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RESUMEN

Trujillo-Viramontes, F., E. Zavaleta-Mejia, R. I. Rojas-Martinez, y J. Lara. 2005. Tiempo de inoculacién
y nivel de in6culo, factores determinantes para el rompimiento de resistencia a Phytophthora capsici
inducido por Nacobbus aberrans en chile (Capsicum annuum). Nematropica 35:37-44.

El presente estudio tuvo por objetivos conocer cudles son los niveles minimos de in6culo tanto de
Nacobbus aberrans como de Phytophthora capsici para que se produzca el fenémeno de rompimiento de
resistencia a P. capsici en chile (Capsicum annuum) cv CM-334,y el tiempo minimo requerido para que
las plantas resistentes de chile se comporten como susceptibles a P. capsici después de la inoculacion
con el nematodo. En uno de los experimentos, la muerte de las plantas inoculadas con 3 x 10° zoospo-
ras de P. capsici ocurrié con un inéculo de 2000 y 3000 J, de N. aberrans 21 dias post-inoculacién con
el nematodo (57y 71% de mortalidad, respectivamente). En otro ensayo, las plantas de chile CM-334
inoculadas con 2000 J,de N. aberrans murieron cuando se inocularon con 3y 6 x 10° zoosporas de
P. capsici por planta (50 y 70% de mortalidad, respectivamente). El chile CM-334 inoculado con 2000
J,del nematodo y 3 x 10° zoosporas del hongo mostré susceptibilidad a P. capsici (40% mortalidad)
cuando la inoculacién con el hongo se realizaba 21 y 28 dias post-inoculacién del nematodo.
Palabras clave: falso nematodo del nudo radical, marchitez del chile, Capsicum annuum, resistencia, in-
teraccion.

ABSTRACT

Trujillo-Viramontes, F., E. Zavaleta-Mejia, R. I. Rojas-Martinez, and J. Lara. 2005. Inoculation time
and inoculum density are determining factors in induction of breaking of resistance to Phytophthora
capsici in chili pepper (Capsicum annuum) by Nacobbus aberrans. Nematropica 35:37-44.

Investigations were undertaken to determine the minimum inoculum density of Nacobbus aberrans
required for breaking resistance to Phytophthora capsiciin chili pepper (Capsicum annuum) cv CM-334,
and the minimum time needed after nematode inoculation for CM-334 plants to become susceptible
to P. capsici. In one experiment, the death of the plants inoculated with 3 x 10° zoospores of P. capsici
occurred when inoculated with 2000 and 3000 J, of N. aberrans 21 days post-inoculation with the nem-
atode (57 and 71% mortality, respectively). In another experiment, CM-334 plants inoculated with
2000 J, of the nematode died when inoculated with 3 and 6 x 10° zoospores of P. capsici per plant (50
and 70% mortality, respectively). CM-334 plants inoculated with 2000 J, of the nematode and 3 x 10°
zoospores of the fungus became susceptible to P. capsici (40% mortality) when the fungus was inocu-
lated 21 and 28 days post-nematode inoculation.

Key words: false root-knot nematode, Phytophthora blight, resistance, interaction.
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INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum L.) es una
de las hortalizas de gran importancia
econdémica y social en México. El ren-
dimiento del cultivo en México y en el
mundo es afectado por una serie de plagas
y enfermedades, entre las cuales se destaca
la enfermedad conocida como “Marchitez
del chile” causada por Phytophthora capsici
Leonian (Redondo, 1979). El control de la
Marchitez del chile se realiza principal-
mente por medio de fungicidas (Parra y
Ristaino, 2001) vy practicas culturales
(Ristaino, 1991). No obstante, la mejor
forma de controlar esta enfermedad seria
mediante el uso de variedades resistentes
(Walker y Bosland, 1999). En México, se
han desarrollado algunos materiales de
chile resistentes a P capsici (Guerrero-
Moreno y Laborde, 1980). De estos materi-
ales, CM-334 (previamente reportado
como CM-34 por Vargas et al, 1996) ha
mostrado un alto grado de resistencia al
hongo en diferentes partes del mundo,
aun cuando se inocula con las cepas mas
virulentas de P. capsici (Guerrero-Moreno y
Laborde, 1980; Fernandez-Pavia, 1997;
Kobori et al., 2000). Sin embargo, CM-334
se comport6 como susceptible a P capsici al
ser inoculado previamente con Nacobbus
aberrans Thorne y Allen (Vargas et al,
1996). Con frecuencia, variedades de plan-
tas resistentes a ciertos hongos del suelo se
comportan como susceptibles cuando pre-
viamente han sido infectadas por nemato-
dos fitoparasitos que inducen en sus
hospedantes la formacién de células
gigantes o sincicios, como Meloidogyne spp.
y Nacobbus spp., y los formadores de
quistes, Heterodera spp. y Globodera spp.
(Powell y Nusbaum, 1960; Taylor, 1990;
France y Abawi, 1994; Moroz y Hussey,
1996; Vargas et al., 1996). La formacién de
sitios de alimentacién ocasionada por estos
nematodos resulta de una interaccién

