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1.~ INTRODUCCION.

1.1 Localizacibn e importancia en la produccidn de chile de la zo
na en extudio.

En la parte ceste de la "Regidn de los Altvos" en el Estade de
Jalisco, juste en los limites con £l Estado de Zacatecas, se en-—-
cuentra upa firea gque en la Gltima dé€cada se ha distinguido por pro

~ducir chile seco variedad dé &v bol (Capsicum fAutesens]| Fig. t.

Mis especificamente el drea chilera se encuentra en loy luga-
Tes que se riegan con el agua de las presas de Yahualica, Mextjca-
c¢in, La Cufia y Nochistldn, en las mirgenes del Rio Verde, sobre -
otros arroyos y pequefies bordos. (Tig. 2).

Ed esta vegidn, por su Importancia ean la produccidn de ehile-
destacan los municipics de Yahualica, Mexticacidn, Teocaltiche, ¥i-
lia Obregén y Nochistlén, {este filtimo pevtenece al Estado de Zaca
tecas) otros municipios que producen esta hortaliza peroc en menpor-
escala son Jalostotitlgn y ¥illa Hidalgo.

Ne acuerde al Programa de Produccidn Agricola 1980 en el Esta
do de Jalisco (S.A,R.H.) y al Concentrade de Cosechas del Ciclo ~--
Primavera-Yerano 1980 al 28 de febrero de 1%d1l; en el afio 1980 se
obtive una preduccidén de 6,287 toneladas de chile seco de un total
de 7,813 ton, progran.das en el Estado,

) Con respectn al drea en estudio cue se encuentra dentre de --
los Distritos nfimerc 13 de Riego y II de Temporal, dentro de ella-
tafibién funcionan las Unidades de Riego para el Desarrolle Rural -
(UR.P.E.R.A.L.), se tienen los siguientes datos del ciclo antes -
citado, en chile seco se obtuvieron 3,951 ton. de un total de ~-w-
6,948 ton. programadas gue represents el €3% de la produccién to--
tal en el Estado. .

. En este mismo cicle fueron programadas dentro del frea 4 70u-
hectireas para la produccifn de chile seco variedad de Srbel que -
es el 85% de la superfiecje programada en el Estado de Jalisco. )

En realidad la superficie plantada fue de 3,611 has. que re--
presentan el 66% de la superficie plantada en el Fstado, la supevr-
ficie perdida fue de 324 has., el rendimiento medio fue de 1,341 -
Kg/ha., el precio medio rural % 68,550, dando una pérdida econdmi-
ca total de 29%'827,327 pesos.

' La causa principal de estas pérdidas se *dehieron a la enferme
dad llamada "marchitez del chile® pues el patfigena llega a atacarw
gran parte del cultivo cuando existen condiciones favorables para-
sy desarprolle, aungue otres factores como insectos, mal manejo del
cultivo, tambié&n han oscasionado en parte estas pérdidas.iEs tam-=-=-
. bién de notar que la precipitacidn pluvial durante &l ciclo fue es
casa y el ataque de marchitez no fue tan acentuado como en otras -
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ocasiones por lo que las pérdidas reportadas no fueron tan grandes
como generalmente ocurre,

Ahora bien, la wmayor parte de la poblacidn econdmicamente ac-
tiva de esta zona, se dedica a las actividades agropecuarias, el -
chile de &rbol genera fuentes de trabajo ya que su cultivo requie-
re de bastante mano de obra, sobre tode para plantarlo, cosecharlo,
secarloc y seleccionarlo.

Esta hortaliza ocupa solamente las tierras que cuentan con --
riego, por la necesidad de regarloc mientras se inicie el temporal.
Lo anterior determina que las tierras de riego generen mayor ingre
so a los agricultores ya que la rentabilidad del chile sobrepasa -
la de frijol ¢ mafz de riego, cultivos tradicionales de la regidun.

El cultive del chile de Arbol se ha arraigadoe ripidamente en-
esta regién, como lo estuvo hace tiempo el cultive de la papa, que
desaparecid paulatinamente al ser afectada por la destructora en--
Fermedad llamada "tizdn tardio"” haciendo incosteable su produccidn,

El cultivo del chile se ve amenazado y probablemente corra la
misma suerte que la papa pues la enfermedad llamada "Warchitez o -
Ardio™” del chile (los agricultores aluden as§ a esta enfermedad --
per el aspecto marchito de las plantas) es cada vez mas destructo-
ra y abarca una mayor Area. En algunas partes el agricultor ha op-
tade por otros cultives como la cebella, algunos frutales, mafz vy
frijel, debhido al bajo rendimiento obtenido de chile. .

Asi pues, es necesario conocer el agente causal de la marchi-
tez del chile en esta regidnm, para tomar medidas de control adecua
das. También es necesario la Identificacidén del patégeno para pos-
terfiormente desarrollar otreoa estudios en tan importante zonz chi-
{\fa del Estado de Jalisco, .
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HIPDTESIS
La mavchitez del chile de 4rbol (Capsicum frutesens} es causa
da por Phytophthora capsied.

