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ABSTRACT

The use of virulence scales little objective and accurate proves to be an important problem when
evaluating the results of bioassays on bioprotection against pathogens like Phytophthora capsici (PC). In
order to establish a severity or virulence scale qualitative ordinal of PC in poblano chile plants, it
developed an experimental design completely randomized with two treatments (with and without
inoculation PC) and 25 repetitions under greenhouse conditions. When the plants had an approximate
size of 15 cm and 20 sheets, 25 plants were inoculated with a suspension of zoospores of CH11 strain PC
set to 1x10*'mL™, this strain (highly pathogenic) isolated from a culture of chili in Michoacan. In the
remaining 25 plants they are not inoculated PC. Every two days after inoculation of PC they were made
destructive sampling of healthy and diseased plants for to register signs and disease progression. A
written and photographic aerial and radical part description was made. The scale was subsequently
validated with Koch's postulates, to the isolate the phytopathogen of diseased tissue and reinfected in
pepper plants. A qualitative ordinal severity scale with six levels according to the severity and
progression of the disease developed. The levels were: Level O (healthy plant), level 1 (mild wilting),
Level 2 (moderate wilt), Level 3 (advanced wilt), Level 4 (very late blight) and Level 5 (severe wilting or
dead plant). The objective and detailed description of the damage caused by PC shown in pepper plants,
could allow the use of a better parameter to measure the severity of this disease in bioassays developed
under specific experimental conditions.

Keywords: Capsicum annuum, pathogenicity, symptomatology, analysis of virulence.

RESUMEN

El uso de escalas de virulencia poco objetivas y precisas resulta ser un problema importante en la
evaluacidén de resultados de bioensayos en bioproteccién contra patégenos como Phytophthora capsici
(PC). Con el fin de establecer una escala de severidad o virulencia ordinal cualitativa de PC en plantas de
chile poblano, se desarrollé un disefio experimental completamente al azar con dos tratamientos (con y
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sin inoculacién de PC) y 25 repeticiones en condiciones de invernadero. Cuando las plantas tenian un
tamafio aproximado de 15 cm y 20 hojas, 25 plantas fueron inoculadas con una suspensidn de zoosporas
de PC cepa CH11 a una concentracién de 1x10* mL™, esta cepa (altamente patdgena) aislada de un
cultivo de chile en Michoacan. En las 25 plantas restantes no se inoculé PC. Cada dos dias después de la
inoculacién de PC se hizo un muestreo destructivo de plantas sanas y enfermas para registrar los signos
y progresion de la enfermedad. Una descripcidn escrita y fotogréafica de parte aérea y radical de la planta
fue realizada. La escala fue posteriormente validada con los postulados de Koch, a partir de tejido
enfermo se aislo al fitopatdgeno y se reinfectd en plantas de chile. Una escala cualitativa ordinal con seis
niveles fue desarrollada de acuerdo a la severidad y la progresion de la enfermedad. Los niveles fueron:
nivel 0 (planta sana), nivel 1 (marchitez leve), nivel 2 (marchitez moderado), nivel 3 (marchitez
avanzado), nivel 4 (marchitez muy avanzado) y nivel 5 (marchitez severa o plantas muertas). La
descripcién objetiva y detallada de los dafios causados por PC en plantas de chile podria permitir el uso
de un mejor parametro para medir la severidad de esta enfermedad en bioensayos desarrollados en
condiciones experimentales especificas.

Palabras Clave: Capsicum annuum, patogenicidad, sintomatologia, analisis de virulencia.

INTRODUCCION

Phytophthora capsici L. es un oomycete fitopatégeno que provoca la principal enfermedad a nivel
mundial del cultivo de chile (Capsicum annuum L.) [1]. La importancia en el manejo de ésta enfermedad
radica en la necesidad de generar nuevas estrategias de control sustentables, entre ellas el control
biolégico por medio de microorganismos antagonistas [2]. Para la evaluacion de la capacidad
bioprotectora de diferentes agentes o métodos de control in planta, es necesario realizar ensayos bajo
diferentes condiciones experimentales (laboratorio, invernadero o campo) [3]. Al momento de evaluar
el nivel de dafio de la enfermedad por efecto de diferentes tratamientos, se requiere del uso de escalas
de severidad o virulencia del fitopatdégeno en la especie vegetal, asi como en las condiciones
experimentales especificas donde se lleva a cabo el ensayo. En la literatura se han reportado algunas
escalas de severidad de P. capsici en plantas de chile [4; 5; 6 y 7], la mayoria emplean niveles de 0 a 5
partiendo desde planta sana hasta planta muerta. Sin embargo, algunas descripciones de la
sintomatologia son fuertemente subjetivas y poco precisas, lo que podria afectar su interpretaciéon y
aplicaciéon en ensayos similares. Otro detalle importante a tomar en cuenta son las condiciones
experimentales donde fueron desarrolladas (temperatura, humedad, variedad o cultivar vegetal, edad
de la planta, método de inoculacién y concentracion de zoosporas del fitopatdgeno), estos factores
podrian afectar la agresividad o el tipo de sintomas mostrado por las plantas. Por lo cual, para evaluar la
severidad de ésta enfermedad en un ensayo in planta es recomendable el desarrollo anticipado de
escalas de severidad en las mismas condiciones experimentales. Con base a lo anterior, en éste trabajo
se tuvo como objetivo desarrollar una escala cualitativa ordinal de severidad de la marchitez causada
por P. capsici en plantas de chile poblano bajo condiciones de invernadero.

