual que los sindromes anteriores.

- Fruit rot (Podredumbre del fruto)

En el caso de que las zoosporas del oomiceto alcancen los frutos del pimiento, con las
condiciones ambientales adecuadas éstas pueden penetrar, produciendo una necrosis que
deprecia comercialmente el fruto, apareciendo poco después cubiertos por una masa blanca de

esporangios.

2.2. GENETICA DE LA RESISTENCIA A PHYTOPHTHORA EN PIMIENTO.

2.2.1. Generalidades

El empleo de cultivares resistentes, las rotaciones de cultivos, la modificacion de las
practicas culturales, asi como estrategias de control bioldgico y quimico, se han empleado
durante afios para intentar controlar este patdgeno. El uso de fungicidas ha sido infructuoso
durante décadas por ello empresas e investigadores han invertido tiempo y cuantiosos
recursos a la obtencidn de cultivares con resistencia al oomiceto.

La principal dificultad que encuentran los mejoradores genéticos es el conocimiento de
los mecanismos genéticos que intervienen, por ejemplo, en la resistencia a enfermedades,
aspecto necesario para diseflar y ejecutar un programa de mejora que traslade esta u otras
caracteristicas de una accesion determinada a cultivares comerciales, consiguiendo ademas
que cuenten con las caracteristicas agronomicas exigidas por los agricultores y las
caracteristicas organolépticas demandadas por el consumidor.

Dos son los entes a tener en cuenta al afrontar el problema de la resistencia a
enfermedades. Por una parte, hay que considerar el huésped y por otra el parasito. Por ello se
va a esbozar previamente una serie de ideas basicas, con objeto de facilitar la comprension de
la genética de la resistencia a enfermedades en general.

En la agricultura moderna, la dindmica de la relacion huésped-parasito es obvia, dada la
frecuencia con que el parasito supera las resistencias introducidas en los diversos cultivos
horticolas. La pérdida de resistencia ha venido observandose desde 1916 (Kommendahlet al,
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1970), pero se precisaron del orden de cuarenta afios hasta que este fendmeno comenzara a
tenerse en consideracion. Van Der Plank (1963, 1968 y 1975) elaboré una hipotesis que
permitiera dar una explicacidon a la dindmica de la relaciéon huésped-parasito. Basicamente,

clasifico en dos los posibles tipos de resistencia, a saber:

- Resistencia Horizontal:

Caracterizada por la ausencia de interacciones entre variedades del huésped y aislados
del parasito, estando gobernada dicha resistencia por poligenes que le confieren un caréacter

estable aunque inespecifico.

- Resistencia Vertical:

La resistencia vertical se caracteriza por la presencia de interacciones diferenciales
entre los genotipos del huésped (variedades) y los genotipos del parasito (aislamientos, cepas,

razas, etc.), confiriéndole un caracter especificoaunque inestable.

Sin embargo, Nelson (1975) afirmaba que las resistencias vertical y horizontal no son el
resultado de la accidon de distintos tipos de genes sino mds bien las expresiones de esos
mismos genes en distintas combinaciones, llegando a la conclusion de que los genes de
resistencia actuan verticalmente cuando estdn aislados y horizontalmente cuando se
encuentran agrupados.

Las resistencias y las patogenicidades pueden clasificarse de acuerdo con su nivel de
especificidad Unicamente cuando las poblaciones del huésped y del pardsito ofrecen
variabilidad para la resistencia o patogenicidad, respectivamente. El nivel de resistencia o de
patogenicidad se valorard de acuerdo con la incidencia de la enfermedad (% de plantas
afectadas), su severidad (proporcion del area de tejido afectado por el pardsito) u otros
criterios de valoracion. Cuando un numero de genotipos del huésped (variedades) son
ensayados o valorados frente a un numero de genotipos del pardsito (aislamientos), la
variabilidad genética de los parametros empleados en la valoracion de la enfermedad puede
ser discontinua o continua. La variabilidad discontinua en la resistencia va asociada a
variacion en la patogenicidad, permitiendo la clasificacion de los cultivares en base a la
resistencia que presentan al aislamiento del patégeno que se emplee, detectandose una
interaccion significativa entre cultivares y aislamientos. Por el contrario, una variacion
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continua de la resistencia hace que el ranking de los distintos cultivares sea en principio el
mismo para los distintos aislamientos, de forma que la resistencia del huésped varia con
independencia de la patogenicidad del parasito.

Segun Van Der Plank la accion de la resistencia vertical es reducir la efectividad de la
concentracion de inoculo inicial a partir de la cual comienza la epidemia y por ende retrasar el
comienzo de la misma, pero que una vez se manifiesta no se paraliza. Por el contrario, la
resistencia horizontal actua disminuyendo los efectos de la epidemia tras haber comenzado la
misma. Segun Nelson (1975), los términos de resistencia vertical y horizontal no son los mas
adecuados, pues ninguno de ellos describe siquiera sucintamente el tipo de respuesta del
huésped inducida por un parasito o la efectividad relativa de la resistencia a diferentes razas
del mismo.

Por otra parte, los términos resistencia especifica e inespecifica puede que no sean
universalmente aceptados pero delimitan las respuestas del huésped. La resistencia especifica
es absolutamente efectiva frente a una o mas razas de un patogeno y totalmente ineficaz frente
a otras razas. La expresion de este tipo de resistencia es en la forma de hipersensibilidad a la
raza o razas frente a las que dicha resistencia es eficaz, evitando que se produzca la infeccion.
Genéticamente, este tipo de resistencia se comporta como un caracter monogénico dominante
y por consiguiente facilmente manejable desde este punto de vista. La incapacidad de las
razas de un patogeno para superar la resistencia especifica es generalmente un caréacter
dominante, mientras que la capacidad para superarla es recesiva. El hecho de que la
resistencia especifica se verifica Unicamente cuando se produce la interaccion entre un
huésped resistente y un pardsito incapacitado para atacarlo, dio lugar a que Flor (1955, 1971)
propusiera la teoria de gen a gen, segun la cual para cada gen de resistencia especifica en el
huésped existe un gen especifico en el patdogeno que condiciona la capacidad de superar esa
resistencia o incapacidad de afectar al huésped. Sin embargo, el inico criterio para explicar la
resistencia especifica segun Nelson (1978) se basara en la reaccion diferencial que se produce
frente a distintas razas. Se admite de forma general, que cualquier tipo de resistencia
especifica puede verse mermado cuando aparecen nuevas razas con nuevas posibilidades de
atacar y que surgen por mutacidn, heterocariosis o recombinacion genética. Basta un sencillo
cambio en la dotacion génica del patogeno para superar el efecto de un gen de resistencia. La
resistencia inespecifica, por el contrario, viene determinada normalmente por la accion
conjunta de varios genes. Su naturaleza poligénica es posiblemente la razéon de su relativa
estabilidad por prolongados periodos de tiempo ya que es menos probable que surjan nuevas
razas con la estructura genética necesaria para superar dicha resistencia, pues seria preciso
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que tuvieran lugar varios cambios en la dotacién génica del patdgeno para superar una
resistencia que es poligénica por naturaleza. La estabilidad de este tipo de resistencia se basa
en las probabilidades de que se sucedan una serie de cambios en el patégeno. La pérdida de la
resistencia inespecifica normalmente es gradual y raramente completa. Las resistencias
valoradas cualitativamente, como es el caso de los efectos especificos de razas del parasito,
pueden expresarse mediante proporciones sencillas. No ocurre asi cuando la resistencia se
valora cuantitativamente, resultando mas dificil la interpretacion en términos genéticos.
Separar o diferenciar claramente efectos de tipo vertical y de tipo horizontal resulta facil
unicamente cuando dos o mas genes del huésped y dos o mas genes del parasito con efectos
mayores repercuten en la interaccion entre ambos entes. Con tan sélo un gen en el huésped y
en el parasito no pueden hacerse distinciones.