El agente causal corresponde a otro género y especie,
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OBJETIVOS

Aislar e identificar al agenté causal de la marchitez del chi
le de Arbol en el Srea sembdbrada con este cultive en el Estado
de Jali=zco.

Describir la sintomatolopgia del patégenoc durante el ciclo ve-
getativo del cultivo y obtener una posible estimacifn en pér-
didas econémicas.

Estasblecer las bases para llevar a cabo otros estudios sobre-

control gquimica, adaptacién y resistencia genética.

Obtener informacifn sobre la metodolegia en el aislamiento --
del patégenc en medies de cultivo.



4,- REVISION DE LITERATURA.
"4.1. Agentes causales de la marchitez del chile.

Posiblemente el agente causal de la marchitez del chile de &r
bol sea el hoago Phuyiophihora capsded pero la literatura menciona-
otros patbgenos que son capaces de producir esta enfermedad.

_ El Hongo Phytophthora capsici fue identificado y clasificade-
por Leonali en 1922 como una nueva especie, gue fue aislado de chi
léa cultivados en Nuevo México, E.U.A.

Reber {(1925) aislé en Tlorida a este patégenc de cultives de-
¢hile que presentaban marchitez,

Trotter (1927) determind a Phyilophthona sp. como el agente --
que ataca a las plantas de chile produclendo un estrangulamiento -
en la regién basal de la planta.

. En Italia, Curzi (1927) al ocuparse de la "cangrena pedale® -
de Capsicum annum, atribuye esta enfarmedad & una especie que &l -
describid con el nombre de Phytophthora hydrophila.

Tucker (1928) en Puerto Rico aisld de plantas de chile enfer-
mas un patdgeno, que comparado con los aislamientos obtenidos por-
Weber en Florida le permitid constatar gue se trataba de P, capsi-
ed.

La primera noticja de Phytophthora eapsici en Mé&xice fue dada
por el Servicio de Cuarentena de E.U.A. en 19u4u al ajislar el honge
de materiales de chile procedentes de Mé&xico (andnimo).

Galindo (1958} determiné al hongo Phytophthora capsici como -
el agente causal de la marchitez del chile en México.

Baz&n (1958} en Perf aisld al hongo Phytophthora eitrophthona
de cultivares de chile afectados por marchitamiento,

Poolittle (1983) encontrd que en general las enfermedades de-
marchitamiento debidas a bacterias y hongos son comunes en los chi
les ¥y a menudo causan grandes pérdidas siende caracteristico la --
descomposicibdn del talle.

£l mismo autor menciona come cavsantes de la marchitez del --
-chile ademds de P, capsfedl a los siguientes géneros y especies:

Sclenotfium nolfii que ataca al chile en el cuello de la plan-
ta y causa podredumbre de los tejides, le que produce marchltamlen
to y amarillamiente de las hojas. ’

Fusahium annum ataca las rafces y el cuello del chile produ--
clendo marchitaniente y muerte a la planta, debideo a los daftas cau



sados a la raiz v al tallo.

También sefiala a la bacteria Pseudomonasd scfanacearum como -
causa de marchitamiente y muerte en chile, jitomate y berenjena, -
53 se corta el talleo a la altura del cuelle los tejidos tienen an
agpecto escuro v saturade de agua.

Urquije (1971) se®ala al hongo Phylephthora caclorum como cau
sante de la peodredumbre del cuello del chile y berenjena, esta en-
fermedad produce un marchitamiente general en la planta, luego so-
breviene la muerte del hespederc.

El mismo Urquijo sefala al Ventice<f8lum ftrachedphifum como -
causante de la marchitez del chile y de la beranjena gue causan --
nuerte ripida de la planta. IZ1 patdgenc ataca los vasos lefiosos --
del hospedero.

Ferndndez (1978} indica a P, capddic¢i como una especie poco po
lifaga perc que ademfs del chile ataca 21 jitomate, pepinoc, beren-
jena y calabaza.

El mismo auter seflala a los hongea Pylhium aphanideimaium vy-
Rhifzoelhonia sodani como agentes caucales de la marchitez del chi-
le.

B

4.2 Sintometologia y caracterfsticas morfolégicas de Phytephthora
capsicd.

Tucker (192B) reportd gque las colonias de Phyfophihora capsdi-
ci son de aspecto compacte, producen vegular cantidad de micelio y
se desarraolla mejor en medios nutritives de origen natural (papa,-
avena, arrocz, etc.) que en medios sintéticos. La temperatura nini-
ma para su desarrocllo es a los E°C, la dptima entre los 30-32°C y
detiene su crecimiento a las 379C.

