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RESUMEN

El mildia velloso de las cucurbitaceas causado por el oomicete Pseudoperonospora
cubensis, es una enfermedad que produce serios danos alrededor del mundo. En Costa
Rica, se considera que las pérdidas comerciales de melén debidas al mildit velloso
ascienden hasta un 50% de la cosecha.

Para la reproduccion y mantenimiento del patégeno se desarrollo un protocolo con el
cual se distinguieron varios aislamientos de P. cubensis provenientes de dos fincas
productoras de meldn, ubicadas en Puntarenas y Guanacaste.

Utilizando el protocolo y un grupo de 12 plantas cucurbitaceas con respuesta diferencial
(resistencia o susceptibilidad). fue posible la caracterizacion de cuatro aislamientos de
P. cubensis proveniente de las fincas antes mencionadas. Dicha caracterizacion se llevo
a cabo utilizando el codigo numeral propuesto por Lebeda & Widrlechner (2003a).

Con el fin de saber si el inoculo de otras cucurbitdceas es capaz de infectar las
variedades de melon comercial se inocularon plantulas de melon procedentes de una
finca productora. con aislamientos de P. cubensis obtenidos de Cucumis sativus, C.
melo (una maleza comin en las plantaciones comerciales conocida como meloncillo) y
Cucurbita sp. Todos los aislamientos inoculados infectaron al melon, por lo tanto, se
considera que otras cucurbitaceas diferentes al melon tienen la capacidad de albergar al
patégeno y convertirse en reservorios de inéculo que probablemente servira como
in6culo primario para la infeccion en la siguiente temporada del cultivo.

X



INTRODUCCION

El mildia velloso de las cucurbitdceas causado por el Oomicete Pseudoperonospora
cubensis, es una enfermedad que produce serios dafios alrededor del mundo. Se ha
informado de pérdidas causadas por este patdgeno en practicamente todos los lugares
hiimedos y con temperaturas cdlidas donde se cultivan cucurbiticeas de manera
comercial (Palti & Cohen 1980; Zitter et al. 1996). Se conocen mas de 60 especies
como hospederas (Palti & Cohen 1980: Lebeda 1999: Lebeda & Urban 2004; Lebeda et
al. 2006), siendo el pepino y el melon los mas afectados (Chupp & Sherf 1960: Palti
1975).

El melon es uno de los cultivos no tradicionales mas importante para Costa Rica. En el
afio 2009, la exportacion de este producto genero cerca de $75 millones (Chavez et al.
2010). siendo Estados Unidos y la Union Europea los principales mercados de destino.
En el pais, los productores de melén consideran que las pérdidas por mildia velloso
ascienden hasta un 50% de la cosecha (Guillermo Vargas productor de meldn,

comunicacion personal 2008).

Pseudoperonospora cubensis se caracteriza por ser altamente dependiente de factores
ambientales (Palti & Cohen 1980: Thomas er al. 1987b). Cuando se presentan
condiciones ambientales 6ptimas y un hospedero susceptible, la enfermedad llega a ser
muy destructiva. La combinacion de periodos de mojadura foliar, temperaturas calidas e
inoculo viable son los factores que mayormente inducen la infeccion (Cohen 1976;
Zitter et al. 1996). Cohen (1976) estudid los efectos combinados de la mojadura foliar,
temperatura y concentracion de inéculo y concluyé que el nivel optimo de cada factor
(para que ocurra la infeccion) depende al menos de uno de los demas factores
estudiados. La oscuridad es otro factor importante para el desarrollo del patogeno
porque cuando se presentan condiciones de alta humedad induce la produccion de

esporas (Cohen et al. 1971).

En Costa Rica, el mildiu velloso es una enfermedad que se presenta esporadicamente. Si
bien el melon normalmente se cultiva durante la época seca, afios con presencia de
lluvias atipicas durante la estacion seca inducen la infeccion. La presencia de melon

voluntario, cucurbitdceas silvestres y cultivos de melon inverniz, son potenciales



fuentes de infeccion porque mantienen el inoculo viable para el siguiente ciclo de

cultivo (Palti & Cohen 1980: Lebeda & Widrlechner 2004).

El combate del mildia velloso comunmente incluye la aplicacion de fungicidas,
practicas culturales y el uso de variedades resistentes (Zitter et al. 1996). En paises
como el nuestro donde hay altos niveles de inoculo, alta humedad y temperaturas
favorables para el desarrollo del patogeno (Araya 2008 datos sin publicar) (Anexo 1), la
eficiencia del combate tiende a ser baja. lo que genera problemas de contaminacion

ambiental y mayores gastos para el productor.

Se han desarrollado fungicidas especificos para el combate de Peronosporomycetes,
entre ellos los pertenecientes al grupo de las acilalaninas (metalaxil, furalaxil,
benalaxil). el fosetil-Al, propamocarb, dimethomorph y cymoxanil (Samoucha & Cohen
1984; Arauz 1998). Debido a su gran capacidad de adaptacion evolutiva, P. cubensis se
considera un patégeno de “riesgo” porque es capaz de desarrollar rapidamente
resistencia a los fungicidas (Lebeda & Urban 2007). FRAC (Fungicide Resistance
Action Committee) considera a P. cubensis y a Plasmopara viticola -agente causal del
mildit velloso de la vid- como dos de los 10 patégenos con un mayor riesgo asociado

de desarrollo de resistencia a los fungicidas (Pathogen risk list, 2005).