METODOLOGIA

En un invernadero tipo cenital plastificado de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo en
Morelia Michoacan, México (latitud N 19°45’95”; longitud W 101°09°16”; altitud 1900 m), durante la
temporada verano-2014 en condiciones naturales de luz (radiacion total del 80%), temperatura (15-
32°C) y humedad del 70%. Se germinaron semillas de chile poblano variedad San Luis, en charolas de
aluminio con arena esterilizada (120°C/ 15 psi / 3h). Las semillas germinaron a los 12 dias después de la
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siembra. Las plantulas de chile fueron trasplantadas cuando presentaban crecimiento homogéneo y dos
hojas verdaderas (30 dias después de la siembra) en recipientes de unicel con 500 g de sustrato (mezcla
de suelo: arena, 1:1, v/v) esterilizada (120°C/ 15 psi / 3 h), las cuales constituyeron las unidades
experimentales (Figura 1).

Figura 1.- Aspecto general de las unidades experimentales empleadas para la generacion de la escala de
severidad de la marchitez en el cultivo de chile bajo condiciones de invernadero.

Se emplearon un total de 50 unidades experimentales (UE). A los 59 dias después del trasplante (DDT),
25 UE fueron inoculadas con 1 mL de una suspensidn de zoosporas de la cepa CH11 de P. capsici (cepa
muy virulenta aislada del estado de Michoacan), ajustada a una concentracién de 1X10* zoosporas mL™
[5], la cual se inoculd en la base del tallo (Figura 2). Para asegurar la infeccidn del fitopatdgeno, las
plantas inoculadas con P. capsici se inundaron durante 24 h colocando las macetas en charolas de
pldstico con agua. A las 25 UE restantes no se les inoculd el fitopatdgeno.

Figura 2.- Inoculacién de Phytophthora capsici (1X10* zoosporas mL™) en la base del tallo de plantas de
chile. Nétese que las UE fueron colocadas en una charola para tratar por 24 h con saturacion de agua
con el fin de promover la infeccién del patégeno.

Cuatro dias después de la inoculacion con P. capsici, se realizé un registro fotografico y escrito de la
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sintomatologia que mostraron las plantas. Se tomd en cuenta los sintomas visuales como: caida de hojas
(defoliacién), hojas enrolladas y marchitas, hojas cloréticas, presencia de necrosis en las raices, necrosis
en la base del tallo y de hojas; finalmente la muerte de la planta. Para lo anterior se hicieron muestreos
destructivos donde se eliminaron diariamente dos plantas infectadas con Phytophthora capsici y dos
plantas controles para comparar la severidad de la enfermedad a nivel radical en plantas sanas y
enfermas. Con base en la sintomatologia de la enfermedad, se propuso una escala cualitativa ordinal de
severidad con seis niveles (0-5). Finalmente la escala fue validada al reaislar al fitopatégeno de tejido
enfermo y re-infectarse nuevamente en plantas sanas para el cumplimiento de los postulados de Koch
(Figura 3).

o~

Figura 3.- Aspecto general de la pruebas para la comprobacién de los postulados de Koch. (A) Re-
infeccion de P. capsici en plantas sanas; (B) marchitez causada después de la re-infeccion.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presenta la escala cualitativa ordinal de severidad de la marchitez provocada por P.
capsici que se generd de acuerdo al registro de la sintomatologia en plantas de chile poblano variedad
San Luis bajo condiciones de invernadero. Esta escala contempld 6 niveles partiendo desde el nivel 0
(planta sana), hasta el nivel 5 (planta muerta), en la Tabla 1 se muestra el nivel de severidad de la
marchitez en planta en maceta, planta completa y el sistema radical mediante imagenes comparativas
entre los diferentes niveles de dafo, asi como la descripcién detallada de los mismos.