Cuando se trata de genes menores, los efectos diferenciales no pueden distinguirse del
error, debido a su pequefia magnitud. Parlevliet y Zadoks (1977) llegaron a la conclusion de
que todos los genes de resistencia de la poblacion huésped y de agresividad en la poblacién
del parésito constituyen un sistema integrado. Genes mayores y menores de resistencia
interaccionan siguiendo la teoria de gen a gen con genes mayores y menores de agresividad,
de forma que se pueden detectar facilmente las interacciones huésped-parasito cuando sélo
unos pocos genes actian, correspondiéndose con una situacién de resistencia vertical o
especifica. En el caso de que sean muchos los genes con pequefios efectos los que
condicionen conjuntamente el sistema resistencia/ patogeneicidad, resulta dificil separar las
interacciones diferenciales de los errores experimentales, correspondiéndose con una
situacion de resistencia horizontal o inespecifica. Varios autores han realizado una revision
completa sobre la herencia de la resistencia de la planta huésped a los agentes patdgenos
(Hooker y Saxena, 1971; Person y Sindhu, 1971; Simons, 1972; Day, 1974; Eenink, 1976;
Nelson, 1978). Un examen detenido de dichas revisiones permite afirmar que la resistencia a
enfermedades puede estar controlada por un numero indefinido de genes cuyos efectos
pueden ser desde muy notables hasta minimos y que los genes de resistencia pueden
interaccionar entre si ya sea de forma aditiva o epistatica.

Como se ha comentado, la teoria de gen-a-gen de Flor (1955) explica la especificidad
de esta interaccidn como el reconocimiento de un elicitor codificado por un gen de avirulencia
(Avr) del patégeno y un receptor codificado por el gen de resistencia (R) complementario en
el hospedador. El reconocimiento resulta en la induccion de una sefial de transduccion en el
hospedador que iniciara una respuesta de defensa contra todas las razas del patogeno y la
inhibicion del crecimiento del mismo. De acuerdo con el modelo gen-a-gen cuando un rasgo
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de resistencia se manifiesta por el efecto de alelos dominantes no es posible observar
segregacion. La falta de segregacion para la susceptibilidad proporciona evidencias de que el
fenotipo de resistencia esta localizado en un locus (Chenet al., 2001). Por otra parte, cuando
dos locis independientes controlan la resistencia de un fenotipo, la poblacion segregante F2
puede contener al menos 1/16 de segregantes susceptibles, representados por la presencia de

un doble homocigoto recesivo.

2.2.2. Herencia de la resistencia a Phytophthora en pimiento

Es larga la lista de autores que han estudiado la resistencia a Phytophthora en pimiento
comenzando en los afios 60 del pasado siglo, aunque se interrumpieron durante los 80 al
extenderse el uso del Bromuro de metilo para la desinfeccion anual de los suelos (Tello y
Lacasa, 1997). Los trabajos se orientaron fundamentalmente al conocimiento de las
caracteristicas de la resistencia: su naturaleza, mecanismos, genes implicados, asi como la
forma de introducirla en las variedades comerciales. El trabajo fue fructuoso y localizaron
diversas fuentes de resistencia a P. capsici en germoplasma de pimiento, siendo el mas
importante en este sentido el Serrano Criollo de Morelos 334 (CM-334 o SCM-334), aunque
tanto entonces como ahora, no parece haber concordancia en el modelo de genética de la
resistencia, sin llegar todavia, tras mas de 50 afios, a un consenso firme sobre el tema.

Uno de los primeros trabajos citados en la bibliografia cientifica consultada fue
planteado por Kimble y Grogan (1960) (citado por Bosland y Lindsey, 199; Bartualer al.,
1991; Candole y Conner, 2010). Evaluaron 613 lineas de pimiento y encontraron 3 lineas con
altos niveles de resistencia aP. capsici. Una de estas lineas, PI 201.234, procedente de
América central, fue evaluada, entre otras, por Smithet al., (1967) (citado por Polach y
Webster, 1972 y Oelke y Bosland, 2003), denominédndola 493 y que posteriormente fue
registrada como PM217. Desarrollaron la F1, F2 y F3, asi como el retrocruzamiento, de tres
lineas resistentes a Phytophthora con el cultivar susceptible “Yolo Wonder’. Encontraron que
la resistencia frente a los aislamientos americanos de P. capsici estaba controlada por un gen
mayor dominante en algunas lineas y dos genes dominantes en otras, heredados
independientemente con efectos aditivos.

En un intento de transferir la resistencia del PM217 a variedades de carne gruesa como
‘Yolo Wonder’, Pochard y Chamboned (1972) emplearon retrocruzamientos, deduciendo, por
el contrario, que se trataba de un cardcter con dominancia parcial y herencia compleja,
apuntando la posibilidad de, al menos, dos o tres genes interviniendo en el control de la
resistencia. Gil (1988) afirmaba que se trataba de un caréacter gobernado por, al menos, tres
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genes con efectos aditivos, pudiéndose considerar como un caracter poligénico. Clerjeauet al.,
(1976), Pochard y Daubeze (1980) y Bartual y Campos (1984) también encontraron
explicacion a sus resultados mediante la teoria de una resistencia poligénica.

Saini y Sharma (1978) (citado por Oelke y Bosland, 2003) informan de que el cultivar
‘Waxy Globe’ lleva un gen dominante de resistencia cuando se evalta para Phytophthora
Fruit rot. La herencia de esta resistencia se confirmé con el retrocuzamiento con un parental
susceptible, resultando 1:1 (R/S)

Barksdaleer al., (1984) estudiando la resistencia a Root rot y Foliar blight en pimiento
emplearon como parentales resistentes las lineas Fyuco y P51, cruzandolas con el cv
susceptible ‘California Wonder’. Obtuvieron la F1 y F2, asi como el retrocruzamiento para
cada uno de los tres cruces. La descendencia que resultaba resistente se autofecundaba para
obtener la F3. Estudiando la descendencia F1 y F2 y los retrocruces correspondientes, parecia
que la resistencia la regia un Unico gen dominante, cumpliendo los ratios
resistente/susceptible, sin embrago una pequefia cantidad de individuos susceptibles aparecian
en la F1 y los retrocruces con el parental resistente. Ademas, la F3 tampoco coincidia con esta
hipétesis, postulando que podrian existir genes modificadores, o una dormancia irregular bajo
ciertas condiciones ambientales. También sugirieron como explicacion a sus resultados una
penetrancia incompleta de los genes implicados en la resistencia, dado que incluso en la F1
del cruce de los dos parentales resistentes aparecian plantas con sintomas.

Ortegaet al., (1991) sefialan que la presencia de genes con efectos mayores son
necesarios para aumentar la expresion de la resistencia y que estos actuan de forma
complementaria, ya que la mayoria de las lineas transgresivas, obtenidas tras un primer ciclo
de seleccion, procedian del cruce entre parentales parcialmente resistentes. Sin embargo,
descendencias de hibridos obtenidos a partir de lineas susceptibles mostraron igualmente
segregacion transgresiva, indicando que genes de resistencia con efectos menores estan
presentes en lineas aparentemente sensibles (Palloixet al., 1990), demostrando con ello que la
herencia de este cardcter es compleja.

Bosland y Lindsey (1991) probando una nueva técnica de evaluacidn de la resistencia a
Root rot en plantulas de 14 dias, encuentran individuos susceptibles en la F1 al cruzar un
parental resistente (CM-334) con uno susceptible, exponiendo como explicacion a sus
resultados el hecho de que el parental fuera heterocigoto en su resistencia, lo que explicaria
los resultados obtenidos en su F1, sin demostrar que este hecho no fuera debido a la edad de

las plantas, ya que consideraban que la resistencia era dominante.
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Bartualet al., (1991 y 1993) y Reifschneideret al., (1992) indican en estudios posteriores
la existencia de efectos epistaticos. Bartualet al., (1991) evaliian resistencia a Stem blight con
15 aislados frente a 10 lineas de pimiento detectando interaccion diferencial entre lineas y
cepas, asi como distintos niveles de resistencia dentro de las lineas. Sefialaron que la causa de
la interaccion diferencial era la diferente agresividad que caracterizaba cada una de ellas.
Ninguna de las lineas fue totalmente resistente, coincidiendo con la observacidon hecha por
Pochard y Chambonnet (1972), que no habia sido capaz de encontrar ninglin caso en el que se
diera resistencia total, sino solamente algunas formas de tolerancia en plantas en estado adulto
cultivadas al aire libre. Con ello se da a entender que existe una componente horizontal
poligénica, circunstancia que ya apuntaron autores como Pochard y Daubeze (1980) en sus
estudios sobre la resistencia de la linea PM217, asi como Bartual y Campos (1984).