Como era de esperar. el uso irracional de fungicidas sistémicos indujo el desarrollo de
razas resistentes, por lo que en muchos lugares la eficiencia del combate quimico es
baja 0 nula (Arauz 1998: Urban & Lebeda 2006). El desarrollo de resistencia al
metalaxil ha sido ampliamente registrado (Samoucha & Cohen 1985; Moss 1987). En
un estudio realizado por Samoucha & Cohen (1984) se encontré6 que razas de P.
cubensis resistentes al metalaxil, mostraban resistencia cruzada al phosethyl-Al.

propamocarb, SAN371F y al cyprofuram + folpet en invernadero.

El uso de variedades comerciales con un nivel de resistencia aceptable es deseable por
su impacto ambiental y econémico positivo (Epinat & Pitrat 1994;: Thomas & Caniglia
1997). Aunque se considera que Cucumis sativus 'y C. melo son altamente susceptibles a
los patotipos de P. cubensis descritos hasta el momento (Zitter ef al. 1996: Thomas &
Caniglia 1997: Lebeda 1999: Lebeda & Gadasova 2002), hay estudios que demuestran

la existencia de buenas fuentes de resistencia a la enfermedad en materiales de C. melo



(Lebeda 1999: Urban & Lebeda 2006), muchas veces proveniente de variedades
silvestres (More et al. 2002). No obstante, el conocimiento sigue siendo limitado y solo
se han logrado desarrollar variedades de melon con resistencia incompleta (Zitter et al.

1996: Thomas & Caniglia 1997; Lebeda 1999; Lebeda & Gadasova 2002).

El patogeno tiene la cualidad de dispersarse rapidamente (Celetti 2007). Este factor en
conjunto con un periodo de latencia que lleva de 4 a 12 dias, hace que la evaluacion de
la aparicion de sintomas no sea un criterio efectivo para la aplicacion de medidas de
combate, por lo que ha sido necesaria la blisqueda de nuevas técnicas que permitan la

deteccion temprana del patdgeno.

Paises como Ucrania y Estados Unidos han desarrollado sistemas de pronodstico
temprano basandose en: la determinacion de los dias criticos para el desarrollo de P.
cubensis (Chaban et al. 2000), el transporte de esporas del patdgeno a larga distancia
(Main et al. 2001), la evaluacion de mojadura foliar y temperatura conocido como
“Melcast™ y que también se utiliza para el prondstico de otras enfermedades del melén
(Latin & Egel 2001) e incluso el uso de tecnologia de termografia infrarroja digital para
visualizar el efecto de la enfermedad sobre la tasa de transpiracion de las plantas
(Lindenthal 2005: Oerke e al. 2006). Sin embargo, no existe una metodologia para

control temprano de P. cubensis adecuada a las condiciones de nuestro pais.

Otros factores que hacen al mildiu velloso una enfermedad dificil de controlar son su
especificidad con respecto al hospedero, su amplia variabilidad patogénica (Lebeda
1999: Lebeda & Widrlechner 2003a.b; Lebeda & Widrlechner 2004) y desde el punto
de vista poblacional, su gran capacidad de adaptacion evolutiva (Lebeda & Urban 2004,
2007: Lebeda et al. 2006). Un estudio realizado con aislamientos de P. cubensis
provenientes de USA, Israel y Japon, demostrd, con el uso de seis variedades de
cucurbiticeas diferenciales (Cuadro 1), la existencia de al menos 5 patotipos o razas de
P. cubensis, establecidas de acuerdo al nivel de compatibilidad entre el patogeno y el
hospedero (Thomas er al. 1987b). Otros autores han establecido una variabilidad en la

virulencia mucho mayor (Lebeda 1999).

Esta variacion en la virulencia esta delimitada tanto por la especificidad del patogeno al

género, especie y subespecie del hospedero (Lebeda & Gadasova 2002: Lebeda &



Widrlechner 2003a); asi como por la frecuencia de ocurrencia del patotipo en la
poblacion del hospedero en diferentes lugares (Thomas & Jourdain 1992). Se debe notar
sin embargo, que el conocimiento fitopatologico y genético acerca de la interaccion P.
cubensis-hospedero, y el amplio ambito de hospederos naturales sigue siendo limitado
(Lebeda er al. 2006; Lebeda & Cohen, 2010).

Con el fin de caracterizar de una manera mas detallada la variacion en la virulencia del
patogeno, se cred un grupo de diferenciales mejorado compuesto por 12 variedades
(Cuadro 2). el cual se desarrollé basandose en el propuesto por Thomas et al. (1987b)
(Lebeda & Gadasova 2002: Lebeda & Widrlechner 2003a.b), y se propuso un codigo
numérico con una denominacién Unica para designar a cada patotipo (Lebeda &
Widrlechner 2003a). Este nuevo grupo de diferenciales es ademas, una herramienta para
el estudio de la variabilidad en las poblaciones del patégeno en distintos lugares y para
la evaluacion de la variacion de resistencias en germoplasma de cucurbitaceas contra

aislamientos definidos de P. cubensis (Lebeda & Widrlechner 2003a).



OBJETIVO GENERAL

El objetivo de esta investigacion es establecer una metodologia para la reproduccion y
mantenimiento del mildia velloso (Pseudoperonospora cubensis) que permita la
caracterizacion de los patotipos que afectan al melon en Costa Rica, asi como el papel

de otras cucurbitaceas como fuente de inéculo primario.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

- Reproducir y mantener los aislamientos del Oomicete por medio de inoculaciones de
P. cubensis provenientes de melon y otras cucurbitaceas en plantas sanas del hospedero

original.