Frezzi {(1950) sefiala a P, capsdlcd como sindnimeo de FPhyfophihe -
re hydarophifa y como causante del "Tizdn" del chile, provoca podre
dumbre de los frutes y necrosis en las ramas, ocasionande la muer-
te de las plantas, tambifn sefiala como hu€spedes de este honge al-
peping, calabaza, {itomate, berenjena y patola. Tn cuanto a su mor
fologia indica: micelin muy ramificado cuande jeoven, mis alisado =
al envejecer, Zoosporangios; su produccidn puede ser akundante o -
escasa de ferma muy variable ovides, eligtices, alargades, globo--
s0&, con una vacuola en el centre, hirlinos o amarills 1imdn, pre-
sentan prominente papila, a veces desviada y con frecvencia dos en
un zoosporangio. Zoosporangidforo simple ¢ ramificado, gruesos ¥ -
robustos. Produce zoosporas biciliadas. ¥o produce Clamidesporas.-
Los érgasnos sexuales se ohservan a los dos o tres meses de cultiva
do. :

—

Gilman (1963) deacribe a este patfgeno con micelic ramificado,



.eon hifas hialinas, esporangibfsporos scolitaries o escasamente vami
ficades, esporangios en forma de huevo o limén con papilaa apica--
les y produccitn de zoosporas ovales y biflageladas.

Daolittle (1963) indica que P. capsicd ataca tallos, hojas y -
frutos del chile, el cuello muestra una banda oscura y saturada de
agua que puede circundarlo, marchitindose y muriendo la planta; el
hongo infecta el suelo y puede trasportarse en la semilla.

Rodriguez (1969) reportd que las plantas enfermas presentan -
una marchitez total o parcial; en el ¢uellg aparece una lesién ca-
F& ocsecura, las hojas presentan lesiones rémbicas coler verde pdli-
de 1las que cambjan a café claro. En los frutos se ohservan dreas -
decoloradas y en el interior se observa gran cantidad de micelio.-
Los tejidos epidérmicos y corticales estidn desorganizados.

Urquijo (1971) al describir este patépgenoc indica gue general-~

mente el priger sintoma del "tizénm, mildew o gangrena hasal" del -

. chile causada por P. capsici es un marchitamiento de las hajas pe-

ro la causa reside en el talle que se oscurece y se descompone lo-
gque causa la muerte de la planta.

FTernindez {1978) encontrf gue la enfermedad del "tizdn o mil-
‘dew” del chile ataca tallos, ramas y frutos,; los dos primeros se -
ven circundados por manchas pardo verdosas. El agente causzal es el
honge Phylophithora capsdicd que produce micelis hizlina, liseo, con-
-protoplasma granulosce y ramificado. No proeduce clamidosporas. Los-
zoosperangios generalmente son ovoides. Produce zoosszporas capaces-
de penetrar por los estomas de las hojas.

Garcfa (1979) reporta que las plantas de chile enfermas por -
"tiz4n" se observan cefiidas al cuello por una banda acuosa verde,-
en estas condiciones la planta se marchita hasta morir, los frutos
presentan manchas agucsas oscuras, e3 frecuenté al abrirlos chser-
var un filamento fungeso cubriendo las semillas podridas de color-
oscuro,

Steekenlenburg (1980) observd que las plantas de chile con --
"pudricifn de la raiz" causada por Phylophthora capsicéd presentan-
en el tallo una mancha gque va de c¢color verde oscuro & gris aproxi-
madamente en les prim€ros diez centimetros de lg superficie del -
suelo, seguida por una pudricidn suave y acuonsa. Ceneralmente el -
gistewa vascular presenta un color café cercanc a la lesidn, las -
raices se encuentran completamente podridas, finalmente la planta-
se marchita y muere, ' '

4.3, Medidas de control de la marchitez del chile.

» Hiete (1961) encontré al probar diferentes Ffungicidas para el
control de Phytophthora capsiei que les mis téxices son Manzate D,
Caldo Bordeles y Captan, sin embarge ninguno detiene el desarrollo
de la enfermedad cuando las condiciones ambientales son propicias-
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para el dessrrolilo del hongo.

Bayries (1971} indica haber obtenidc buencs resultades con la
adicifn de fungicidag al agua de riego, los fungicidas probadss --
fueron Arazan v NKabam.

‘o (1371) recomienda para el control de la enfermedzd la
n de almicigos, aplicacibén preventiva de Caldo Bordeles
a5 antes y después del trasplante, la destrucridn con -
5 plantas atacadas y raotacidn de cultives.

Carcia {197%) recomienda 1a formacion de almiciges en suelos-
sin contaminar o bkien esterilizarios, el suelo debe de ser lirero-
para eviitar excesos de humedad., Dos semanas antes de la siembra --
del alniripao debe desinfectarse con Formol, Vapam © Bremuro de Me-
tile, desinfectar Ia gsemilia con Arazan, Captsn, &4grosan, etc., --
apiicacifn de fungicidas al surco o en el agua de riege y la rota-
cign de cultivos.

Par su parte el Institutc Nacional de Investigaciones Agrica-
la (1379} indica gue el contral de ia enfermedad se logra cen la-
desinfeccidn del almdcigo con Vapam o Braomureo de Metilo, desinfec--
cién de la semilia cen Captan o Arazan, evitar excesos de hemedad-
nivelande perfectameante ei terreno y la formacidén de surces altos.