Para profundizar en los aspectos de la herencia, hibridaron variedades locales sensibles
con las parcialmente resistentes identificadas en los anteriores ensayos y se inocularon para
Stem blight y Root rot. Los hibridos resultaron menos resistentes que los parentales con
resistencia y mas que los parentales sensibles. Produciéndose una ganancia o pérdida de
resistencia al compararlo con cada parental. Esto indica que la herencia de la resistencia es
compleja, existiendo dominancia parcial y dando la opcioén de pensar que pudiera tratarse de
un caracter sobre el que actuan acciones génicas de tipo complementario. Ademas, sefialaron
que la dotacidn genética del parental susceptible influye en el nivel de resistencia del hibrido,
influyendo genes mayores y menores y pudiendo pensar que se trata de combinacién de
resistencia vertical y horizontal o resistencia poligénica.

Cuando repitieron el ensayo comparando hibridos simples y de tres vias, la resistencia
fue mayor en la serie de hibridos de tres vias, considerados globalmente, que en la de hibridos
simples y en estos ultimos fue asimismo mayor que en las lineas seleccionadas. Por tanto para
los autores, la epistasia tipo aditivo x aditivo no puede ignorarse a la hora de tener en cuenta
que factores genéticos influyen sobre la herencia de la resistencia a P. capsici.

Reifschneideret al., (1992) usando la linea resistente CNPH148, derivada de Criollo de
Morelos, y dos variedades susceptibles, confirmé la presencia de un sistema de dos genes con
epistasia dominante y recesiva. Siendo posible que se expresara la resistencia en genotipos
con genes dominantes y recesivos en homocigosis en ambos loci.

Bartualer al., (1993) cruzaron 7 lineas de pimiento con resistencia parcial entre si,
obteniendo los 21 hibridos simples posibles, ademas de hibridos dobles y de tres vias. Uno de
parentales era CM-334. Corroboraron que los efectos epistaticos diferentes a los aditivo-por-
aditivo contribuyen a la variabilidad de la resistencia a P. capsici y deben tenerse en cuenta.

BUSQUEDA DE RESISTENCIA A PHYTOPHTHORA CAPSICI Y PHYTOPHTHORA PARASITICA EN
CULTIVARES COMERCIALES DE PIMIENTO
37 Pagina |



Para explicar esta variedad de resultados, varios autores sugirieron que la resistencia
podria ser superada por largos periodos de incubacion o elevadas dosis de indculo (Smither
al., 1967; Barksdaleer al., 1984). Y que su expresion puede estar influenciada por muchos
factores como la temperatura, estrés hidrico, cepa del hongo presente, método de inoculacion
o edad de la planta (Reifschneideret al., 1992).

En este sentido, Kimer al., (1989) inoculando cultivares en diferentes estados
fenoldgicos, encontraron que los cultivares se comportaban como susceptibles en el estado
fenoldgico de dos hojas verdaderas mostraban un mayor nivel de resistencia al pasar de la
primera ramificacion, apuntando que los factores genéticos que gobiernan la resistencia o
susceptibilidad estaban en funcidn de la edad de la planta. De este modo sefialaron que para el
estudio de la resistencia era de vital importancia el método de inoculacion empleado, la
cantidad de inoculo utilizada, asi como el estado fenologico de la planta a la hora de proceder
a la inoculacion.

También, Gisbertet al., (2008) evaluaron la resistencia a Phytophthora en tres estados
de desarrollo: plantulas de 5 semanas, 10-12 hojas verdaderas y plantas de 21 hojas
verdaderas. Las plantas que se mostraron resistentes al inocularlas a las 5 semanas se
comportaron de manera similar que las plantas semi-adultas y las adultas, las que mostraron
sintomas a las 5 semanas también lo hicieron en los siguientes estados. Aquellas que fueron
tolerantes a las 5 semanas no fueron capaces de completar el ciclo de cultivo.

Las citadas discrepancias en los resultados se obtienen incluso cuando se ensayo el
mismo parental como Serrano Criollo de Morelos 334 (CM-334), que tras muchas
evaluaciones se ha posicionado como resistente universal a P. capsici, empleandose como
principal fuente de resistencia para los programas de mejora durante muchos afios. Ortegaet
al., (1991) propone que CM-334 dispone de tres genes con multiples alelos que determinan la
resistencia. Estos resultados contradecian lo obtenido por Guerrero-Moreno y Laborde (1980)
que sefalaban que dos genes recesivos no unidos proporcionaban la resistencia a esta linea.
Reifschneider er al., (1992) atendiendo a sus resultados consideraban que CM-334 es
probablemente una poblacidn heterogénea.

Los diferentes resultados también pudieran ser debidos a las variadas metodologias
empleadas, o al empleo de diferentes genitores susceptibles con diversas caracteristicas
genéticas (“backgrounds™) como ya sefialaron Smithet al., (1967) y Bartualet al., (1991). Este
hecho parece ser corroborado por Walker y Bosland (1999) al obtener modelos genéticos
diferentes cruzando CM-334 con ‘Early Jalapefio’ y con ‘Keyston’ como parentales
susceptibles. En el cruce con ‘Early Jalapefio’ encontraban un ratio 3:1 (R/S), resultados que
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se explicaban con un modelo de 1 gen dominante rigiendo la resistencia y con ‘Keystone’ sin
embargo dos genes dominantes. Al inocular ambos sindromes simultdneamente con uno de
los parentales susceptibles obtenian una segregacion 9:3:3:1, lo que indicaba que la herencia
de los genes era independiente, uno para Root rot y otro para Foliar blight. Sin embrago con
el otro cv la segregacion fue 7:2:2:5 lo que indicaba un modelo de 3 genes dominantes.

En el 2008 Gisbertet al., evaluaron la resistencia de tres hibridos obtenidos del cruce del
SCM334 como parental masculino y tres parentales femeninos uno para cada hibrido,
obteniendo que la carga genética de los parentales femeninos parecia influir en la resistencia a

Phytophthora de los hibridos.

2.2.3. Resistencia asociada al sindrome

Otro aspecto que no se habia tenido en cuenta hasta que llego la propuesta de Walker y
Bosland (1999) fue la resistencia asociada a los diferentes sindromes de Phytophthora.
Dichos autores, estudiaron de forma independiente la resistencia a Root rot y Foliar blight,
para determinar si eran los mismos genes los que conferian la resistencia a ambos sindromes.
Empleando esquejes para valorar plantas genéticamente similares, en la F1 todos los
individuos fueron resistentes de forma independiente para Root rot y Foliar blight, en el cruce
de los dos cv susceptibles con CM-334. Para determinar el nimero de genes implicados
estudiaron la F2, determinando que el mismo niimero de genes regian ambas resistencias. Al
inocular ambos sindromes simultaneamente con uno de los parentales susceptibles obtenian
una segregacion 9:3:3:1, lo que indicaba que la herencia de los genes era independiente, uno
para Root rot y otro para Foliar blight, demostrando que diferentes genes controlaban la
resistencia a los diferentes sindromes. Estos resultados ya los habian observado otros autores
cuando inoculaban para Foliar Blight y Root rot en la busqueda de resistencias, siendo las
plantas resistentes o susceptibles, a un sindrome, al otro o a ambos (Barksdaleet al., 1984),
aunque entonces no dieron la suficiente importancia a este aspecto, al no considerar los dos
sindromes por separado determinando que eran multiples genes los encargados de regir la
resistencia.

