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RESUMEN

La calabaza pipiana (Cucurbita argyrosperma), es importante en la alimentacion, sus semillas se consumen tostadas
y aderezadas con sal, ademas son el ingrediente principal para elaborar platillos tipicos de México y diferentes dulces
tradicionales, sin embargo, algunos hongos causan severos problemas en sus frutos reduciendo rendimientos. Se realizo
la identificacion morfoldgica y molecular del oomicete involucrado en la pudricion de frutos de calabaza pipiana y se
evaluaron alternativas de control quimico y bioldgico en condiciones de invernadero. Se recolectaron frutos de calabaza
pipiana (agosto-septiembre, 2011), con diferentes sintomas y niveles de pudricion, en la zona norte del estado de Guerrero,
México, y después de su identificacion morfologica, se extrajo el ADN del hongo para su analisis mediante PCR, utilizando
oligonucledtidos que amplifican el espaciador intergénico interno (ITS). Ambas técnicas identificaron a Phytophthora
capsici en frutos de pipiana, y los productos de amplificacion por PCR se compararon con las disponibles en el GenBank.
Las secuencias evidenciaron 99% de similitud con secuencias de sandia y calabaza. Los ingredientes activos para su control
(propamocarb+fosetil y metalaxil+clorotalonil), ejercieron el mejor control al retrasar la presencia del patégeno en frutos

~ de calabaza pipiana.
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INTRODUCCION

Recientemente ha aumentado la tendencia del control
de enfermedades de las plantas sin utilizar productos
guimicos de origen sintético. En los ultimos 30 afios,
se han utilizado alternativas, tales como, el uso de mi-
croorganismos para el control biologico, partiendo de
la premisa de usar enemigos naturales de una plaga o
patogeno, con el fin de reducir o eliminar los efectos
dafiinos en las plantas o sus productos (Lim y Kim, 2010;
Yang et al., 2012). No obstante que los éxitos comercia-
les, hasta el momento, son todavia limitados y se basan
principalmente en hongos de los géneros Trichoderma
sp., Gliocladium sp., Streptomyces sp., Coniothyrium sp.
y Candida sp., asi como bacterias de los géneros Pseu-
domonas sp., Bacillus sp., y Agrobacterium sp. (Harman
etal., 2010; Pliego et al,, 2011; Antonopoulos et al.,, 2010;
Bietal., 2012). Con base en lo anterior, se identificd mor-
fologica y molecularmente al oomicete involucrado en

la pudricion de frutos de calabaza pipiana (Cucurbita
argyrosperma) y evaluar alternativas de control quimico
y biolégico en condiciones de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Identificaciéon morfolégica del hongo presente

en frutos de calabaza pipiana

Durante los meses de agosto y septiembre del 2011 se
recolectaron frutos de calabaza pipiana (C. argyrosper-
ma), con diferentes sintomas y niveles de pudricion en
Campo Experimental del Colegio Superior Agropecuario
del Estado de Guerrero (18° 19" N, 99° 39 0), a una al-
titud de 640 m (Martinez-Rojero et al., 2011). El tamafio
de muestra y tipo de muestreo se realizo bajo la me-
todologia propuesta por Pedroza-Sandoval (2009), se
utilizd un muestreo sistematico de transecto en W. Los
sintomas considerados fueron manchas acuosas hundi-
das con un crecimiento de micelio blanco en la parte
inferior y superior del fruto (Zitter et al., 2004). De los
frutos de calabaza con sintomas y signos de pudricion,
se tomaron cinco trozos de tejido de 0.5 cm? cada uno
directamente de la zona de avance de la enfermedad; se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1.5% por dos
minutos; se lavaron tres veces consecutivas con agua
destilada estéril; y se sembraron 100 muestras de teji-
do en cajas Petri con medio de cultivo jugo de verduras
Agar (V8-Agar), elaborado segun Singlenton et al. (1992).
Cada colonia desarrollada se separd y purificd por cul-
tivo monozoosporico. De las cepas puras del ultimo
re aislamiento, se hicieron preparaciones permanentes
para observar al microscopio compuesto las caracteris-
ticas morfoldgicas del agente causal. Se midio el largo y
ancho de 30 estructuras sexuales y asexuales represen-
tativas del aislamiento. La identificacion morfologica se
realizo siguiendo las claves de Singlenton et al. (1992),
Wantanabe, (2002) y Gallegly y Hong (2008).