Laborde y SGuerrero (1%81) reportan gue en los trabajos de re-
cistencia genética no se han lograde resultados satisfactorios da-
do gue todos los materiales probkacdos han resultado susceptsbles a
las razas de Phytophthora capsici ajsladas en Méxice, Algunos mate
riales han mostrado remistencia pero de herencia recesiva. -

En cuantno a razas fisiolégicas del patégeno Polanch y Webster
{1972) proponen 14 razas del patégeno, Redendo (1974%) propone 7, -
‘perc estoes estudios sobre razas na son suficientes ni definitivos,

5in embargo, Gugrrero ¥ Laborde en 1878 introdujerecn al Pro--

. grama de Resistencia a P. capséied los "Criollea de Morelos", hasta
la fecha las lineas CM 331 y CM 334 derivadaos de estes criollos --
ban resultade 100% resistentes a todos los aislamientos hasta aho
ra obtenidos, e£3tos aislamientos representan en gran parte al pat§
geno P. capsicd gque se encuentra distribuido en México.

10



5.~ MATERIALES Y METODOS

5.1. Coleccidn de material infectado y métodos de aislamiento usga-
dos.

. Se colectarcn muestraz de suelo en varios ferrencs donde se -
presentaZ la enfermedad afo tras aflo. De la siguiente manera: Se to
marco cinco muestras al azar por cada terrenc muestrade, introdu--
ciendo una barrenz a una profundidad de 15 cm. y vaciando su conte
nido en bolsas plisticas, por dltimec se hizeo una mezcla comln con-
jl;coptenido de todas las bolsas.

De estas mismas 8reasz se recogieron al azar restos de plantas
que se cultivaron en el ciclo antericor y que posiblemente fueran -
atacadas por marchitez.

Posteriormente en egtos terrenocs y en otros miAs gue Se encon-—
traron plantados con ¢hile, se recogieron plantas que en pleno de-
sarrolle se encontraban atacadas por merchitez en diferentes esta-
dos de avance de la enfermedad.

, De los diferentes m&todos que se conocen para aislamiento de-
micreorganismes se seleccionaron dos por considerarse apropiades -
de acuerdo con la metodoclogia propuesta por Toler R.W., {1379} y ~
descrita por Betancourt (12381)., No se conocia la naturaleza del pa
tégenc, podfa ser un hongo, una bacteria o un actinomiceto, sin em
bargo el patdgenc estd presente en el suelo por lo gque se usd el -
M&tode de Aislamiento Selective de Microorganismos del Suelo a tra
vés de los Medios de Cultivo Diferenciales. -

Ahora bien, el patSgeno ataca el sistema vascular de las plan
tas. Se usd el M&todo del Tejide Plantade. :

5.2. M&todo de Aislamiento Selective de Mieroorganismos, del Suelo-
a través de los Medios de Cultivo Diferenciales. '

, Este método indica el usc de cuatro medios de cultivo: Extrasg
to de suelo modificado agar {(ESA) para el desarrolle de bacterias,
Glicerol asparaginato agar (GAA) para el crecimiento de actinemice
tos, Papa dextrosa agar {PDA) para el desarrollo de hongos y Pepto
na dextrosa agar {(PeDxa) para hongos peroc con un crecxmlento mis -
restringido que en PDA. : :

5,2.1. Preparacidn de los medios de cultivo,
Los materiales de uso general fueron:

Balanza amalitica

~ Autoclave

Mecheres, laminillas de asbesto, tripesdes.
- 4 matraces Erlenmeyer de 500 ml.
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A}

B)

cl

" 0.05 g. HES y - TH,C

GLICERCL ASPARAGINATO AGAR
Reactives {por litro)¥%

15 g. Agar

10 ml, Glicerol

1 g. Asparaginato de sodio (o asparagina)
1 g. K,HPD

3 g. Caco, para ajustar la reaccidn a pH 7

Se colocaron uno a uno los reactivos en un matraz y se aford-
a 500 ml., con agua destilada.

PEPTONA DEXTROSA AGAR
Reactivos (por litrol)*

20 g. Agar

1 g. KH,PO,

¢.5g. Hggou“

S g. Peptona.

10 g. Dextrosa

1 ml. Rosa Bengala 1:30¢ 000

30 mg. Estreptomicina @ 2 mg. de Aureomicina.

Una vez gue los reactivos estuvieron dentro del matraz se pre
pard la dilucidn; a 1 g. de Rosa Bengala se le adicioparen 10
mi. de aguva; de esta solucidén se temd 1 ml. y se agregaron 29
nl, de agua para obtener la diluciép 1:30, esta operacién se-
repitid hasta legrar la dilucidn 1:30 00d. Como antibidtico -
se usé Estreptomicina, &sta debe agregarse cuande el agar es-
té frio pero afin l1iquido. El antibiético impide el desarrollo
de bacterias y actinomicetos.

EXTRACTO DE SUELO MODIFICADO AGAR

Reactivos (por litpol#®’

15 g. Agar

0.4g. K, HPO

0:5g. (NN, ) HPO,

0.1g. Mgll 2

0.01 g. I‘eCl3

0.1g. CaCl2

1 g. Peptona

1 g. Extracto de Levddura
250 ml, Extracto de suelo

El extracto de suelo se prepard con 500 g, de suele, al que -

ge le agregaron 375 ml. de agua. se colocd en el autoclave por 15
mioutos a 15 libras de presidn, para luego filtrar hasta obtener -
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125 ml. los que aeg adicionaren a la mezela de reactives y se aford
gz 500 m). cen agua destilada.