Un trabajo parecido realizaron Syet al., (2005), esta vez para Root rot, Foliar blight y
Stem blight, siendo la primera prueba del modelos de herencia de este ultimo sindrome.
Encontraron empleando como cv susceptible ‘Early Jalapefio’ y como resistente CM-334, que
cada uno requeria de un gen independiente para la expresion de la resistencia. Seria 16gico
pensar que dependiendo del o6rgano que afecte un patdgeno este tenga un modo de accion
diferencial, es este sentido, Irwin, (1997) informd que las especies de Phytophthora que
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atacan foliarmente tiene pronunciados apresorios en el micelio y las que atacan a las raices
carecen de ellos (conspicuos), asi que diferente modo de accidon, diferente respuesta del

hospedador. Esto apoyaria la evidencia de que diferentes genes controlan cada sindrome.

2.2.4. Resistencia asociada a las razas fisiolégicas

Otro giro de tuerca en el conocimiento de la resistencia en pimiento frente a P. capsici
fue el hecho de aceptar que diferentes genes controlan la resistencia a las diferentes razas
fisioldgicas.

Stakman y Piemeisal (1917) (citado por Oelke y Bosland, 2003) introdujo el termino
raza fisioldgica, que a menudo se abrevia como raza, para referirse a un aislado que causa una
respuesta diferencial de resistencia en varios genotipos de hospedadores. Algunas especies de
Phytophthora, por ejemplo P. infestans en patata (Solanum tuberosum L.) y P. sojae en Soja
(Glycine max L. Merr.), las razas han sido documentadas. La existencia de razas fisiologicas
en P. capsici fue propuesta por primera vez por Polach y Webster (1972) y mas tarde por
Reifschneideret al., (1986), y desde entonces numerosos estudios se han llevado a cabo para
determinar, por ejemplo, si estas razas fisiologicas difieren conforme lo hace el origen de los
aislados.

En este sentido, Bartualer al., (1991) evaluaron diferentes aislados frente a diferentes
lineas de pimiento detectando interaccion diferencial entre lineas y cepas, asi como distintos
niveles de resistencia dentro de las lineas, sefialando también la diferente agresividad que
caracterizaba cada una de ellas, aspecto que ya contemplaban, por ejemplo, Polach y Webster
(1972). Esto refuerza la posibilidad contemplada por Clerjeauet al., (1976) quienes sostenian
que la resistencia a P. capsici en pimiento se trataba de una combinacién de resistencias de
tipo horizontal (ya que en sus ensayos ninguna linea fue totalmente resistente) y vertical (por
la interaccién diferencial entre cepas y lineas).

Gil Ortegaer al., (1995) encontr6 dos patotipos verticales en Espafia; siguiendo su
criterio Andréset al., (2005) evaluaron 10 aislados encontrando que todos eran del patotipo 0,
la misma “raza fisiologica”. Los diferentes aislados presentaron diferente grado de
patogeneicidad en el cv susceptible y el germoplasma local, pero fueron resistentes CM-334 y
PI 2012234, lo que coincide con una resistencia vertical, una respuesta de enfermedad o
ausencia de la misma. Pero encontraron interaccion entre cultivar y aislado en la respuesta del
germoplasma local, lo que apoyaba la idea de una respuesta poligénica. Estos trabajos

realizados en Espaiia difieren de lo descrito posteriormente por otros autores.
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El primer trabajo planteado para identificar como razas distintas a los aislados de P.
capsici que presentaban diferente respuesta en un conjunto de hospedadores diferenciales fue
realizado por Oelkeer al., (2003), para los que el conocimiento de este aspecto de la
interaccion patogeno-hospedador podria ayudar en la obtencion de cultivares resistentes, por
ejemplo a las cepas presentes en una zona productora. Encontraron interaccion significativa
entre aislado y accesion en la evaluacion con hospedadores diferenciales, identificando 9
razas fisioldgicas distintas para Root rot y 4 para Foliar blight, de un total de 10 aislados
evaluados en 18 accesiones distintas. El ensayo incluia el CM-334, que como era de esperar
no se vio afectado por ninguna raza, sin embargo, varios autores han observado como en el
cruce con otras variedades se encuentran descendientes sensibles. Para los autores es plausible
que el CM-334 posea algunos atributos fisioldgicos tnicos que le den ese amplio rango de
resistencia, siendo interesante el trabajo con RIL s descendientes de CM-334 para dilucidar su
composicidn genética.

Glosieret al., (2008), siguiendo el mismo procedimiento pero evaluando Unicamente
Root rot encontraron 14 razas fisiologicas en 34 aislados, inoculandolas sobre 11 genotipos de
pimiento, sin encontrar ninguna relacion entre razas y el origen de los aislados.

Syet al., (2008) emplearon 26 NMRILs, (New Mexican Recombinant Inbred Lines),
como hospedadores diferenciales, CM-334 como parental resistente y ‘Early Jalapefio’ como
sensible. Un conjunto de hospedadores diferenciales estd compuesto por lineas o cultivares
del hospedador con uno o varios genes de resistencia al patdogeno que combinan la maxima
variabilidad genética dentro de una poblacion, con genotipos homocigotos que pueden
replicarse permanentemente sin riesgo de segregacion. Para la obtencion de los RIL’s
obtuvieron 7 generaciones a partir del cruce de los parentales por autofecundacion de una sola
semilla seleccionada cada generacion. Determinaron 13 razas en 17 aislados evaluados para
Root rot, destacando la importancia de establecer un determinado grupo de hospedadores
diferenciales que tomados como referencia ayudarian a estudiar la compleja herencia de esta
resistencia.

Para eliminar la mayor variabilidad posible en sus ensayos Monroy-Barbosa y Bosland
(2008) intentaron determinar empleando NMRIL’s como hospedadores diferenciales, si los
fenotipos resistentes estaban controlados por multiples alelos en pocos locis o multiples genes
en diferentes loci, en el caso de Phytophthora Root rot. Partieron de los NMRIL’s empleados
por Syet al., (2008) y prosiguieron hasta la F11 Inocularon un total de 5 razas de manera
individual, y combinadas dos a dos, condicidn experimental que no se habia realizado hasta
entonces tal y como recomendaba Parlevliet (1983), con el objeto de diferenciar las
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resistencias de tipo horizontal y vertical, ya que la mezcla de aislamientos dificultaria e
incluso imposibilitaria tal diferenciacion. Cuando inoculaban una sola raza la respuesta en la
F2 cumplia el ratio 3:1 (Resistente: Susceptible) (R/S), determinando que el fenotipo
resistente estaba determinado por un Unico gen dominante para cada raza de P. capsici, al
igual que le sucediera a otros autores.

Sin embargo, cuando la F2 de algunos cruzamientos era inoculada por algin conjunto
concreto de dos razas del patogeno, aparecia, por ejemplo, la segregacion 15:1 (R/S),
indicando la presencia de dos genes dominantes independientes no alélicos, es decir estaban
situados en diferentes loci, cada uno proporcionando resistencia a una raza de forma
independiente. En cambio para la combinacion de otras razas distintas este ratio era
rechazado, sugiriendo que los dos locis estan ligados para los genes de resistencia a esas razas
concretas. Este ligamiento se traduce en la herencia en bloque de varios genes, al estar
situados en la misma regidon del cromosoma. Como resultado a la inoculacion de 5 razas en
los hospedadores diferenciales, al menos 5 genes de resistencia a Phytophthora root rot estan
presentes en el genoma de C. annuum.

Mais recientemente, Monroy-Barbosa y Bosland (2011) siguiendo el mismo
procedimiento con NMRIL s determinaron 9 razas fisioldgicas mas en la evaluacion de Foliar
Blight y confirmaron de nuevo que razas fisioldgicas que afectaban a las hojas no lo hacian,
por ejemplo, a la raiz, comparando los trabajos de 2008 y 2011)

Como fruto de los trabajos anteriormente expuestos, la idea que debe trasladarse a los
mejoradores de plantas frente a patdgenos del suelo es que seria conveniente evaluar la
resistencia frente a las razas presentes en cada zona de produccidon determinada, aspecto mas
factible que encontrar resistencia a todas las razas fisioldgicas conocidas.