compleja entre el patégeno y la planta hos-
pedante, en la cual el nematodo altera los
patrones de expresion génica de las células
de la planta destinadas a constituir el sitio
de alimentacion (Davis et al., 2000; Opper-
man et al., 1994). Se ha sugerido que la
reprogramaciéon génica del hospedante
inducida por el nematodo puede explicar
en parte el fenémeno de rompimiento de
resistencia por nematodos agalladores
(Zavaleta-Mejia, 2002).

Con el propésito de contribuir al cono-
cimiento de la induccién de susceptibil-
idad a P capsici en chile CM-334 por el
nematodo N. aberrans, la presente investi-
gaciéon tuvo por objetivos conocer cudl es
el nivel minimo de in6culo de N. aberransy
de P capsici requerido para que se
produzca el fenémeno de rompimiento de
resistencia en chile CM-334; y en segundo
lugar, el tiempo minimo necesario para
que plantas resistentes de chile se compor-
ten como susceptibles a P capsici después
de la inoculacién con N. aberrans. El cono-
cimiento que se genere tendrd aplicacién
en estudios sobre el fenémeno de rompi-
miento de resistencia en la interaccién
chile CM-334-N. aberrans-P. capsici a nivel
molecular, para los que se requiere
establecer las condiciones experimentales
en las que el fenémeno sea reproducible.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las plantas de chile se obtuvieron a
partir de semillas de CM-334 y Joe E.
Parker (JEP), resistente y susceptible a
P, capsici, respectivamente. El cultivar sus-
ceptible se utilizé como referencia de la vir-
ulencia del hongo en todos los ensayos. Las
semillas se desinfestaron con hipoclorito
de sodio (1%) durante 3 min, se pasaron a
agua destilada estéril y se dejaron embeber
durante 24 hr. Al cabo de este tiempo, las
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semillas se enjuagaron con agua destilada
estéril, se eliminoé el exceso de agua y pusi-
eron a germinar en cajas Petri estériles con
papel absorbente estéril humedecido con
una soluciéon de Clorafen™ (cloramfeni-
col) y Captan™® [Cis-N((triclorometil) tio)-4
ciclohexen-1,2 dicarboximida] al 1% en
agua, e incubaron a 28,8 + 1°C. Las semillas
germinadas se transfirieron a macetas de
plastico con 150 cm’ de arena de rio pas-
teurizada, y se colocaron tres semillas por
maceta. Las macetas se mantuvieron en
camaras de crecimiento a una temperatura
de 27 = 3°C, y un fotoperiodo de 14 horas,
con una intensidad luminica de 6.768 lux
(luz fluorescente). Cada maceta se fertilizo
con 0,05 g de Nitrofoska™™ cada 25 dias.

Produccion de inoculo e inoculacion
con N. aberrans

Se extrajeron masas de huevos de raices
agalladas de tomate cultivadas en suelo
infestado con el nematodo y se colocaron
en frascos con agua estéril con captany clo-
ramfenicol al 1%. Para obtener las larvas
de segundo estadio (J,), se prepararon
cajas Petri conteniendo 20 ml de agua des-
tilada estéril con captan y cloramfenicol al
1% y una malla de acero inoxidable reves-
tida en su parte superior con papel filtro y
sobre el cual se colocaron las masas de hue-
vos para inducir su eclosién. Las cajas se
incubaron a 28,8 + 1°Cyy los J, emergidos se
colectaron cada 2 dias, en tres ocasiones.
Las plantas de chile se inocularon con N.
aberrans anadiendo una suspensioén de J, en
el cuello de la planta cuando éstas tenfan
cuatro hojas verdaderas.