D) PAPA DEXTROSA AGAR
Reactivos (por litro)#

200 g. Papas

20 pg. Dextro=za

17 g. Apar

Acido Lictico 50% (se emplea al momento de hacer la siembral.

Se cortaron 100 g. de papas, se cocieren en 250 ml. de agua y
se¢ cold el liguide. En ntro recipiente se disclvid el agar en
259 ml. de agua luegoe se afiadid la Dextrosa. Se combind la --
dextrosa agar con la infusibn de papas, se aford a 500 wml. -~
con agua destilada,.

*En este caso se considerd suficieante la preparacifn de 500 ml.
de cada uno de las medios, utilizdndose la mitad de la canti-
dad indicada de cada reactivo.

Esterilizacidn de los medios de cultive,

Se colecd un tapdn de algeddn en cada matraz, se etiquetaron-
con el neomhre del medic y se colocaron en el autoelave por 15 minug
tos a 15 libras de presidn para su esterilizacidn. Después cen pi-
peta estéril se trasladaron los medios a Tubos de ensayo estériles,
16 ml. por tubo. Esta operacion se realizd en un radio no mayor de
1% cm. de la flema del mecheroc para evitar su contaminacién. Ya ge
lificados los medios se colocaron en refrigeracidn para su conser-
vacidn y usoe posterior,

5.72.2., Preparacidn y siembra de los microorganismos.

Se cribf y determing la humedad de 1a mezcla comfin de suelo.-
En un matraz est&ril de 500 ml. se colocaron 25 g. de la muestra,-
Ee apgrepgd agua estéril hasta completar un volumen de 250 ml. se ~-
agitd en batidora por 30 minutos. Con pipeta estéril se traslada--
ron 10 ml. de la suspensidn a un matraz conteniendo 490 ml. de agua
esterilizada para obtener la dilucidn 1:10. Agitande hrevemente se
tomaron 10 ml. de esta dilucidn y se pasaron a otro matraz conte-- -
niende 90 ml. de agua estéril para lograr la dilucidnp 1:100. Este-
procedimiento se repiti® hasta lograr las diluciones 1: 1 000, ~-
1:10 060, 1: 180 000, 1: 1 Q00 00O0.

De la tercera dilucidn {1:1 000}, con pipeta estéril se tras-
firid 1 ml1. 2 una caja de petri estéril, se repitid la operacidn ~
para cada una de las siguientes diluciones. $Se usaron Z cajas per=-
dilucidén por cada medio de cultiveo, de la siguiente manera:
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Medic PDA:

Dilucidn No. de cajas
1:1 00g 2
1:10 000 2
1:100 ©0C 2
1:1 €00 ©O0D 2

Total tevvrveresne B por cada uno de los wmedios

De la misma manera se procedid para les tres medios de culti-
ve restantes. (tilizindose un total de 32 cajas por este métado.

Se agregd una gota de dcido Lictico 50% a las cajas que lleva
rian PDA. Un pH decido impide el desarrollo de bacterias y actinomi
cetos, perc son condiciones excelentes para el crecimiento de hon-
BOS -

Se licuaron los medios diferenciales (b:fic maria) y se deja--
ron enfriar antes de vaciarlos a las cajas, las cajas se giraron -
en remeclino para obtener una distribucién uniforme de microorganis
mos. Se anadié PDA a las cajas que contenian fcide Lictico, Pepto-
na dextrosa agar a las cajas que contenian las diluciones 1:1 400,
1:10 000, 1:100 000 ¥y 1:1 000 000, Extracto de sueleo agar y glice-
rol asparagipato agar a otras cajas que cortenfian igual serie de -
diluciones.

1

Se etiquetaron las cajas ceon la fecha que sBe sembré, nombre -
del medic y dilucidn. Se sellaron con cinta adbesiva y se incuba--
roo a 29°C peor 15 dias.

5.3 MHétodo del tejide plantade
Hateriales

Cajas de petri estdriles
Bisturt

Medios diferenciales
HegCl, 1:1 000

Aicoﬁol 95%

Mechero

Tejido enfermo

Se fundieron los medios diferenciales y se vaciaron dentro de
las cajas. Mientras gelificaban los medios dentro de las cajas se-
prepararon les tejidos enfermos de la ciguiente panera:

Los tejides sembrados fueren partes de rafz, cuelloc y ramas,-
ae lavaron con agua de llave y se desinfectaron sumergiZndoles por
1 minuto en una dilucidn de HgCl, 1:1000, inmediatamente después -
se lavaron perfectasente con agua estépil, El bisturi se asterili-
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z6 sumergifndole en alcohol y pasfndolo por una flama ligeramente,-
luego se cortd el tejido de tal forma que se expusiera la parte in
terna enferma, de la que se tomaron trocitos de 0.5 a 1 cm. de te-
Jido ¥ con azgula flameada se introdujeren 2 trocites por caja. La-
anterior cperacidn se hizo cerca de la flama del mechero para evi-
tar contaminacliones.