Practicamente todos los trabajos en este campo se han centrado en el estudio de P.
capsici, siendo menos los que lo han evaluado para P. parasitica. No se ha estudiado, por
ejemplo, la existencia de patotipos o razas fisioldgicas afectando al pimiento, pero si dos al
tabaco (Van Jaarsveld ef al., 2002) y se ha sugerido en tomate (Boukema, 1983)

Andréset al., (2006) evaluaron la presencia de patotipos de P. parasitica afectando al
pimiento. Encontraron que P. parasitica no era menos patdgena en pimiento que P. capsici, al
comparar sus resultados con los obtenidos por Andréset al., (2004) y al igual que sucedia con
P. capsici, CM-334 y PI1201234 se comportaban como resistentes. También sucedia el caso
que lineas susceptibles a P. capsici presentaban altos niveles de resistencia a P. parasitica. La
especificidad parasitaria de algunos aislados de P. parasitica fue patente, ya que no afectaron
al tomate cv ‘San Pedro’ empleado como testigo.
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En este sentido, segun los trabajos de Bonneter al., (2007) las resistencias a P. capsici
serfan gobernadas por los mismos genes mayores que para P. parasitica, difiriendo en el
nimero de genes menores implicados. La caracterizacidon de la base genética de la resistencia
a P. capsici y P. parasitica, en germoplasma de pimiento, podria contribuir a facilitar el
disefio de estrategias de mejoramiento genético mas efectivas para la incorporacién de la
resistencia genética tanto en materiales comerciales susceptibles como en material que pueda
ser usado como porta-injerto, de forma que puedan ser usados en campo como método de
control de estos patogenos. El objetivo es identificar fuentes de resistencia al patogeno y
caracterizar la base genética de su herencia, con el propdsito de disefiar estrategias de
mejoramiento genético mas adecuadas para incorporar dicha resistencia a cultivares

comerciales susceptibles de pimiento.

3.-MATERIAL Y METODOS

3.1.-Disefio experimental.

El experimento se llevard a cabo bajo un disefio experimental en el que se evaluard la
patogeneicidad de 2 especies de Phytophthora (P. capsici y P. parasitica) sobre 15 cultivares
de pimiento, incluidos un control resistente, una accesién de “Serrano Criollo de Morelos” y
un control susceptible cv “Sonar”.Para cada uno de los cultivares evaluados, se dispondra de
4 repeticiones, y en cada una de las repeticiones se evaluaran al menos 5 plantulas de cada

uno de los cultivares evaluados.

3.2. Origen de los aislados

Los aislados de P. capsici 'y P. parasitica utilizados para la evaluacion de la resistencia
en este trabajo se muestran en el Cuadro 1. Ambos aislados procedian de plantas de pimiento
con sintomas de Phytophthora y cuya patogeneicidad en pimiento fue evaluada frente a los
sindromes Phytophthora Root Rot y Stem blight por Pérez Vargas (2011). El aislado de P.
capsici fue reaislado de una planta de pimiento de la provincia de Almeria, mientras que P.
parasitica procedia de una planta de pimiento de la provincia de Murcia. Ambos aislados
pertenecen a la micoteca del equipo de Patologia Vegetal del Grupo de Investigacion AGR-

200, Departamento Agronomia, Universidad de Almeria.
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Cuadro 1: Origen de los aislados utilizados en la evaluacion de resistencia.

Especie Codigo Hospedador de origen Localizacion
P. capsici Phy78 Pimiento Almeria
P. parasitica K06 Pimiento Murcia

3.3. Medios de cultivo; Preparacion del inoculo.

Para el crecimiento de las cepas necesarias en los ensayos se emple6 Agar-Guisante.

La preparacion del indculo, se realizé cultivando cada cepa en placas de petri de 9 cm
de diametro en un medio de cultivo de Agar-guisante, tal como explica Tello (1991), se
procedio a un preparado de 200 ml de guisante triturado, el cual pasé un proceso de calentado
y filtrado. A estos 200 ml, se afiadieron 10 ml de Agar y 300 ml de agua. Finalmente, la
mezcla se introdujo en un autoclave durante 30 minutos a 121 °C y una atmosfera de presion.
Una vez plaqueado, se repico el hongo a las placas con el medio de agar, dejando crecer el
cultivo durante el tiempo necesario para que toda la base de la placa quedara cubierta por el
hongo (entre 5 y 10 dias).Trascurrida dicha semana, se secciona el medio con el hongo, con el
fin de aumentar la cantidad del mismo, distribuyéndose en distintas placas de petri estériles.

Antes del proceso, los instrumentos (lanceta, bisturi, sacabocados y batidora) fueron
flameados con alcohol etilico (96°) y los contenedores del inoculo desinfectados y lavados
previamente con lejia durante 24 horas y enjuagados, con el objetivo de evitar la toxicidad del
cloro.

Se trocearon en tiras placas de Agar-guisante donde crecian los hongos, entresacando
dichas tiras y pasandolas a otra placa para maximizar la superficie sobre la que se produciran
esporangios. En cada placa se introdujo una solucion de nitrato potasico (KNOs3) al 1%, hasta
cubrir el medio, disponiendo el preparado bajo luz fluorescente continua durante una semana.
Transcurrido este tiempo, se habran formado gran cantidad de esporangios encontrandose en
las condiciones Optimas para la liberacion de zoosporas mediante aplicacion de choque
térmico. Antes de ello, se retira el nitrato potdsico y se introduce agua destilada estéril,
introduciendo el medio en frigorifico a 4°C durante una hora. Seguidamente se retiran las
placas del mismo y sometiéndolas a la temperatura ambiente en laboratorio durante el mismo
tiempo. Finalmente, tras observar al microscopio la liberacion de las zoosporas de los
esporangios, se filtra la solucién a través de papel Whatman ntimero 1. Para la inoculacién, se

usaron unicamente zoosporas sin flagelo, éstas se obtuvieron agitando la soluciéon en un
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vibrador Heidolph Reaxtop durante un minuto. La eliminacidén del flagelo provoca un
favorecimiento de la germinacién. Finalmente se procede a la determinacion de la
concentracion de zoosporas mediante conteo de una muestra en hematocimetro. La cantidad
de propagulos contabilizada en hematocimetro oscilé entre 10° y 10 UFC ml™.

Una vez calculado la concentracion de zoosporas por mililitro, se aplicaron 25 ml de la

solucidén de inoculo a cada uno de los recipientes o macetas.

Foto A: Cultivo del in6culo en placas de petri.Foto B: Proceso de filtrado.

Fotos C y D: Observacion al microscopio de la liberacion de las zoosporas de los esporangios y germinacion

de un esporangio pasadas tres horas desde la eliminacion del flagelo.

3.4.-Material vegetal.
Para la realizacion del experimento, se evaluaron 13 cultivares comerciales, de los que
se desconoce su resistencia a P. capsici 'y a P. parasitica. Ademas se consideraron dos testigo

como base de comparacion, siendo estos el cultivar “Sonar”, sin resistencia aPhytophthora
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capsici y el cultivar “Serrano Criollo de Morelos” (SCM-334) que tras otros ensayos, se ha

posicionado como resistente a P. capsici y a P. parasitica.(Tello y Lacasa, 1997). El resto de

cultivares evaluados fueron: Imperio, Kurenai, Bungi, Celaya, Tamarin, Dicaprio, Jalisco,

Mango, Tinsena, Tabor, Mirador, Natanja y Deniro, todos ellos pertenecientes a la empresa

multinacional “Enza Zaden”. (Cuadro 2)

Cuadro 2: Descripcion del material vegetal empleado en el experimento. Informacidn proporcionada por

la empresa “Enza Zaden” poseedora de sus derechos:

Cultivar

MIRADOR

IMPERIO %

DENIRO

TAMARIN

DICAPRIO

MAGNO

L

Lamuyo

rojo

California

rojo

California

amarillo

California

rojo

California

amarillo

California

naranja

Planta

Planta compacta. Buen

Rebrote. Muy
productiva.
Muy vigorosa y
productiva.

Calidad y Produccion en

Tardio.

Vigor medio y muy
abierta.
Excelente  produccion

durante el Invierno.

Color Ideal y Gran

Firmeza.

Muy precoz.
Planta compacta.
Potente sistema
radicular.