Pruebas de patogenicidad

Se utilizaron 20 frutos en etapa de cosecha del genotipo
criollo Apipilulco de C. argyrosperma, se desinfestaron
con hipoclorito de sodio al 1.5% por dos minutos y se la-
varon con agua destilada estéril, se utilizd un fruto como
unidad experimental con cuatro repeticiones en un arre-
glo completamente al azar. El aislamiento mencionado
se transfirio a medio de cultivo V8-Agar para el incre-
mento de inoculo. Después de 15 dias de crecimiento,
se prepararon suspensiones de inoculo en agua destila-
da estéril; se ajustd a una concentracion a 4%10° zo0s-
poras mL™!, cada fruto se inoculd mediante aspersion
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de 2.5 mL de la suspension; como testigo se utilizaron cinco frutos, los cua-
les se inocularon con agua destilada esteril con el mismo procedimiento.
Los 25 frutos inoculados se colocaron en charolas de poliestireno de 60x40
cm, desinfestadas con etanol al 70%. Se incubaron a 26 °C y 80% de hume-
dad relativa; y los sintomas se registraron diariamente por ocho dias. De las
zonas de avance del hongo en los tejidos dafiados, se tomaron 10 muestras
de cada uno (0.5 cm?) y se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1.5%
durante 2 min, posteriormente se lavaron tres veces consecutivas con agua
destilada estéril y se sembraron en el medio de cultivo V8-Agar. Las carac-
teristicas morfologicas de la colonia y hongo re aislado se compararon con
las originalmente inoculadas, para comprobar los postulados de Koch, y de
éste, purificar e incubar durante 15 dias en medio de cultivo V8-Agar para la
extraccion de ADN.

Identificacion molecular

La extraccion de ADN se realizd a partir de muestras de 100 mg'1 de micelio
utilizando el kit DNeasyMR, siguiendo el procedimiento del fabricante (Anoni-
mo, 2012). El procedimiento fue repetido a partir de cuatro cajas Petri con el
hongo. Se realizaron reacciones de PCR universal para hongos con los oligos
ITS-1fu 5'-tccgtaggtgaacctgcgg-3', v ITS-4 5'-tcctccgcttattgatatge-3" (White
et al,, 1990); los cuales amplifican un espaciador intergénico interno (ITS) y
generan un producto de talla variable entre 500 y 900 pares de bases (pb)
aproximadamente. Esta practica se realizO con una mezcla de reaccion en
un volumen final de 25 ul, cuyos componentes finales fueron: amortiguador
de reaccion 1X, MgCl, 2 mM, dNTP’s 200 uM de cada uno, 20 pmoles de
cada oligonucleotido y una unidad de Tag DNA polimerasa (Promega). El
programa térmico consistio en mantener una temperatura a 94 °C durante 2
min, seguido de 35 ciclos a 94-55-72 °C durante 30-30-60 seg y una exten-
sion final de 5 min a 72 °C. Los productos de las reacciones de PCR fueron
separados por electroforesis en geles de agarosa a 1.5%, y los fragmentos
obtenidos se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta marca UVP
y se tomaron fotografias. Los fragmentos amplificados por PCR fueron se-
cuenciados directamente y se compararon los resultados con las secuencias
disponibles en el banco de genes del Centro Nacional de Informacion Bio-
tecnologica del Instituto Nacional de Salud de EE.UU.

Manejo en invernadero

Con la finalidad de comparar el efecto de diferentes ingredientes activos so-
bre el patdgeno aislado, la presente investigacion se realizd en el invernadero
de Fitopatologia del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universi-
dad Autonoma Chapingo, en Chapingo México. El material vegetal utilizado
fue el genotipo AP de calabaza pipiana, utilizando solo frutos inmaduros de
aproximadamente 150 g de peso.

Obtencidn, aplicacion del inéculo y tratamientos

Del muestreo previamente realizado sobre frutos con diferentes sintomas y
niveles de dafo; se obtuvo un aislamiento monozoosporico, mismo que fue
sembrado en medio de cultivo V8-Agar para su incremento masivo (Singlen-
ton et al, 1992). De igual forma que para la prueba de patogenicidad,
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después de 15 dias de crecimiento,
se obtuvo el inoculo a partir de ca-
jas Petri con 20 ml de agua desti-
lada estéril se colocaron 10 discos
de medio de cultivo que contenian
micelio de P. capsici. El material se
incubo a 25 °C por tres dias para la
formacion de esporangios y la pos-
terior liberacion de sus zoosporas, lo
cual se logro despuées de poner las
cajas Petri a 12 °C por media hora.
Posteriormente, se ajustd una sus-
pension de zoosporas a una con-
centracion de 4x10° ml™% Se hizo
primeramente la aplicacion de los
tratamientos (Cuadro 1), con un as-
persor manual marca RL FLO MAS-
TER con capacidad de dos litros, as-
perjando sobre la superficie de los
frutos con un gasto de agua de 300
litro ha™* previa calibracion, se dejo
transcurrir cinco horas para permitir
la reentrada de los productos, trans-
currido ese tiempo se asperjo 2.5
ml™! de la concentracion ajustada
del patdgeno previa calibracion.

La variable evaluada fue dias a la
presencia del patdogeno, la cual se
considerd determinando en cuan-
tos dias después de aplicar los tra-
tamientos e inoculacion del pato-
geno, iniciaban la aparicion de co-
lonias sobre los frutos de calabaza.
Se utilizd un disefio experimental
completamente al azar, con cuatro
repeticiones. La unidad experimen-
tal estuvo constituida por cuatro
frutos, por las caracteristicas del
experimento se considerd a
toda la unidad experimental

como parcela util. Se les

realizd un analisis de

varianza, prueba
de compa-
racion



Cuadro 1. Productos quimicos y biologicos evaluados contra diferentes aislamientos de P. capsici en tres genotipos de calabaza pipiana (C.

argyrosperma).
Tratamiento

Trichoderma cepa CSAEGro

Ingrediente activo

Trichoderma asperellum

Dosis Litro™!
1x10% UFC m(~!