- Caracterizar los aislamientos por medio de la inoculacion de P. cubensis provenientes
de mel6n en plantas diferenciales para determinar los patotipos presentes en el cultivo

del melon.

- Determinar la susceptibilidad del meldn a la inoculacion con aislamientos de P.

cubensis obtenidos de otras cucurbitaceas.



REVISION DE LITERATURA

Hospederos

El Peronosporomycete Pseudoperonospora cubensis (Berk. & Curt.) Rostow, agente
causal del mildiu velloso es un parasito obligado que ataca unicamente Cucurbitaceas
(Palti & Cohen 1980). Afecta severamente a los géneros Cucumis sp. (melon y pepino),
Cucurbita sp. (ayote, zapallo. zuchini, etc.) y Citrullus sp. (sandia) y es menos frecuente
en 40 especies pertenecientes a otros 18 géneros (Benincasa sp., Lagenaria sp., Luffa
sp., Momordica sp., etc.) (Chupp & Sherf 1960: Palti 1975).

Taxonomia

P. cubensis se clasifica en el orden y clase de los Peronosporales vy
Peronosporomycetes, pertenecientes al reino Chromista (Stramenopila) (Lebeda &
Cohen, 2010). Dentro de los Peronosporomycetes se incluyen varios géneros de
parasitos obligados como Bremia sp., Peronospora sp., Plasmopara sp.,
Peronosclerospora sp. y Sclerospora sp., todos causantes de mildits vellosos (Arauz,
1998).

Los Peronosporomycetes (descritos originalmente como Oomicetes) (Lebeda & Cohen,
2010) fueron considerados hongos verdaderos hasta alrededor de 1990, cuando fueron
excluidos del Reino Fungi y reclasificados en el Reino Chromista. Sin embargo, estos
organismos se siguen tratando como hongos verdaderos por sus muchas similitudes con

éstos, principalmente su forma de causar enfermedades en las plantas (Agrios 2005).

Morfologia

Micelio hialino, cenocitico e intercelular que se desarrolla abundantemente en el

mesofilo aunque también penetra el tejido de empalizada. Hifas con un diametro de 5.4-



7.2 con haustorios pequefios y ovalados, algunas veces ramificados. Esporangioforos
de 180-400p de longitud y 5-7u de ancho ensanchados en la base con tres
ramificaciones dicotdmicas que nacen en dngulos agudos en el extremo superior. Los
esporangitforos emergen de los estomas en grupos de 1 a 5. Los esporangios varian de
color grisaceo palido a verde oliva o plrpura a negro y nacen uno a uno de las puntas de
los esporangioforos. Son ovales a elipsoides (forma de limén) con una papila en el
extremo distal y miden 20-40p x 14-25p. Cuando los esporangios germinan producen
de 2-15 zoosporas biflageladas de 10-13p de didametro y 50-95u de largo. Las odsporas
(estructuras de resistencia) son globulares de color amarillo palido de 22-42u de
diametro (Palti 1975: Palti & Cohen 1980) aunque su ocurrencia es rara en P. cubensis
(Lebeda & Cohen 2010).

Iustracién 1. Fotografia tomada en el microscopio de un esporangioforo junto a algunos esporangios (A)

v un esporangio en proceso de germinacion (B).

Sintomatologia

Los sintomas se presentan en hojas, raramente en frutos u otras partes de la planta. El
sintoma inicial es un moteado color verde claro en las hojas (Palti 1975), que muchas
veces tiene un aspecto acuoso (Celetti 2007). Este moteado se convierte en manchas
amarillas delimitadas por las venas de las hojas: angulares en pepino o irregulares en el

resto de especies (Main er al. 2001).



En el envés, los esporangioforos salen por los estomas llevando los esporangios en los
extremos, lo que le da a la lesion un aspecto velloso caracteristico que varia de color
blancuzco-gris (Palti 1975) a verde oliva-purpura-negro. Con el tiempo las lesiones
avanzan v se tornan necroticas (Bernhardt er al. 1988: Zitter et al. 1996). Las
infecciones severas producen defoliacion, decaimiento de la planta y pobre desarrollo de
la fruta (Arauz 1998). dandole al cultivo un aspecto *“encrespado™ y un color café
(Celetti 2007).

Los sintomas de la enfermedad varian considerablemente entre y dentro de las especies

de cucurbitaceas (Zitter et al. 1996: Main et al. 2001).

Hustracion 2. Sintomas de mildit velloso en melén inoculado en laboratorio (A) v sintomas de la

enfermedad en campo (B).

Ciclo de la enfermedad

El patdégeno se disemina por medio de los esporangios que son acarreados a corta
distancia por gotas de lluvia o se transmite a plantas sanas por trabajadores y
herramientas contaminadas (Bernhardt er al. 1988). A distancias largas se diseminan por
medio de corrientes de aire (Chupp & Sherf 1960: Main ez al. 2001).

Cuando se presentan periodos prolongados de humedad y las temperaturas son frescas.
los esporangios liberan las zoosporas que nadan en la ldmina de agua hasta que
encuentran los estomas y germinan (Zitter et al. 1996), produciendo un tubo

)

germinativo y desarrollando abundante micelio en el tejido del hospedero.



El Peronosporomycete se desarrolla en un amplio rango de temperatura (5-30°C). La
temperatura Optima para la produccion de esporangios va de 15-20°C con presencia de

elevada humedad y oscuridad (Celetti 2007).

Es posible que el patdégeno subsista durante el invierno en hospederos silvestres o
cultivados durante esta época (principalmente en invernadero), o desarrolle estructuras
de resistencia e inclusive sobreviva por el indculo que es transportado por corrientes de

viento (Palti & Cohen 1980).