Muy productiva a lo
largo de todo su ciclo.
Resistencia, Produccion
y Precocidad.

Muy vigorosa.

Excelente produccion.

Maxima Produccién en

Invierno.

Planta vigorosa y muy
productiva.
Ideal para Exportar en

Invierno

Gran tamafio y
homogeneidad en
todo el ciclo. Color
rojo intenso

Calibre G-GG con
muy buena firmeza.
Tolerante al rajado
del fruto.
Maximos kilos de
Enero a Marzo.
Frutos de calibre G-
GG.

Gran dureza y color

"limén"

Tolerante al rajado
del fruto.

Calidad muy
homogénea.

Calibre G-GG.

Intenso color rojo.
Perfecta  formacién
del fruto y

homogeneidad.

Frutos de calibre G-
GG.

Frutos de  gran
firmeza 'y  color
"limon"

Tolerante al rajado
del fruto.

Maxima produccién
de Enero-Marzo.
Facil  cuajado vy
precocidad en la
recoleccion.
Color naranja

intenso.

Trasplante

recomendado

Campo de Cartagena

Julio
desde el 20 de Julio.
Recomendado  para

Primavera en la zona
del Campo de

Cartagena

Recomendado desde
el 25 de Julio, segun

zonas

Desde el 20 de Julio,

seglin zonas.

Resistencias
Altas
(HR)

PeMV: 0-3

PeMV: 0-3

PeMV: 0-

3/PVY:0

PeMV: 0-3

PeMV: 0-3

PeMV: 0-3

Resistencias

Intermedias
(IR)

TSWV: PO

TSWV: PO

TSWV: PO

TSWV: PO

TSWV: PO
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Calibre G-GG.
Calidad homogénea
de los frutos.
TINSENA Lamuyo Vigor medio y muy Gran cabeza y buena Recomendado PeMV: 0-3 TSWV: PO
rojo. productiva. longitud. desde Julio.
El Lamuyo para Pared  gruesa y
Temprano. excelente firmeza.
TABOR California ~ Vigor medio-alto, planta  Intenso color naranja. ~ Recomendado PeMV: 0-3 TSWV: PO
naranja abierta. Buen grosor de pared.  para mediados de
Cuaje bien distribuido  Muy firme. Julio a  primera
con buen remate al final ~ Tamafio G-GG. semana de Agosto,
del ciclo productivo. segun zonas.
Maxima Producciéon 'y
Firmeza en Invierno.
BUNGI California ~ Planta abierta y  Muy firme. Recomendado PeMV: 0-3 TSWV: PO
rojo compacta de entrenudos  Tamafio G-GG. para cultivo de
cortos. invierno en el valle de
Produccion temprana y Jordania y en la
buen cuaje con calor, region de Bessor.
aunque de color claro en
estas condiciones.
CELAYA California ~ Vigor medio-alto, planta  Color amarillo  Recomendado PeMV: 0-3 TSWV: PO/
amarillo. abierta y compacta. palido. para plantaciones de RKNs
Cuaje facil y bien Muy firme. Julio, segun zonas.
distribuido. Tamaiio G.
JALISCO California  Planta compacta y muy Intenso color naranja. ~ Recomendado PeMV: 0-3 TSWV:PO
naranja productiva. Buen grosor de pared.  para plantaciones de
Mantiene tamafio ~ Muy firme. Julio, segun zonas.
uniforme durante todo el ~ Tamaifio G.
ciclo.
NATANJA California ~ Vigor medio-alto, planta  Intenso color naranja. ~ Recomendado PeMV:0-3 oo
naranja abierta y compacta. Mantiene la calidad y  para mediados de
Planta para condiciones el tamafio durante Julio a  primera
de invernadero con todo el ciclo. semana de Agosto,
calefaccion. Cuaje bien Fruto de 4 loculos  segin zonas.
distribuido. durante todo el ciclo.
Tamaifio 90-100 mm.
KURENAI Cénico/ Planta  compacta y  Color rojo intenso y Recomendado PeMV: 0-3 TSWV:PO
Midi- generativa. Vigor medio-  bonito. para plantaciones
Cénico alto. Cabezas débiles en  Tamafio: Cabeza 4.5 tempranas, seglin
rojo. condiciones de frio. cm. x Longitud: 8.5  zonas.
Cuaje facil, temprano y  cm.
rapido.
Maxima Produccion y
Firmeza en Invierno.
£ Variedad disponible en ecoldgico; (HR): Variedad con Resistencia Alta; (IR): Variedad con

Resistencia Intermedia; (mm): Milimetros; (cm): Centimetros; (G): Calibre G (70-90 mm); (GG): Calibre GG
(90-110); (PeMYV: 0-3): Variedad resistente a Pepper mottle virus, Razas 0, 1, 2 y 3; (TSWV:P0): Variedad

resistente a Tomato spotted wilt virus patotipo 0; (PVY:0):Variedad resistente a Potato Y virus patotipo 0;
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(RKNS): Variedad resistente aRoot-Knot nematodes (Meloidogine arenaria/Meloidogine incognita/Meloidogine

Jjavanicay).

Las semillas fueron desinfectadas con un bafio de lejia (40g de Cl activo L") mediante
agitacion magnética a 350 rpm durante 15 minutos, después se lavaron bajo el grifo hasta
eliminar el olor a lejia, eliminando de esta forma los restos de cloro, el cual puede afectar a la
germinacion. Seguidamente, las semillas se sembraron en macetas de 1L con vermiculita,
previamente desinfectada mediante un proceso de auto clavado (60 minutos a 120°C). Se
sembraron 5 macetas por variedad/accesion y aislado de Phytophthora evaluado por riego al
sustrato con 5-7 plantas por maceta. En el caso de inoculacion foliar y de tallo se emplearon 4
macetas por variedad/accesion y aislado de Phytophthora evaluado, con 5-7 plantas por
maceta.

Entre cada proceso de siembra, las pinzas eran flameadas con alcohol etilico (96°) con
el objetivo de evitar contaminaciones. A continuacion pasaron a una camara de ambiente
controlado (25-27 °C, 70% HR, 12.000 lux y un fotoperiodo de 14 horas del luz), donde
permanecieron hasta el momento de la inoculacion. Los riegos fueron manuales mediante una
jarra en el momento que la maceta dejaba de pesar, con la condicion de evitar el drenaje para
evitar contaminaciones y lavado de inoculo. Esto venia sucediendo 2 ¢ 3 veces por semana.
Hasta la formacion de la primera hoja verdadera las plantas solo se regaron con agua. A partir
de este momento aproximadamente cada 15 dias las plantas se regaron con una solucidon de
riego, agua mas abono complejo SUMISOLUB (NPK cristalino) 19-19-19 en una disolucién
de 25g de abono en 25L de agua.

Foto E: Detalle de ensayo en cdmara de cultivo.
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3.5. Técnica de inoculacion

Mediante riego al sustrato se afiadié 50ml de la suspension de propagulos a cada maceta
con entre 5y 7 plantas; los testigos se inocularon con 50 ml de suspension de agua donde se
triturd6 una placa de PDA sin patdgeno. La inoculacion se realizd cuando las plantas
presentaban 2-4 hojas verdaderas bien desarrolladas, mediante riego al sustrato con el batido
anteriormente mencionado. El mantenimiento de las plantas se realizd en cdmara durante 30
dias desde la inoculacion hasta el final del ensayo. Durante ese tiempo se anotaron
diariamente el numero de plantas muertas y al finalizar el ensayo el ISE (indice de Severidad

de la Enfermedad).

Foto F: Proceso de inoculacién.