Tabla 1. Propuesta de escala cualitativa ordinal de severidad (virulencia) de la marchitez provocada por
Phytophthora capsici en plantas de chile poblano variedad San Luis en invernadero.

p PLANTA
NIVEL | DESCRIPCION PLANTA EN MACETA COMPLETA SISTEMA RADICAL

Planta sana: hojas
turgentes y de color
verde intenso, tallo
erguido. Sistema
radical sano y
abundante, no se
observa necrosis en
haces vasculares.
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Marchitez leve: planta
con hojas encorvadas,
y poco turgentes. Tallo
con necrosis en la
zona basal, visible
Unicamente realizando
un corte longitudinal.
Necrosis en la zona
basal del tallo.

Marchitez moderada:
planta con  hojas
encorvadas y poco
turgentes, hasta un
20% de hojas
desprendidas.  Tallo
con necrosis avanzada
hasta un 20%.
Necrosis en la zona
basal las raices
secundarias y haces
vasculares.

Marchitez avanzada:
planta con  hojas
encorvadas y poco
turgentes, hasta un
50% de hojas
desprendidas.  Tallo
con necrosis en hasta
un 40%. Necrosis en
raices secundarias vy
haces vasculares hasta
en un 40% de su
longitud (pérdida del
30%  del sistema
radical). La planta
puede desprenderse
del  sustrato  con

facilidad. El
crecimiento se
detiene.

989




Congreso Internacional
Biologia,Quimica
@ y Agronomia

Marchitez muy
avanzada: planta con
hojas muy encorvadas,
poco turgentes y con
mas de 50%
desprendidas.
Necrosis del tallo
mayor a un 50% de su
longitud. Sistema
radical con necrosis
casi en su totalidad,
(pérdida del 50% del
volumen radical). La
epidermis de las raices
se desprende con
facilidad. Se observa
tejido degradado en
los haces vasculares.

Marchitez severa:
planta muerta. Hojas
secas con un 90 a
100%  desprendidas.
Tallo con necrosis casi
en su totalidad, rigido.
Sistema radical
necrético, raices con
epidermis
desprendida (pérdida
del 70% del volumen
radical). Se observa
tejido degradado en
los haces vasculares.

DISCUSION

La escala resultante (6 niveles) partiendo desde el nivel O (planta sana) hasta el nivel 5 (planta muerta)
concuerda con el nimero de niveles descritos en los trabajos reportados en la literatura [4; 5y 6]. Kim y
colaboradores en 1989, reportaron una escala de severidad con seis niveles de P. capsici en plantas de
pimiento bajo condiciones de invernadero donde la concentracidon de zoosporas por mL que emplearon
fue de 1X10* mL™, sin embargo a diferencia de este trabajo, ellos inocularon 20 mL en el sustrato, lo cual
representa una cantidad 20 veces mayor que la reportada en este estudio. Esto afectaria la velocidad de
la infeccién y progresidon de la enfermedad haciendo mds dificil la distincion entre los distintos niveles
evaluados. Por otro lado, Sanogo [7] emplea una escala de severidad por P. capsici propuesta por
Ristaino [5] con modificaciones, para evaluar el dafio de la enfermedad en plantas de pimiento
sometidas a estrés salino. Esta escala conserva los mismos niveles de severidad que la escala propuesta
por [5], sin embargo simplifica la descripcion de la sintomatologia inicamente a la presencia de necrosis
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del tallo y el porcentaje de defoliacién hasta planta muerta. Este tipo de modificaciones a escalas de
severidad propuestas con anterioridad podrian permitir la estandarizacién a las condiciones
experimentales en las que se desarrolla un ensayo, sin embargo la descripcién detallada es necesaria
para una evaluacién con mayor precision. Finalmente esta escala de severidad para P. capsici podria
permitir una descripcion mas detallada de la sintomatologia mostrada en el sistema radical de las
plantas de chile (necrosis y pérdida del volumen radical), esto debido a que por lo general las escalas

descritas en la literatura se basan en la descripcidn de la necrosis del tallo, clorosis, necrosis en hojas y
defoliacion.

CONCLUSIONES

Se generd una escala cualitativa ordinal de severidad (virulencia) de la marchitez provocada por
Phytophthora capsici en plantas de chile poblano variedad San Luis bajo condiciones de invernadero, la
cual podria ser empleada en la evaluacién del dafio de la enfermedad en ensayos sobre el control o
manejo de la enfermedad bajo estas condiciones experimentales.
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