Produccion de inoculo e inoculacion
con P. capsici

La cepa 6413 de P, capsici (obtenida de
la Universidad de Nuevo México) fue culti-
vada en medio V8 (composicién o referen-
cia) durante 25 a 30 dias, al cabo de los

cuales, el medio con crecimiento micelial
se fragment6 en cuatro segmentos y cada
uno de ellos se transfirié a una caja Petri de
9 cm de didmetro esterilizada conteniendo
20 ml de agua destilada estéril para inducir
la formacién de esporangios. Las cajas se
incubaron a 28,8 + 1°C durante 7 dias, y al
término de los mismos se transfirieron a un
refrigerador a 11°C durante 30 min para
inducir la liberacién de las zoosporas. Las
zoosporas se cuantificaron con un hema-
tocitometro. La inoculacién con el nem-
atodo y el hongo se hizo de forma
secuencial, primero se inocul6 el nem-
atodo, y el hongo 21 dias después. Para
favorecer la infeccién por el hongo, las
macetas se inundaron con agua destilada
estéril durante 24 hr previamente a la inoc-
ulaciéon con P capsici. Transcurrido este
tiempo, se anadio la suspensién de zoospo-
ras alrededor del cuello de la planta, y las
macetas se drenaron 24 hr después. En
cada uno de los ensayos realizados en este
estudio, se incluy6 chile JEP como testigo
susceptible sin el nematodo, pero inocu-
lado con 3 x 10° zoosporas como referencia
de la virulencia del hongo. Este nivel de
inéculo de P. capsici causa la muerte de las
plantas susceptibles en un lapso de 3 a 4
dias. Este testigo susceptible no fue consid-
erado en el analisis estadistico de los datos.

Determinacion del nivel minimo de inoculo
de N. aberrans

Se establecieron cuatro niveles de
inéculo de N. aberrans, 1000, 1500, 2000 y
3000 J, por planta, y se mantuvo fijo el nivel
de in6culo de P, capsici en 3 x 10° zoosporas
por planta. Se incluyeron plantas CM-334
sin nematodo, pero inoculadas con 3 x 10°
zoosporas por planta, como testigo resist-
ente, ademads del testigo susceptible menci-
onado anteriormente. Cada tratamiento
consistié de siete macetas (repeticiones)
con tres plantas de chile cada una. El dis-
eno experimental fue completamente al
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azar. Se registr6 el nimero de plantas
muertas realizando observaciones diaria-
mente durante un periodo de 75 dias. Se
consider6 la muerte de las plantas como el
criterio indicativo del fenémeno de rompi-
miento de resistencia a P capsici en virtud
de los hallazgos de Ferndndez-Pavia
(1997), quien encontré que el chile CM-
334 es infectado y colonizado por P. capsici,
pero la colonizacion se detiene finalmente
y la planta no sucumbe, como ocurre con
las plantas susceptibles.

Determinacion del nivel minimo de indculo
de P. capsici

Se probaron cuatro niveles de P. capsici:
2, 2,5, 3y 6 x 10°zoosporas por planta, y se
mantuvo fijo el nivel de inéculo de N. aber-
rans en 2000 J, por planta. También se
incluyeron plantas de CM-334 sin nem-
atodo, pero inoculadas con 3 x 10° zoospo-
ras por planta, como testigo resistente y
plantas del testigo susceptible. La obten-
cién y establecimiento de las plantas de
chile, la preparacion del in6culo de ambos
patégenos, la inoculacién y la evaluacién
del experimento se hicieron de manera
similar a la descrita previamente, excepto
que se prepararon cinco macetas con tres
plantas de chile cada una. El experimento
se repiti6 una vez y los datos de ambos
experimentos se combinaron y sometieron
a un solo analisis estadistico.