Los hospederos silvestres y los hospederos cultivados durante el invierno tienen un
papel muy importante en el ciclo de la enfermedad porque mantienen el indculo viable

hasta el momento en que se cultive el hospedero estacional (Zitter et al. 1996).

Patogenicidad

El mildiua velloso de las cucurbitaceas causado por el Peronosporomycete P. cubensis
fue reportado por primera vez en 1868 en Cuba y cerca de 20 afios mas tarde en Japon

(Chupp & Sherf 1960: Palti & Cohen 1980).

En los afos siguientes la enfermedad se encontrd en Israel. India y USA y se expandio
tanto como la produccion comercial de cucurbitaceas. En la actualidad se considera que

la enfermedad esta distribuida alrededor del mundo (L.ebeda & Widrlechner 2003a).

Al dia de hoy, se han realizado diversas investigaciones principalmente en Israel, Japon,
India, USA y Republica Checa. Sin embargo. la informacion relacionada a Ia
patogenicidad y virulencia de P. cubensis en otros lugares sigue siendo muy limitada.

Yosito (sf) inoculd pepino (Cucumis sativus), calabaza (Cucurbita moschata) y otras
cucurbitaceas cultivadas y silvestres con aislamientos de P. cubensis provenientes de
pepino y calabaza. La respuesta de las plantas fue muy variada, por lo que el autor
concluyd, sin duda, que los aislamientos estudiados representan razas fisiologicas del

patogeno diferentes entre si.
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Shetty et al. (2002) tomé un grupo de hibridos de pepino que mostraban resistencia al
mildit velloso, desarrollados en regiones particulares de USA. Polonia. China e India v
las evalué contra aislamientos de P. cubensis provenientes de USA, India y Polonia.
tanto en condiciones de campo como invernadero. Los hibridos mostraron diferencias
en la expresion de resistencia al patogeno proveniente de diferentes localidades,
evidenciando que los aislamientos obtenidos localmente representaban diferentes

patotipos del patogeno.

Thomas et al. (1987b) inoculd aislamientos de P. cubensis procedentes de Japon. Israel
y USA. en 26 cultivares pertenecientes a 7 géneros y 13 especies de cucurbitaceas. Las
plantas reaccionaron de manera distinta a los aislamientos procedentes de lugares
diferentes por lo que se concluyo que existian diferentes razas fisiologicas o patotipos

del patogeno.

Con base en los resultados obtenidos, este autor propuso un grupo de variedades
diferenciales (cucurbitaceas) para determinar 5 patotipos del organismo, dependiendo de
la interaccion que tuviera el mismo con cada variedad (Cuadro 1). En esta investigacion
se concluyo que los aislamientos procedentes de Japon pertenecian a los patotipos 1,2 v
3: el aislamiento de Israel al patotipo 3 y los aislamientos de USA a los patotipos 4 y 5.
Ademas, se demostro que los resultados de otros autores en investigaciones anteriores

calzaban dentro de la designacion de patotipos propuesta.

Cuadro 1. Interaccion de plantas cucurbitdceas con patotipos de Pseudoperonospora cubensis.

Patotipo
Hospedero 1 2 % 4 §
Cucumis sativus e e e o
C. melo var. reticulatus e, e Bl A
C. melo var. conomon T T |
C. melo var. acidulus S P T S
Citrullus lanatus Lo I L4

Cucurbita spp. - - - = +
+ = Interaccion hospedero-patogeno altamente compatible.
— = Interaccion hospedero-patdgeno incompatible o levemente compatible.

*Tomado de Thomas ef al. 1987hb.



Utilizando este grupo de diferenciales Angelov ef al. (2000) encontré que en Bulgaria
existen los patotipos | y 2 en pepino (Cucumis sativus): en Italia Capelli & Buonario
(2003) estudiaron cuatro aislamientos de P. cubensis en calabaza (Cucurbita pepo)
provenientes de diferentes localidades. Al inocular el patdégeno sobre diferentes
variedades de cucurbitaceas. observaron los sintomas de la enfermedad en todas las
plantas, por lo que concluyé que los aislamientos estudiados pertenecian al patotipo 5.
Epinat & Pitrat (1994) utilizaron aislamientos de P. cubensis provenientes de Francia
clasificados como el patotipo 3 para investigar la herencia de resistencia al patdgeno en
melon y Thomas & Jourdain (1992) utilizaron una subpoblacion de un aislamiento de P.
cubensis perteneciente al patotipo 5 para investigar el efecto de la presion de seleccion

sobre la esporulacion del patogeno.

Sin embargo, estudios recientes muestran que en la interaccion hospedero-P. cubensis y
la variabilidad en la virulencia del patogeno son amplias (Lebeda 1999), ya que se han
encontrado patotipos que no necesariamente estan dentro de la clasificacion propuesta

por Thomas et al. (1987b).

Cohen et al. (2003) encontraron P. cubensis atacando pepino y melon en Israel durante
los anos 1979-2001 y lo clasificaron como el patotipo 3. Sin embargo, en el afo 2002
hubo un ataque severo en Cucurbita moschata y Cucurbita pepo subsp. pepo. Esta
nueva poblacion de P. cubensis fue clasificada como un nuevo patotipo (Patotipo 6)
porque mostraba alta compatibilidad con pepino. melén y calabaza y baja

compatibilidad con sandia.