De dichas observaciones, se obtuvieron resultados que fueron ordenados en una escala
del 0 al 4. Dicha puntuaciéon cubria toda la sintomatologia observada.La reaccion a la
infeccidon de Phytophthora de cada una de los cultivares, se estimo mediante el Indice de
Severidad de la Enfermedad (ISE) (Parker ef al., 1993). Para calcular este indice, se
clasificaron las plantas de cada genotipo segin el grado de severidad de enfermedad. Los
valores de los diferentes grados de severidad de enfermedad son 0, 1, 2, 3 y 4. El grado 0
corresponde a una planta asintomatica (Planta sana); el grado 1 a una planta que presenta un
leve color miel en las raices e hipocotilo (Podredumbre de las raices secundarias); el grado 2
se asigna a una planta con presencia de necrosis de raices y en la parte baja del hipocotilo, una
ligera clorosis de los cotiledones y moderada retencién de crecimiento del tallo (Podredumbre
en la raiz principal); el grado 3 a una planta con una necrosis generalizada de las raices, de
hipocotilo y de los cotiledones, y severa reduccion del crecimiento de los tallos (Podredumbre
de la raiz principal y el cuello de la planta); y por ultimo el grado 4 corresponde a una planta

completamente necrosada y practicamente sin sistema radicular (Planta muerta). Se usé la

BUSQUEDA DE RESISTENCIA A PHYTOPHTHORA CAPSICI Y PHYTOPHTHORA PARASITICA EN
CULTIVARES COMERCIALES DE PIMIENTO

49 Pagina |



siguiente ecuacion para el célculo del ISE, que puede tomar valores de 0 a 100, siendo este
ultimo valor el de genotipos severamente afectados.

Para el célculo del ISE se empled la siguiente férmula:

2  (Clase de la escala x N°de plantas)
ISE = x 100
N°total de plantas x 4

3.6. Reaislamiento de Phytophthora

Para asegurarnos de que los sintomas que expresaban las plantas eran resultado de la
infeccidn del patdgeno, es decir que tanto las plantulas con ausencia de sintomas asi como con
presencia de estos, han sido lo suficientemente inoculadas, se reaislard de las macetas
inoculadas el Oomiceto con la técnica de trampas vegetales, utilizando como tales pétalos
inmaduros de clavel (Telloet al., 1991), en el cual se coloca con cucharilla esterilizada una
pequefia cantidad de muestra en placas petri, agua y pétalos de clavel inmaduros. Las
muestras se dejaron incubar a temperatura ambiente entre 3, 4 y 5 dias haciendo
posteriormente su lectura bajo microscopio (Olympus CH2) contabilizando en numero de
pétalos por placa en cuyos bordes habia presencia de Phytophthora. En general, a simple vista
también se pudiera ver su presencia cuando los pétalos muestran un aspecto aceitoso aunque
no siempre es debido a la presencia de Phytophthora. En ocasiones, se puede observar a

simple vista el micelio aéreo rodeando o recubriendo gran parte de los pétalos (Fotos A y B).

Fotos Gy H: Trampas de pétalos de clavel, a la derecha se aprecia el micelio de Phytophthora.

En todas las trampas de pétalos de clavel se capturaron cepas de Phytophthora, 1o que

indica que el inoculo se estableci¢ tras la inoculacion.
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3.7. Analisis de datos

Finalmente se analizardn estadisticamente los resultados de porcentajes de plantas
muertas, y dada la existencia de diversos sintomas, que se manifiestan en grados diversos y
con distinta incidencia en las poblaciones bajo seleccion, se ha propuesto el calculo de indices
de resistencia como el ISE (indice de gravedad de la enfermedad), que consistird en el analisis
de la varianza (ANOVA) unifactorial. Previamente, al tratarse de ANOVA paramétrico se
comprobaron las asunciones de Normalidad y Homocedasticidad.

El andlisis de la varianza y el test de diferencias significativas proceden de la
transformacion angular (Arcsen (\°/1); siendo */1= (% de plantas muertas o ISE)/100). Test de
minimas diferencias significativas de Fisher (LSD). Las diferentes letras indican diferencia
significativa al 95%.

Para los andlisis y calculos, se wusd el programa estadistico informatico

STATGRAPHICS Centurion XVI.

4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1.Evaluacion del material vegetal por su resistencia a P. capsici(Root rot);

- Porcentaje de plantas muertas: (Cuadro 3)

Ninguno de los cultivares comerciales evaluados con tres hojas verdaderas, a los 30
dias después de inoculacién y en camara de ambiente controlado se mostrd totalmente
resistente aP. capsici (Cuadro 3). La mayoria de los cultivares inoculados, se comportaron en
cuanto al “porcentaje de plantas muertas” igual que “Sonar” que fue el cultivar que se utilizo
como testigo susceptible. Solamente “Deniro”, con un 0% obtuvo el mismo valor que
“Serrano Criollo de Morelos (SCM)” que fue el cultivar que se utilizé como testigo resistente.
Los datos muestran también dos cultivares con algo menos del 100% de las plantas muertas,
aunque con unos datos altos de media y desviacion tipica que los sitia en el rango de

susceptibles.
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- Indice de Severidad de la Enfermedad (ISE):(Cuadro 3)

El comportamiento de los cultivares en la evaluacion del (ISE), fue muy parecido que
¢l porcentaje de plantas muertas, obteniendo la mayoria de ellas un 100 %, el mismo valor
que el testigo susceptible “Sonar”. En este caso ninguna variedad obtuvo un 0% de (ISE) que
fue el valor obtenido por el testigo resistente “SCM”. Solamente‘Natanja” con un 91,96 % de
(ISE), “Deniro” con un 77,71 % y “Tabor” con un 68,75% no llegaron al 100 % de (ISE). Es
de destacar que “Deniro”, a pesar de no mostrar plantas muertas, presentd un elevado (ISE),

con una elevada media y desviacidn tipica. (Ver figura 6).

Cuadro 3:Incidencia de P. capsici e indice de Severidad de la Enfermedad (ISE).

Cultivar % de plantas muertas ISE
Imperio 100,00 +0,00 100,00 10,00
Kurenai 100,00 + 0,00 100,00 +0,00
Bungi 100,00 + 0,00 100,00 +0,00
Celaya 100,00 + 0,00 100,00 +0,00
Tamarin 100,00 + 0,00 100,00 1+ 0,00
Dicaprio 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
Jalisco 100,00 +0,00 100,00 +0,00
Magno 100,00 + 0,00 100,00 +0,00
Tinsena 100,00 +0,00 100,00 10,00
Tabor 68,75 +47,32 68,75 47,32
Mirador 100,00 + 0,00 100,00 +0,00
Natanja 85,71 + 28,57 91,96 116,07
Deniro 0,00 +0,00 77,71 37,99
Sonar 100,00 + 0,00 100,00 +0,00
SCM 0,00 + 0,00 0,00 +0,00

P-value = 0.00000738473 P-value = 0.000093351

(T): Testigo; (ISE): Indice de Severidad de la Enfermedad; El analisis de la varianza y el test de diferencias
significativas proceden de la transformacién angular (Arcsen (\N°A), siendo %1= % de plantas muertas/100); Las
diferentes letras indican diferencia significativa al 95%; La significacion entre los distintos cultivares ha sido

obtenida mediante el test de Kruskal-Wallis.
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Para una mejor compresion de los resultados, los datos se han mostrado en dos
graficas distintas, donde se han agrupado los distintos cultivares que han presentado un

comportamiento parecido.

Grifica 1: Curva de desarrollo de P. capsici.para los cultivares evaluados (Grupo 1).
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Grafica 2:Curva de desarrollo de P. capsici.para los cultivares evaluados (Grupo 2).
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Si observamos la curva de desarrollo de la enfermedad de los cultivares evaluados,
podemos observar que practicamente a los 10 dias desde que se inocularon, todos habian
alcanzado un 50 % de plantas muertas, a excepcion del control resistente “SCM” y el cv

“Deniro”, que no presentaron plantas muertas durante los 30 dias de ensayo. (Graficas 1 y 2).

ISE (P. capsici)

140

120 68,75

100

Figura 6: ISE del material vegetal evaluado por su resistencia a P. capsici.