Tiempo minimo requerido para que se produzca
el rompimiento de resistencia posteriormente
a la inoculacion con N. aberrans

Una vez determinados los niveles mini-
mos de in6culo del nematodo y del hongo
para que se produzca el rompimiento de la
resistencia, se establecié6 un experimento
en el que las plantas resistentes de chile se
inocularon con 2000 J, de N. aberransy 3 x
10° zoosporas del hongo, las cuales se apli-
caron a los 7, 14, 21 y 28 dias post- inocu-

lacion con el nematodo. También se
incluyeron plantas de CM-334 sin nem-
atodo, pero con hongo, como testigo resist-
ente, y el testigo susceptible. El ntiimero de
macetas por tratamiento fue de cinco, con
tres plantas de chile cada una. El establec-
imiento y evaluaciéon del experimento se
realiz6 de forma similar a la anteriormente
descrita, se repitié una vez, y los datos de
ambos experimentos se combinaron vy
sometieron a un solo andlisis estadistico.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en cada experi-
mento se sometieron a un analisis de vari-
anza no paramétrico basado en rangos de
Conover e Iman (1981) con la metod-
ologia propuesta por Eskridge (1995).
Cuando el analisis indic6é diferencias sig-
nificativas entre tratamientos, se procedio
a realizar la comparacién de medias medi-
ante la prueba de Tukey. En los cuadros, se
muestran los datos originales sin transfor-
macién a rangos.

RESULTADOS

Las plantas de chile del genotipo sus-
ceptible (JEP) a P, capsici mostraron flacidez
de las hojas 24 hr después de la inoculacion
con el hongo. Las primeras plantas muertas
se observaron a las 72 hr, y se registré una
mortalidad del 100% a las 96 hr post-inocu-
lacién. Ninguna de las plantas resistentes de
chile CM-334 inoculada solamente con el
hongo mostr6 sintomas de la enfermedad
causada por P capsici. Estos resultados se
observaron consistentemente en todos los
ensayos realizados.

Determinacion del nivel minimo de indculo
de N. aberrans

En los tratamientos cuyas plantas
fueron inoculadas con el nematodo y el
hongo, hubo diferencias (« = 0.05) en el
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numero de plantas muertas, dependiendo
de la cantidad de J, con que fueron inocu-
ladas (Cuadro 1). Asi, en los tratamientos
donde se inocularon 1000 y 1500 J, de
N. aberrans por planta no se detectaron
diferencias con respecto al testigo (0% de
plantas muertas); en contraste, niveles de
in6culo de 2000 y 3000 J, ocasionaron una
mortalidad del 57y 71%, respectivamente.
La muerte de las plantas ocurri6 entre los
14y 20 dias post-inoculacién con el hongo.
Estos resultados sugieren que se requiere
un nivel minimo de in6culo de N. aberrans
de 2000 J, por planta para que el chile
resistente CM-334 se comporte como sus-
ceptible a P. capsici.

Determinacion del nivel minimo de P. capsici

Los resultados mostraron que las plan-
tas de chile CM-334, inoculadas previa-
mente con 2000 J,de N. aberrans, muestran
susceptibilidad al hongo a partir de 3 x 10°
zoosporas por planta, ya que murieron el
50% de las plantas inoculadas (Cuadro 2).
Cuando las plantas se inocularon con 6 x
10° zoosporas, el porcentaje de plantas
muertas increment6 al 70%. Sin embrago,
no hubo diferencia (x = 0.05) entre el
numero de plantas muertas ocasionadas
por 3 6 6 x 10° zoosporas de P, capsici. Nive-

les de 2 6 2,5 x 10° zoosporas por planta no
causaron la muerte de las plantas infecta-
das con el nematodo (Cuadro 2).

Tiempo minimo requerido para que se produzca
el rompimiento de resistencia posteriormente a la
inoculacién con N. aberrans

Las plantas de chile CM-334 resistentes
a P, capsici inoculadas con 2000 J, del nem-
atodo y 3 x 10° zoosporas del hongo mos-
traron  susceptibilidad a P capsici
solamente cuando la inoculacién con el
hongo se realizaba 21 y 28 dias post-inocu-
lacién con el nematodo (40% de mortal-
idad) (Cuadro 3).

DISCUSION

El rompimiento de la resistencia a P
capsici en chile CM-334, expresado como
muerte de las plantas, ocurrié cuando
éstas se inocularon con un minimo de
2000 J,de N. aberrans, y 3 x 10° zoosporas
del hongo por planta 21 dias postinocu-
lacién con el nematodo. Estos resultados
sugieren que a partir de este nivel de
in6culo de N. aberransy tiempo posterior a
la inoculacion del mismo, es cuando se
pueden inducir los cambios metabdlicos y
fisiologicos necesarios en la raiz del hos-

Cuadro 1. Influencia del nivel de in6culo de Nacobbus aberrans sobre el rompimiento de la resistencia a Phytophthora
capsici en plantas de chile CM-334, 21 dias después de la inoculacién con 3 x 10° zoosporas del hongo por planta.