Un estudio comparativo sobre la reaccion de 26 genotipos representando 7 géneros de
cucurbitaceas contra aislamientos de P. cubensis provenientes de USA, Israel y Japon,

reveld la existencia de diferentes razas entre aislamientos (Lebeda 1999).

Con el uso de un grupo de plantas diferenciales pertenecientes a 5 géneros de
cucurbitaceas, Lebeda & Gadasova (2002) reconocieron una diferencia sustancial en la

expresion fenotipica de la virulencia, siendo los aislamientos de Espaia y Republica
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Checa los mas virulentos. Lebeda (1999) y Lebeda & Gadasova (2002) concluyen que

los aislamientos en estudio podrian estar representando nuevos patotipos de P. cubensis.

La posible existencia de una mayor cantidad de razas del patogeno, y tomando en
cuenta que la investigacion realizada por Thomas er al. (1987b) era preliminar y
exponia carencias con respecto a las descripciones taxonomicas del grupo. la
uniformidad en su respuesta diferencial y su disponibilidad: se desarrollé un grupo de

diferenciales mejorado.

Lebeda & Gadasova (2002) y Lebeda & Widrlechner (2003a) proponen un nuevo grupo
que incluye 12 genotipos de seis géneros de cucurbitaceas (Cucumis sp., Citrullus sp.,
Cucurbita sp., Benincasa sp., Luffa sp. y Lagenaria sp.) (Cuadro 2) para la
caracterizacion de la variacion de la virulencia de P. cubensis. La interaccion
hospedero-P. cubensis normalmente muestra una clara relacion de compatibilidad o
incompatibilidad. lo que permite la caracterizacion de los patotipos y razas del patogeno
de acuerdo al patron especifico de respuesta (Lebeda & Widrlechner 2003a: Lebeda et
al. 2006).

La investigacion de Lebeda & Widrlechner (2003a.b) brinda una clara especificacion
acerca de cada miembro del grupo de plantas diferenciales y posibilita la adquisicion de
las mismas de un banco de genes. Asimismo, estos autores incluyen una amplia
informacion sobre la caracterizacion taxonomica de los géneros, la especificidad de la

interaccion hospedero-P. cubensis y la variabilidad patogénica del Peronosporomycete.

Cuadro 2. Caracteristicas del grupo de variedades diferenciales para la determinacion de la variabilidad

patogénica de P. cubensis.

Ne° Variedad Nombre del Cultivar  Origen

| Cucumis sativus ‘Marketer 430° USA

2 C. melo subsp. melo *Ananas Yokneam’ Israel

3 C. melo var. conomon ‘Baj-Gua’ Japon

4 C melo var. acidulus Myanmar
5 Cucurbita pepo var. pepo ‘Dolmalik’ Turquia
6 C. pepo var. texana USA

7 C. pepo var. fraterna' México



8 C. maxima ‘Golias’ Checoslovaquia
9 Citrullus lanatus ‘Malali’ Israel

10 Benincasa hispida USA

I Luffa cilindrica ?

12 Lagenaria siceraria ?

I/Descrita originalmente como Cucurbita fraterna.

*Tomado de Lebeda & Widrlechner 2003.

Utilizando este nuevo grupo de diferenciales, Lebeda & Gadasova (2002) describieron
al menos 13 patotipos de P. cubensis encontrados en 22 aislamientos provenientes de
Republica Checa. Francia, Espafia y Holanda, de los cuales s6lo el aislamiento
proveniente de Francia se pudo clasificar dentro de los 5 patotipos descritos por Thomas
et al. (1987b). Estos resultados demuestran una amplia variacion en la patogenicidad de

P. cubensis.

Variabilidad en la relacion hospedero-patogeno

A continuacion se presenta el estado actual del conocimiento acerca de la variabilidad

en la interaccion hospedero — patdgeno, asi como la especificidad de esta interaccion.

1. Cucumis sp.

Este género esta conformado por 32 especies (Kirkbridge 1993), de las cuales Cucumis

sativus 'y C. melo son las mds importantes economicamente.

1.1. Cucumis sativus (Pepino):

Se han realizado estudios para detectar la presencia de resistencia en materiales de
Cucumis sativus, sin embargo. ain no ha sido posible encontrar una fuente efectiva de
resistencia (Lebeda 1999: Lebeda & Widrlecher 2003). Investigaciones recientes
sugieren que los hibrido de C. sativus generados por mejoramiento genético son

altamente susceptibles a los aislamientos de P. cubensis provenientes de la Republica
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Checa (Lebeda 1999). Por esta razon, los genotipos de C. sativus se usan tinicamente

como el control susceptible en la mayoria de investigaciones (Lebeda er al. 2006).

La interaccion C. sativus-P.cubensis tiene una variacion relativamente baja. lo que
limitada las oportunidades para el desarrollo de variedades resistentes al mildia velloso
(Lebeda 1999). El mecanismo de la interaccion raza — especifica de la interaccion C.

sativus-P. cubensis se desconoce (Lebeda er al. 2006).

A pesar de que aun no se ha encontrado resistencia al mildia velloso en materiales de
pepino, la busqueda debe continuar porque existe la posibilidad de que haya resistencia
en variedades no comerciales, silvestres (Shetty er al. 2002), o provenientes del

mejoramiento genctico (Thomas er al. 1988: Angelov & Krasteva 2000b).

1.2 Cucumis melo (Melon):

Cucumis melo posee una considerable variacion intraespecifica a nivel morfologico,
genético y molecular (Lebeda er al. 2006). Es la tnica especie dentro del género
Cucumis sp. donde la interaccion raza-especifica hacia P. cubensis es conocida (Palti &
Cohen 1980; Thomas ef al. 1987b: Lebeda & Widrlechner 2003a) y existen fuentes de

resistencia efectivas (Lebeda 1999).