Se sembraron 10 cajas por cada medio. Las c¢ajas se sellaren -
con cinta adhesiva, se etiquetaron anotande la fecha, el media y -
la parte del te{idc. Se incubaron a 29°C por 15 dias,

5.4 Resultados del primer aislamiento.

Las observaciones en las cajas de petri se realizaron cada 24
horas,

En el m&dio de extracto de suelo agar predominaron las colo--
nias de bacterias, algunas estuvieron contaminadas con hongos, den
de se plantd tejido Fue mis frecuente la aparicidn de honges, posi
blemente el tejido sirve como medio para su desarrollo. Se presen-
t8 gran diversidad de bacterias. Fig. 3,4,5.

En el medio glicerol asparaginato agar, los hongos estuvieron
contaminandeg parte de las cajas con tejido plantado, perc en las -
cajas con diluciones no hubo presencia de hanges predominande un -~
sflo tipo de actinomicetos. Fig. 6,7,

Una caja c¢on papa dextrosa agar estuve contaminada por hacte-
rias, resultd pgran diverszidad de hongos sobre teds en las cajas --
con dilueciones. Fig. B,

Las cajas con peptona dextrosa agar estuvieron exclusivamente
pobladas por honges, se presentd gran variedad de colonias y su de
sarrolle fue m8s lento que en PDA. Fig, 9, 10.

En las cajas con dilucicnes la cantidad de colonias dependid-
de el nfimepro de dilusisn.
5.5 Identificacifn de una enfermedad desconncida.

Postulados de Xoch.

Los métodos establecidos en fitopatelogia para determinar la-
patogenicidad de un micreoorganisme fueron adaptaciones a los postu
lados de Reoberto Koch (1881},
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Fig. 3. Obsérvese los diversos tipos de colonias desarrcllados en-
el Extracte de suele agar, de tejideor de plantas enfermas.

Fig. 4. Una caja con medio ESA contaminada por honges en la parte-
inferior. ’
16
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£. 3. ? calas con diferentes diluciones y tipas de rolonias
rrolladas en ESA.
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en 2lpunes casos fue tan ripido su desarreils que impidid-

¢l crecimicnts de o'ros, como sc oaprecia en las fotos.
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Fig. 9.~ En estas cajas se usB PeDxA come medio, el nfimero de ceolo-
nias depende de la dilucidn como se aprecia en las fotos.
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Fig. 10. Medic PeDxa, la caja de arriba con
tejido plantade, la de abajo una -
dilucidn y varios tipos de honpos.
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1.~ El patégeno debe estar siempre asociado con la enfermedad y a
su vez la enfermedad no debe aparecer sin que el microorganis
mo esté o haya estade presente.

2.- El patégenc debe aislarse en cultivo purc y observarse sus ca
racteristicas especificas en el medio de cultivo (pardsito no
obligado} o sobre la planta huésped (pardsito obligadal.

3.- E! patégeno debe inccularse en plantas sanas de la especies o
variedad susceptibles, y debe producir los sintomas de la en-
fermedad.

4.- El patdgeno debe reaislarse de Jla planta huésped inoculada y-
sus carlcteristicas deben ser exactamente como las observadas
¢on anterioridad (pasoc dos).

Para realizar la prueba de patogenicidad se prepararon con an
terioridad 110 macetas con 2 plantas de chile cada una, las plan--
tas se tomarom al azar de almicigos comerciales, previamente desin
fectados,

5,5.1 Inoculacidn de plantas sanas.

La inoculacibn se efectud a los 130 diaa de edad de la planta,
cuando se encontraba en plena produccidn,

Se usaron 2?2 métodos:

A) se mezeld el medio con la tierra de las macetas
B} Se derramd una solucidn de medioc al fallaije

Se usaron 20 macetas de 2?7 plantas cada una por cada unro de -
loes cuatro medios diferenciales, de estas 20 macetas se incecularon
10 con un método y 10 con otro. A las plantas incculadas con bacte
rias se les provoc8'una herida en la base del talle ya gque las bac
terias no pepetran directamente al huésped., Hecha la incculacidn -
Ee regd abundantemente para faverecer las condicicones ambientales-
al patégeno, posteriormente se mantuvo la humedad en las macetas.

Sg incluyd un testige com 10 macetas.

Todas las macetas se etiquetaron y ee llevd un reglstro de ca
da una de las plantasg,
5.5.2, Sintomas presentados por las plantas ineculadas.

Las plaaotas inoculadas c¢on los medics que contenfta bacterias-
y actinomicetos no presantarcn aingin sintoma de la enfermedad, --

descartindose que el agente causal fuera de esta naturaleza. Fig.-
11, 12,
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Las plantas testigo tampoco preseptaran ningln sintama, si---
guiendo su desarrclloc normal. Fip. 13.

$in embargo, algunas de las plantas inoculadas con hongos pre
sentaron marchitez parcial o total en hojas y ramas, entre los 8 y
15 dfas despufs de la inoculacidn. El marchitamiento parcial luego
fue toral., ¥ig. 13, 15.