Juveniles/planta Plantas muertas
0 0b
1000 0b
1500 0b
2000 12a
3000 15a
Coeficiente de variacion 31,5

Los valores corresponden a la media de siete macetas, cada una con tres plantas. Valores con la misma letra no
son diferentes (Tukey, « =< 0.05). El in6culo del nematodo y del hongo se aplic6 por planta.
‘Plantas resistentes inoculadas con el hongo, pero sin el nematodo.
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Cuadro 2. Influencia del nivel de in6culo de Phytophthora capsici en el rompimiento de la resistencia en plantas
de chile CM-334 inoculado con 2000 juveniles de Nacobbus aberrans por planta 21 dias antes de la inoculacién con

el hongo.

Zoosporas x 10°/planta

Plantas muertas

Testigo®
2

2,5

3

6

Coeficiente de variacion

0b
0b
0b
15a
21 a

31,3

El in6culo del nematodo y del hongo se aplicé por planta. Los valores corresponden a la media de 10 macetas,
cada una con tres plantas. Valores seguidos por la misma letra no son diferentes (Tukey, « =< 0.05).
“Plantas resistentes de CM-334 inoculadas con 3 x 10°zoosporas/planta, pero sin el nematodo.

pedante para convertirla en un sustrato
adecuado para el establecimiento y desar-
rollo exitoso de P. capsict.

El periodo de 21 dias coincide con la
apariciéon de hembras inmaduras respons-
ables de inducir los sitios especializados de
alimentacion para el nematodo. La presen-
cia de este estadio se registré a los 23 dias
posteriores a la inoculacién con J, de N.
aberrans en plantas de remolacha manteni-
das a 25°C (Inserra et al., 1983). Nuestros
experimentos se realizaron a una temper-
atura muy similar a la utilizada por Inserra

et al. (1983); aunque ligeramente mas alta
(27 + 3°C), lo que pudo haber acelerado el
desarrollo de hembras inmaduras.

El conocimiento generado en la pre-
sente investigacion sera de gran utilidad
en estudios enfocados a entender el fené-
meno de rompimiento de resistencia en el
modelo CM-334-P.capsici-N.aberrans a nivel
molecular (Zavaleta-Mejia, 2002), pues de
esta manera se podra tener la certeza de
que se va a producir este fenémeno bajo
las condiciones experimentales estableci-
das en los ensayos y que han sido definidas

Cuadro 3. Tiempo requerido después de la inoculacién con 2000 juveniles de Nacobbus aberrans para que las
plantas de chile CM-334 resistentes a Phytophthora capsici se comporten como susceptibles al hongo.

Dias post-inoculaciéon con N. aberrans

Plantas muertas

Testigo sin N*
7

14

21

28

Coeficiente de variacion

0b
0b
0b
12a
12a

33,9

El in6culo del nematodo y del hongo se aplicé por planta. Los valores corresponden a la media de 10 macetas,
cada una con tres plantas, excepto en el tratamiento correspondiente al tiempo 7 dias después de la inoculacién
con el nematodo que solamente consté de cinco macetas, cada una con tres plantas. Valores seguidos por la

misma letra no son diferentes (Tukey, « < 0.05).

‘Plantas resistentes de CM-334 sin nematodo, pero inoculadas con 3 x 10°zoosporas por planta.
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en este trabajo. Asi mismo, se podrd opti-
mizar el uso del in6culo del nematodo que
en algunas ocasiones constituye una limi-
tante para experimentos con un nuimero
alto de plantas. Por otro lado, el cono-
cimiento generado tendra aplicacién préc-
tica en campo, siempre y cuando se
demuestre que en las principales regiones
productoras de chile en México, donde se
han detectado los dos patégenos mencio-
nados, el rompimiento de resistencia se da
en condiciones naturales. En caso de ser
asi, el conocimiento del nivel de poblacién
minimo del nematodo requerido para
inducir susceptibilidad en genotipos de
chile resistentes a P capsici, podria servir
de referencia para decidir si se cultiva o no
el chile resistente o si se aplica alguna
medida de control previa a su siembra
para reducir la poblacién del nematodo o
para controlar al hongo. La estimacion de
la poblaciéon de P capsici en los terrenos
infestados resulta dificil de determinar.
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