Se ha logrado desarrollar hibridos de melon resistentes usando métodos de seleccion
basados en la herencia de resistencia (Thomas e al. 1988; Epinat & Pitrat 1994) y se
han identificado algunos genes responsables de la resistencia a P. cubensis en este
cultivo (Angelov & Krasteva 2000a), abriendo la posibilidad de crear estrategias mas

rapidas para la creacion de hibridos de melén comerciales altamente resistentes.

[.ebeda er al. (2007) estudiaron 52 lineas de C. melo contra 8 aislamientos de P.
cubensis, los cuales representaban 8 patotipos del patdégeno con niveles de
patogenicidad bajos. medios y altos. Hubo relativamente baja variabilidad en los
patrones de respuesta a los aislamientos del patdgeno utilizados. Del total de las lineas
estudiadas 39 fueron altamente susceptibles y s6lo un hibrido fue altamente resistente a

7 de los 8 aislamientos utilizados. El resto de hibridos mostro6 reacciones heterogéneas o

resistencia incompleta.



2. Cucurbita sp.

Este género incluye 14 especies (Lebeda & Widrlechner 2004), de las cuales al menos
cinco especies que se cultivan comercialmente para consumo vegetal. produccion de
aceites, forrajes y como ornamental. Cucurbita sp. posee una gran variabilidad
taxonomica (Lebeda er al. 2006), sin embargo, solo tres especies han sido reportadas

como hospederas naturales de P. cubensis (Palti & Cohen 1980).

Las poblaciones silvestres de este género normalmente poseen genes de resistencia a
enfermedades que son desconocidos o extremadamente raros en especies domesticadas.
La investigacion en el mejoramiento para el desarrollo de especies comerciales

resistentes a la enfermedad es limitada (Lebeda & Widrlechner 2004).

Lebeda & Widrlechner (2004) investigaron la respuesta de un grupo de 97 variedades
que representaban 14 especies de cucurbitaceas, la mayoria variedades silvestres y
malezas contra |1 aislamientos de P. cubensis (representando 9 patotipos) con el fin de
identificar genes de resistencia y definir la interaccion Cucurbita sp. —P. cubensis. Hubo
amplia variacion en la respuesta de las plantas, de un total de 97 variedades estudiadas,

13 presentaron resistencia completa al patégeno y 12 fueron completamente susceptible.

Lebeda & Kiistkova (2000) estudiaron la respuesta al mildia velloso y al mildit polvoso
de 8 cultivares de Cucurbita pepo. cada uno perteneciente a un morfotipo diferente
relacionado con la forma del fruto comestible. El grado de resistencia/susceptibilidad a
ambas enfermedades se expreso de acuerdo a la intensidad de esporulacion. El zucchini,
“cocozelle™ v “vegetable marrow™ fueron altamente resistentes al mildia velloso
mientras que C. pepo fue el mas susceptible a los mildias estudiados. En general, se
presentd una relacion inversa en la respuesta a ambos mildiis. La mayoria de las

variedades estudiadas demostré tener una interaccion raza/patotipo-especifica con P.
cubensis (Lebeda & Kfistkova 2000; Lebeda & Widrlechner 2004).
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3. Otras Cucurbitaceas

Los géneros Citrullus colocynthis, C. lanatus. Benincasa hispida. Luffa acutangula, L.
aegyptiaca. Lagenaria siceraria y L. sphaerica han sido registrados como hospederos

naturales de P. cubensis (Palti & Cohen 1980).

El género Citrullus sp. esta representado por cuatro especies (Lebeda & Widrlechner
2003a). De éstas. Citrullus colocynthis y C. lanatus han demostrado tener altos niveles
de resistencia o tolerancia a enfermedades fungosas. sin embargo, la presencia de
resistencia a P. cubensis y el patron de la interaccion raza-especifica con el patogeno

atn no se conoce (Lebeda & Widrlechner 2003; Lebeda et al. 2006).

Los estudios realizados sobre Benincasa hispida son escasos (Lebeda & Widrlechner
2003a) sin embargo. la interaccion raza-especifica de P. cubensis ha sido demostrada
(Thomas er al. 1987a) aunque no se cuenta con informacion acerca de la genética de la

resistencia hasta el momento (Lebeda & Widrlechner 2003a).

El género Luffa sp. incluye 7 especies (Lebeda & Widrlechner 2003a). La interaccion
raza-especifica con P. cubensis es conocida (Thomas er al. 1987b: Lebeda & Gadasova
2002). Existen registros que indican ataques severos de P. cubensis en L. acutangula y
Luffa sp. en China (Cohen er al. 2003), sin embargo, el conocimiento acerca de la

resistencia a la enfermedad es limitado.

Se han encontrado 6 especies dentro del género Lagenaria sp. (Lebeda & Widrlechner,
2003a). Lagenaria siceraria (“jicara™ o “bottle gourd™) esta reportada como hospedero
natural de P. cubensis (Choi & Shin 2008). Este cultivo muestra una interaccion raza-
especifica con el patdgeno bien definida (Lebeda & Gadasova 2002: Cohen et al. 2003),
sin embargo, el conocimiento acerca de la resistencia al patogeno sigue siendo limitado

(Lebeda et al. 2006).