Las plantas marchitas se encoantraban cefiidas al cuello por --
una mancha c¢elor café verdoso. Algunas ramas estaban circundadas -
por manchas de color que iba del castada claro hasta en escurs. --

fip. 16, 17). Las plantas enfermas presentaban escasas raices, la
carteza de &stas de color cafd castafio y saturada de apua se des--
prendia ficilmente (fig. 16A}. Al abrir los tallos el tejido vascuy
lar presentaba un oscurecimiento a2 lo largo de los vasos. Al obser
var al microscopio estos tejidos presentaban un desorden en su dig
posicidn celular. Raras veces se encontraron rafces rodeadas de mi
celio blanquecino. De las 80 plantas Iinoculadas con el hongo el -
65% presentarcn los sintomas de la enfermedad.

5.5.3 Reaislamiento del patépgeno.

El reaislamiente se realizd de tallos y rafces, Se usd la tée
nica del tejido plantade y como medio de cultive FDA.

Se sembraron 50 calas con tejidos enfermos en las gue Sse-pre~ - -

sentaron % tipes diferentes de hongos. Se purificaran tomande tro-
citos de micelio de 1 cm. de diimetro del bordo de las colonias vy
sembréindose en PDA, este procedimiento se repitid varias veces has
ta conseguir los % hengos en cultivo puro. Fig. 23, -

Nuevamente ge inoecularon plantas sanas cof las 4 tipos de hon
gos v un grupe de plantas volvid a presentar los sintomas ya des--
¢ritos, dande por un hecho que eze hongo ex el apgente causal de la
marchirez del ehile de Arbol en la zona de los Altos.

23
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Fig. 11. Las plantas inseuladas con medie que
contenia bacterias no presentaron --
ningdn sintoma.

Fig. 12. Bl inb6culo fue actinonicetos., No pre-
sentaron sintoma alguno.
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fig. 13, Las plantas testige continuaron
su desarrolloc novrmal.
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Fig. 14. Plantas incculadas con hongos desarrolla

das en PeDxA, obfervense los diferentes-
grados de marchitamiento, del teatigo ha
cia la derecha.

La inooulacidn se hizo con bongas desarre
1lados en PBA, a la dzquierda de 1 foto-
hay uuna planta testipo, compdrece cou las

plantas enfermas a la derecha.

Zh



compérese con la

raiz de una planta atacada,

L}

A

16.

Kot

B una rama

es de una planta sand,
ida por una mancha o

raiz D gue

C talloe-
E otra

BCUTA,
dos,

atacada cef

enfermo y <on lps vases oscureci

tacada.

rajiz a

@
LYl
@
m
B
[«
L]
&
L]
m 3
-y
/]
~Q
]
@ g
s
= o
F-
ot
oo
Mo
B
w
L]
[~
(=T i)
]
L |
< B
m
L]
[
+ R
m
m
(0]
-
=
L
- o
o
L+
[sRL]
=R
-
wl
)
el

27



Un tejide muestra sus
células en orden.

Un tejido enfermo pre-
senta un colapse celular

18. Las rafces de las
plantas enfermas son-
pocas y la corteza ~-
del talle es oscura ¥y
estd destruida.

Fig. 19. Esta planta mani
fiesta los primeros sinto
mas de la enfermedad un -
marchitamiento del folla-
je.
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Fig. 20. En condiciones favorables el patdgenc puede
destruir todo un cultive, agui se muestra -
un campo atacadeo gue ha side "abandonado™,-
al fondo crece la maleza que es una sefial -
del abandono.

Fig. Este es un campo donde se aplicd todo el paquete
tecnolbgico recomendado para evitar la marchitesz,
como puede observarse el ataque es menor.
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Fig. 22. Es costumbre en la regién plantar dos matas de
chile juntas 3 veces uma de éstas muere por marchitez y
la otra cumple todo su cicle, guizd exista alpiin tipo -
de resistenciez o escape, en la parte superior se obser-
va este fendmeno en el campo y abajo en una de las mace
tas imoculadas. -
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Fig. 2%. =1 weaisltamiento se realizd Je vatlos v vaices y se obtu
viercn 7 haornpes diferentes cn cultive puro.
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6.~ RESULTADOS
Caracteristicas macroscépicas:

En el medio PPA a 29°C 1las coloniss del patfgeno presentaron
poce micelie aéreo cuando jdvenes, siendo mis abundante al pasar -
el tiempo, color blanco brilioso, de aspecto tompacte y pastoso, -
con una velocidad promedio de crecimiente de .93 em, cada 24 horas,
en 10 dias cubre totalmente una caja de petri. Fig. 24. )

Caracterfsticas microscépicas:

Micelio transparente (hialino), muy ramificado c¢uando joven,-
mis alisado al envejecer, bordes granuloscs, hifas continuas. Figs.
25.-28%.

A los 18 difas se observaren fructificationes yue resultaron -
ser zoosporangios, de formas variadas; globosos, alargados,limifor
mes, etc. Presentan una preminente papila apical o desviada, fre--
cuentemente se observan zoosporangics con des papilas. Figs. 29, -
30, 33.

Zoosporangiéforos simples, muy raras veces ramificados, mis -
bien gruesos y cortes. Fig. 31.

las zoosporas se producen poco después de colocar el honga en
agua destilada, =son muy pequefias de forma un tante arrifionada, con
dos flagelos que las mantienen en constante movimiento. Fig. 33.