4.2.1.Evaluacion del material vegetal por su resistencia a P. parasitica:

- Porcentaje de plantas muertas: (cuadro 4)

La variabilidad de los sintomas encontrados en los distintos cultivares en cuanto al %
de plantas muertas inoculados con P. parasitica en cdmara de ambiente controlado a los 30
dias después de la inoculacidon es muy alta, encontrandonos desde cultivares como “Deniro”
que mostrd el mismo valor que el cultivar utilizado como control resistente “SCM” con un
0% de plantas muertas en ambos casos, y con diferencias estadisticamente significativas al 95
% de confianza con todos los cultivares excepto con “Mirador” con un % de 4,17 ademas de
con “Imperio” con un 8,33 % con “Tamarin” con un 10 %, “Natanja” con un 22,91 %
“Kurenai” con 25 % de plantas muertas, “Bungi” con 30,60 y “Tinsena” con 36,25 %. Los
resultados muestran que el cultivar “Celaya” obtuvo el valor mas alto en cuanto al % de
plantas muertas, con un valor de 79,16 %, mostrando diferencias significativas al 95 % de
confianza con todos los cultivares excepto con “Dicaprio” con un porcentaje de 70,83
“Tabor” con un 69,05 %, “Jalisco” 66,67 %, “Sonar”y “Magno”, con valores de 50,00 % y
41,67 % respectivamente.

- Indice de Severidad de la Enfermedad (ISE): (cuadro 4)

El comportamiento de los cultivares en la evaluacién del (ISE), siguid en algunos
casos un patron parecido al del % de plantas muertas. No obstante, “Deniro” con un % de
plantas muertas igual al del control resistente “SCM”, muestra el valor de ISE mas alto de
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todos los cultivares evaluados, incluso superior al control susceptible a P. capsici, empleado
en el ensayo “Sonar”’que obtuvo un valor de 67,86. Tras “Deniro”los cultivares con mayor
ISE, fueron “Celaya”, “Dicaprio” y “Jalisco” con un 92.19, 86,46 y 84,37 respectivamente.
Tanto “Deniro” como “Celaya”, “Dicaprio” y “Jalisco” presentaron diferencias significativas
al 95% de confianza con todos los cultivares, excepto con “Tabor” y con “Magno” con ISE de
79,46 y 69,27. En el otro extremo, estan los que menor ISE mostraron, siendo “SCM” el
control resistente a P. capsici, el que menor valor mostrd, en este caso también con un valor
de 0,0, y con diferencias estadisticamente significativas al 95 % de confianza con todos los
cultivares evaluados, excepto con los cultivares con valores de ISE mdas proximos, como
fueron “Tamarin” con un valor de 8,75 “Imperio” con 11,46 y “Mirador” con un ISE de

12,65. (Ver figura 7).

Cuadro 4:Incidencia de P. parasitica e Indice de Severidad de la Enfermedad (ISE).

Cultivar % de plantas muertas ISE
Imperio 8,33 ab +9,62 11.46 ab +14,18
Kurenai 25,00 abc +31,91 47.40 cd +38,17
Bungi 30,60 abcd +37,77 47.38 cd +35,82
Celaya 79,16 £ +20,97 92.19 ¢ +8,05
Tamarin 10,00 ab +20,00 8.75 ab +17,5
Dicaprio 70,83 ef +36,95 86.46 ¢ +19,06
Jalisco 66,67 def +27,22 84.37 e +11,97
Magno 41,67 bedef +26,35 69.27 cde +16,70
Tinsena 36,25 abcde + 34,55 38.60 be +37,32
Tabor 69,05 def + 35,95 79.46 de +27,10
Mirador 4,17 ab + 8,33 12.65 ab +2,81
Natanja 22,91 abc + 15,77 42.71 be +31,80
Deniro 0,00 a +0,00 93.75 e 49,92
Sonar 50,00 cdef + 50,17 67.86 cde +36,19
SCM 0,00 a +0,00 0,00 a +0,00
P-value = 0,0001 P-value = 0,00000

(T): Testigo; (ISE): Indice de Severidad de la Enfermedad; El andlisis de la varianza y el test de diferencias
significativas proceden de la transformacion angular (Arcsen (\°h), siendo °h= % de plantas muertas/100); Test
de minimas diferencias significativas de Fisher (LSD). Las diferentes letras indican diferencia significativa al

95%;
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Al igual que en los datos referidos a P. capsici, para una mejor compresion de los
resultados, los datos se han mostrado en dos graficas distintas, donde se han agrupado los
distintos cultivares que han mostrado un comportamiento parecido.

Grafica 3: Curva de desarrollo P.parasiticapara los cultivares evaluados (Grupo 1).
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Grafica 4: Curva de desarrollo P.parasitica.para los cultivares evaluados (Grupo 2).
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Si observamos las graficasrealizadas en dos tandas diferentes, se ve claramente la
progresion del parasitismo queP.parasitica,provoca en los diferentes cultivares, apreciandose
que a los 10 dias tras la inoculacién, comenzaron a aparecer plantas muertas en la mayoria de
los cultivares inoculados en mayor o menor medida, a excepcion delcv “Deniro” y “SCM”, el
cual ademas se muestra como resistente a P.parasitica, ya que durante los 30 dias que durd el

ensayo no mostro sintoma alguno de afeccion.
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Figura 7: ISE del material vegetal evaluado por su resistencia a P. parasitica.
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Foto I:Detalle de la raiz de “SCM?” tras 30 dias después de inoculacion con P. parasitica.

Foto J: Detalle de los sintomas mostrados en la raiz de “Celaya” y “Dicaprio” tras 30 dias después de

inoculacion con P. parasitica.
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4.3. Comparacion de la resistencia de los cultivares a P. capsici y P. parasitica.

Cuadro 5. Comparacion de los resultados en la evaluacion de los sindromes en P. capsici y en P.

parasitica.
) Resistencia/ Resistencia/
Material o o
Susceptibilidad| Susceptibilidad
Vegetal
(P.capsici) (P. parasitica)

Imperio Susceptible Resistencia parcial
Kurenai Susceptible Susceptible
Bungi Susceptible Susceptible

Celaya Susceptible Susceptible
Tamarin Susceptible Resistencia parcial
Dicaprio Susceptible Susceptible
Deniro Susceptible Susceptible
Jalisco Susceptible Susceptible

Magno Susceptible Susceptible

Tinsena Susceptible Susceptible
Tabor Susceptible Susceptible
Mirador Susceptible Resistencia parcial

Natanja Susceptible Susceptible
Sonar Susceptible Susceptible

SCM Resistente Resistente

Tres de los cultivares evaluados, mostraron una resistencia parcialfrente a P.
parasitica (cv Mirador, cv Imperio y cv Tamarin), posiblemente esto se deba a que alguno de
los genes que gobiernan la resistencia poligénica a P. parasitica, se encuentra presente en uno
de sus parentales.

En cuanto a la resistencia de pimiento tipo “Chile”, Serrano Criollo de Morelos-334
(SCM-334), se sabe que es una de las mas eficaces fuentes de resistencia genédtica a P.
capsici. Sin embargo, aunque la resistencia a P. capsici es de caracter dominante (Egea-
Gilabert et al., 2008), su herencia es compleja debido a su naturaleza poligénica y a la

probable existencia de efectos epistaticos (Minamiyama et al., 2007).
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Foto K: Comparativa de la ausencia de sintomas mostrados en la raiz de “SCM” tras 30 dias después

de inoculacion con P. parasitica y P. capsici.

5.- CONCLUSIONES

- Ningln cultivar se comporté como totalmente resistente a P. capsici 'y P. parasitica. En
el caso de P. capsici los trece cultivares fueron sensibles. Frente a P. parasitica tres
cultivares mostraron una resistencia parcial (cv Mirador, cv Imperio y cv Tamarin).
Unicamente el control resistente Serrano Criollo de Morelos-334 se comportd como

resistente.

- No se aprecia especificidad parasitaria en los asilados utilizados respecto al cultivar del

hospedador, ya que fueron capaces de enfermar a todos los cultivares de pimiento.

- Las lineas que mejor se han comportado, se podrian proponer como variedades
resistentes, siempre y cuando se corroborasen los mismos resultados tanto en plantas mas
desarrolladas y sobre todo en plantas en estado de produccidon en campo de cultivo.En el
caso de que se confirmasen los resultados, habria que estudiar la procedencia de estos
cultivares, e identificar en cudl de los parentales se encuentra el o los posibles genes de
resistencia que pudiesen ser usado como fuente para la creacion de futuros cultivares

resistentes.
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