PHC ®Biopak—F® Bacillus spp., Streptomyces spp., Trichoderma spp. 39
PHC ® Root Mate® Trichoderma virens cepa G-41 39
Q 2000 yodo libre 5ml
Previcur®Energy propamocarb + fosetil 6 ml
Ridomil Gold® Bravo SC metalaxil + clorotalonil 6 ml

Testigo Sin aplicacion

multiple de medias utilizando el método Tukey con ni-
vel de significancia al 5% y contrastes ortogonales para
comparar el grupo de tratamientos quimicos contra tra-
tamientos biologicos, mediante el software Statistical
Analysis System (SAS, 2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion morfolégica

Las colonias de las cepas aisladas de los frutos inocula-
dos mostraron un crecimiento micelial blanco algodo-
noso; similar al aislamiento original, este mostro espo-

X2,000 10pm

rangios de 20-50x15-42.5 um, papila 06.02 a 07.05 um
de ancho, 1.2-6 um de profundidad. Las clamidosporas
35 um de diametro. Por las caracteristicas de este hon-
go se demostro que se tratd de P capsici (Singlenton
et al,, 1992; Wantanabe, 2002, Gallegly y Hong, 2008).
(Figura 1).

Identificaciéon molecular

Las regiones intergénicas internas (ITS) y los genes ribo-
somales 18S, 5.8S y 28S amplificadas por PCR del aisla-
miento identificado morfologicamente como P. capsici
tuvo 852 pb que concuerda con la talla esperada para

X3,500 SHm

Figura 1. a: Esporangio y micelio liso, b: Esporangio papilado y micelio liso, ¢: Micelio toruloso y esporangio
papilado y d: Esporangio papilado. Caracteristicas tipicas de P. capsici.
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la especie. Las secuencias obtenida tuvieron un 99% de
similitud con dos secuencias de las regiones 18S, ITS-1,
5.8S, ITS-2 y 28S de P capsici aislado a partir de calaba-
za en ltalia (accesiones AJ75486 y AJ75487), asi como
con secuencias aisladas de sandia en E.U. (accesiones
EU162757 y EU162758).

Manejo en invernadero

Esta caracteristica es importante, puesto que una vez
identificada la presencia del patdgeno en frutos tier-
nos estos se daflan por completo y se pierden. Esta
variable en estudio mostro diferencias altamente sig-
nificativas (P<0.0001); en las comparaciones de me-
dias los ingredientes activos propamocarb+fosetil y
metalaxil+clorotalonil, retardaron la aparicion de P.
capsici al dia 6, el testigo se diferencio de todos los tra-
tamientos, apareciendo el patogeno a los 2.82 dias des-
pués de la inoculacion (Figura 2). Al respecto Hu et al.
(2007) sefialan que el propamocarb y fosetylo tienen
una buena accion protectora y curativa contra ocomice-
tos, siendo esto respaldado con lo encontrado para este
patdgeno en la presente investigacion. Por su parte Rei-
ter et al. (1995) citan que el ingrediente activo propamo-
carb inhibe la formacion de oosporas en P infestans. Sin
embargo, se reporta que el fosetilo tiene un alto grado
de actividad sistémica y eficacia generalmente superior
contra oomicetos, ejerciendo un buen control (Nelson
etal, 2004; Gent et al., 2010). Se ha observado también
que el metalaxil ha reducido el progreso de enfermeda-
des ocasionadas por oomicetos (Aegerter et al., 2002).

DMS=0.9 A A

._|

[*

Diasa la pressnzla del patdgena
a

X

Tratamientos

Figura 2. Dias a la presencia de P. capsici por tratamiento. DMS: dife-
rencia minima  significativa. T1: Trichoderma cepa CSAEGro; T2: PHC®
Biopak-F®; T3: PHC®RootMate®; T4:Q 2000; T5:Previcur®Energy;
T6:Ridomil Gold® Bravo SC; T7:Testigo
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La prueba de contrastes ortogonales indicd que la
comparacion entre productos biologicos contra los
guimicos resultd con diferencias altamente significati-
vas (P<0.0001), el grupo de tratamientos bioldgicos en
promedio retardo en 4.22 dias la aparicion de P. capsic,
mientras que el grupo de tratamientos quimicos la atraso
en promedio 5.80 dias, resultando mejor estos ultimos
con una diferencia en la aparicion del patogeno de 1.58
dias (Figura 3, 4).

CONCLUSIONES

La identificacion morfolog molecular asi como las
pruebas de patogenicidad determinaron que el agente
causal de la pudricion de frutos de calabaza pipiana fue
P capsici. Los ingredientes activos propamocarb+foseti
mo:s:LsmL—i—dor«>tax’:r‘w, fueron los que ":‘qviﬂ'farﬂrm me-
jor control al retrasar la presencia del patogeno en los
frutos.
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