El grupo de diferenciales permite la caracterizacion de los patotipos de P. cubensis, no
obstante. es importante recalcar que todavia no se ha desarrollado un grupo de plantas

diferenciales para la caracterizacion de las razas. Los géneros Cucumis sp., Cucurbita
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sp. v Citrullus sp. son candidatos para la ampliacion de este grupo (Lebeda &
Widrlechner 2003a).

Lebeda er al. (2003a) aclaran que la diferenciacion de patotipos y razas de P. cubensis
es un trabajo todavia en proceso y existen razones para creer que el grupo de
diferenciales propuesto hasta ahora esta incompleto. pues los registros de la variacion
patogénica de P. cubensis estan disponibles solo para algunos lugares como la
Republica Checa. India. Israel, Japon y USA y se desconoce la variacion del patogeno

en otros lugares del mundo (Lebeda er al. 2006).

Variabilidad en la Patogenicidad de P. cubensis

Lebeda & Urban (2007) analizaron la variabilidad patogénica en 152 aislamientos de
Pseudoperonospora cubensis en pepino provenientes de 10 regiones de la Republica
Checa, colectados durante tres afios consecutivos. Hubo un incremento considerable en
la patogenicidad de P. cubensis que se expresd en una elevada complejidad de los
patotipos que ademads. incrementaron en frecuencia. aunque la diversidad poblacional
del patogeno decrecid. Cucumis sativus y C. melo no mostraron resistencia a ninguno de
los aislamientos estudiados, mientras que Cucurbita pepo y Citrullus lanatus mostraron
gran variacion en susceptibilidad, siendo de los géneros mas resistentes. Los autores
sugieren que un buen diagnostico y buen conocimiento del cambio temporal de la
patogenicidad y la resistencia a fungicidas pueden ser la base del manejo integrado para

el cultivo de cucurbitaceas.

Thomas & Jourdain (1992) estudiaron el efecto que tiene la presion de seleccion
influida por los hospederos sobre la virulencia de P. cubensis. Hubo pérdida de
virulencia al mantener por 8 generaciones un aislamiento de P. cubensis proveniente de
calabaza en melon. En esta investigacion se concluye que mantener al patégeno en un
hospedero particular (diferente al original), puede ejercer presion de seleccion sobre la
virulencia del patogeno y alterar el espectro de virulencia de un aislamiento particular

en pocas generaciones.

Existen dos sistemas en el ciclo de la enfermedad que también afectan la seleccion de

virulencia hacia hospederos especificos. Estos son el hospedero estacional y el
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hospedero invernal. Estos componentes estabilizan la seleccion de genes de virulencia
en las poblaciones del patégeno. Asi. un gen de virulencia que es muy alto en la
poblacion del patogeno disminuird en frecuencia, y un gen que estd en una baja
proporcion en dicha poblacion tendrd la tendencia a aumentar en frecuencia, lo que
explica en parte la ocurrencia de diferentes patotipos del patogeno en diferentes
regiones geograficas (Thomas er al. 1987b; Thomas & Jourdain 1992). Cada genotipo
de un hospedero puede diferir de otro por la presencia de alelos de resistencia. los cuales
interactiian con el correspondiente gen de avirulencia del patégeno, influyendo en la

variabilidad de virulencia del patogeno (Lebeda ef al. 2006).

Por ejemplo. en Estados Unidos el inoculo es acarreado por corrientes de viento de los
hospederos invernales hacia las zonas de cultivo. Conforme progresa la época de
cultivo, las poblaciones de hospederos estacionales ejercen presion de seleccion sobre
las poblaciones del patégeno que fueron acarreadas de los hospederos invernales, de
manera que la virulencia cambia y difiere de la virulencia de la poblacion del patogeno

que fue acarreada (Main er al. 2001).

Thomas & Jourdain, (1992) encontraron que un aislamiento de P. cubensis del patotipo
5 proveniente de Cucurbita pepo perdié virulencia al ser mantenido en Cucumis melo
por 61 generaciones, lo que ejemplifica la presion de seleccion ejercida por el
hospedero. El autor agrega la frecuencia de ocurrencia de un determinado hospedero es
un componente ambiental que contribuye a las divergencias en al distribucion del

patdgeno en un cultivo en varios lugares diferentes.
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MATERIALES Y METODOS

I. REPRODUCCION Y ALMACENAMIENTO DE P. cubensis

Material vegetal

Se cultivaron plantas sanas de melon en invernadero, bajo condiciones de humedad
relativa superior al 85%, temperaturas entre los 17 y 29°C y con un fotoperiodo de 12
horas. Las plantas se sembraron directamente en potes de 6 X 6cm en suelo abonado y se
regaron con agua potable cada dia o cada dos dias dependiendo de la humedad
contenida en el suelo y se fertilizaron cuando fue necesario. Se les aplico Bayleton
(1.5g/L) en las ocasiones que hubo presencia de mildid polvoso (Erysiphe
cichoracearum, Sphaerotheca fuliginea) y Vertimec (lcc/L) cuando hubo infestacion

por acaros.

Pseudoperonospora cubensis

Durante el afio 2009 se colectaron aislamientos de P. cubensis en dos fincas productoras
de meldn. Una finca perteneciente a un productor independiente se ubica en Tarcoles de
Puntarenas, la otra se ubica en Nandayure de Guanacaste y pertenece a la empresa

Guanadulce.

En campo. se colectaron hojas de melon con sintomas de mildiu velloso y se colocaron
en papel humedecido dentro de bolsas plasticas. Para evitar la deshidratacion de las
hojas. las muestras se colocaron en una hielera para ser transportadas de la finca al
laboratorio. donde se mantuvieron en refrigeracion (4°C) dentro de la bolsa de uno a tres

dias.