Ho se observaron clamidosporas, tampoeco 8rganos sexuales. -
Frezzi (1950) los 6rganos sexuales se producen a los 2 & 3 meses -
después de incubados a 18°C,

Las caracterfisticas cbservadas corresponden a Phytophthora -~
capsicd.
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Fip. 2% A. Arriba, dos colonias del patbgeno.
24 A. Abato, Tubos inclinados conteniendo e)! hongeo, se les -
agregd aceite mineral para su preservacidn,
3
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- En esta toma se observa parte del poco ramifica
do micelio afrec ‘que produce el patfgenc en el-

medio de cultiveo.
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Fig. 28. Al envejecer el micelic se vuelve mis alisado,-
rome se pucde notar, tambi@n sc observan alpunos

frutos.
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Fote superior, sobre el frutp se muestra una bifa,
nétese la transparencia de £sta, segfin algunos au-
tores, la mancha redondaz que se observa en la par-
te inferior izquierda del fruto es una vacuola.
Fote inferior, un fruto bipapilade.
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Fig. 30. En un acercamiento se aprecia un zoosperangio
globoso y de prominente papila.
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Fig. 31. Los zoosperangidforos son mis bien cortes y grue
sos comoe lo muestra esta microfotegrafia.
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Fig. 32, En el centro de la foto inferior se abserva un
zoosporangitforoe con dos zaoosporangios (ramifi
cado).
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Fig. 34. Phylophfhora capsdicic A, algunas formas de zoos
. paranpgios observados, B, zoosparas.
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7.~ DISCUSICH

Para la identificacién de un agente causal desconoccido gue ba
jo condiciones ambientales favorables y una planta hospedera sus——
reptible determina la presencia de una enfermedad dada, se pueden-
seguir varias metodeloglias. La pruebsa de patogenicidad descrita ~-
por Roberto Koch v cenocida cemo las postulados de Koch, Agrios -
{1378) ha sido itil para determinar la identidad del patdgenn, -~--
otrax técnicas incluven la observacidn directa en medios de culti-
vo y al microscopio de les cuerpos fructiferas del hongo.

Las caracteristicas morfeldpicas de Phytopathoia capdicd re--
portadas por Frezei (1950), Gilman (1963), Tucker (19286}, corres--
penden a las chservadas en el patdpens aislade por la metodclapgia-
descrita en el capitule de materiales y métrodos,

In la prueba de sataogenicidad, la sintomatclegla ocbservada en
las plantas de chile ingculadas carresponde a las abservadas en --
los cultivos comerciales en la regifn vy tamhidan por lo general a -
la deserita peor otros investipadores como Doolirtle {1963}, Rodri-
guez (196%), Urquijo (1371), Ferndandez (1278) y Garcia (1979).

Con la excepeidn de Phytophthosa cdpsicd la pruaeba de patoge-
nicidad eon otreos microcorpganismos aislados {actinomicetos, bacte--
riaa y demis hongos) el resultado fue negatrivo ciiminindose como -
pasibles agentes causales de la "marchitez" del chile de drbol, --
por lo que se refuerzan las observaciones llevadas a cabo en el --
PDA (papa dextresa apar), en otras chservaciones detalladas se en-
contraron las estrueturas fructiferas del hongno Phytophihora capsd
ci que concuerdan ampliamente con las descritas por investigadores
comg Tucker {(1923) Frezzi (1950} y Gilman {1963).

41



8.~ CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Se acepta la hipdHtesis:

Ho:La marchitez del chile de irbol (Capsicum {rulesens} es -
causada por Phylophthonre capsicd.

Y se rechaza:
Ha: El agente causal c¢orresponde a otro género y especie.

Los medices de cultiveo diferenciales pueden usarse en aisla---
miantos cuando se desccnoece la naturaleza del microorganismo que -
se desea aislar {hongo, bacteria, actinomiceto).

Es necesario realizar un mejoramiento genético en las pobla--
ciones cricllas para obtener lineas uniformes y con caracteristi--
cap deseables yva que existe gran variabilidad en 1la poblacidn so--
bre todo en la forma, tamafio, color y posicidn del fruto en la ~--
planta y scbre tode para detectar posible resistencia genética a -
la enfermedad.

El cultivo debe manedarse de acuerde a lo recomendado por las
Autoridades Apricolas dadeo que se ha observado un mal manejo por -
parte del agricultor.

Para reducir el efecto dafiino de la enfermedad se recomienda:

Desinfeccidén de almicigos cen Bromurvrc de Metile o VYapam.
Desinfeccifin de semilla con Captan o Arazan.

El terrenc donde se va a establecer definitivamente el culti-
vo debe estar perfectamente nivelado y les surcos deben construir-
se altosz, para evitar excesos y encharcamientos de agua.

Aplicacidn de funpicidas a la planta en el almicigo y poste--
riocrmente en el agua de riego, estos fungicidas pueden ser Captan-
o Arazan.

Popr iltime se recomienda la rotacidn de cultivos en terrenos-

muy infestados por el patégeno, o la introduccidn de otras varieda
des con posibilidades de adaptacién y resistencia a la enfermedad,
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