A partir de la metodologia propuesta por Oerke ef al (2006) y Thomas et al (1987a) se
desarrollo6 un protocolo que permitiera aumentar y almacenar el inoéculo traido del

o

campo por medio de inoculaciones del patdgeno en plantas sanas de melon.
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1.1 Protocolo para la reproduccion y mantenimiento de aislamientos de P. cubensis

Cultivo de plantas sanas

1. Sembrar plantas de melén directamente o en almacigo v luego
trasplantar. Se deben cultivar en un sustrato o suelo libre de patdgenos y

deben contar con una nutricion adecuada.

2, Las plantas deben permanecer en el invernadero cerca de 22 dias o hasta

que desarrollen por completo la segunda hoja verdadera.
*Debido a que el ciclo desde la inoculacion hasta la produccion de nuevo

indculo dura de 4 a 7 dias, se debe iniciar la siembra de nuevas plantas

semanalmente.

Preparacion de la suspension de esporas

3. Colocar las hojas sintomaticas en una camara hiumeda. Colocar toallas de
papel humedecido en el fondo de una caja pléstica y sobre éstas colocar una
rejilla para evitar que las hojas tengan contacto con las toallas humedas.
Colocar las hojas sintomaticas sobre la rejilla con el lado abaxial hacia arriba

y tapar la caja de manera que cierre herméticamente.

4, Colocar la caja plastica en una camara incubadora en oscuridad a 18°C

durante 24 horas para inducir la esporulacion.

o 8 Sacar la caja de la cdmara incubadora. Colocar una hoja en un plato Petri
agregandoles algunas gotas de agua ultra pura (bidestilada y bidesionizada)
en una Gnica lesion que tenga abundante esporulacion. Es importante buscar
una lesion aislada de otras para asegurar que se esta obteniendo muestra de

un unico aislamiento.
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6. Con ayuda de un pincel, desprender los esporangios de la lesion de
manera que con una pipeta Pasteur pueda recoger el agua con esporangios

del plato Petri y colocarla en un beaker. Identifique el aislamiento.

*Cuando ya se ha obtenido esporangios de hojas inoculadas con un tnico
aislamiento, el paso 6 se puede realizar con ayuda de una unidad Preval Spray
Gun (Precision Valve Corporation, Yonkers, NY): Colocar agua ultrapura en la
unidad limpia del Preval Spray Gun y rociar las lesiones con el aparato para
desprender los esporangios. Con una pipeta Pasteur traspasar el agua con

esporangios del plato Petri a un beaker.

Cuantificacion del inéculo

7. Colocar un cubreobjetos sobre un hematocimetro.

8. Agitar la suspension de esporangios contenida en el beaker y con una
pipeta Pasteur colocar una gota de la suspension a cada lado del

hematocimetro.

5 Colocar el hematocimetro en el microscopio para contar los esporangios.
Se deben contar los esporangios de los 5 cuadrantes principales, o sea, el
cuadrante central y los cuatro cuadrantes que se extienden de las esquinas del

cuadrante central.

10.  Para saber la concentracion de la suspension, se debe multiplicar la
sumatoria de esporangios contados por 2000. La concentracion de la

suspension se debe ajustar a 5x10° utilizando la ecuacion:

Concentracion x Volumen = Concentracion; X Volumen,



22

*Si al realizar el conteo de esporas la suspension tienen una concentracion

menor a 5x10°, se deben repetir los pasos 5 y 6 para aumentar la cantidad de

inoculo de la suspension.

Inoculacidon de las plantas sanas

11.

12:

13

14.

16.

Colocar la suspension de esporangios en una unidad Preval Spray Gun
limpia y rocie el lado abaxial de las hojas con el aparato de manera que

queden humedecidas uniformemente.

Colocar las plantas inoculadas dentro de bolsas plasticas. asegurandose
que tengan el sustrato con suficiente humedad. Cerrar las bolsas plasticas

con un nudo para brindar a las plantas una humedad relativa del 100%.

Colocar las plantas en una camara incubadora en oscuridad a 18°C

durante 24 horas para facilitar la infeccion.

Pasado este tiempo, sacar las plantas de las bolsas y colocarlas en un
invernadero con riego por aspersion. Se deben hacer riegos frecuentes de

poca duracion para proveer a las plantas un ambiente himedo.

Las plantas deben permanecer en el invernadero hasta que muestren
sintomas iniciales de la enfermedad, esto es cerca de 4 a 7 dias después de la

inoculacion.

Cuando hay presencia de sintomas, poner la planta nuevamente en una
bolsa plastica cerrada para crear un ambiente 100% himedo v colocarla en
una camara incubadora en oscuridad a 18°C durante 24 horas para inducir la

esporulacion.

Cuando las hojas estan esporuladas se deben almacenar o repetir los
pasos S y 6 para hacer una suspension de esporas y los pasos de 11 al 15 para

inocular el patogeno nuevamente en plantas de melon sanas.
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*Los pasos del | al 17 se realizan para reproducir y mantener el indculo fresco.

Almacenamiento del patogeno

18.  Colocar en el fondo de un plato Petri papel filtro seco. Colocar las hoja
con lesiones esporuladas sobre el papel filtro. con el lado abaxial hacia arriba
y sellar el plato Petri con papel parafilm. Cada muestra debe estar

identificada.

19.  Colocar los platos Petri a -20°C durante 24 horas y pasado este tiempo
almacenar a -80°C. El patogeno almacenado tiene una viabilidad cercana a
los 6 meses. Es importante antes de congelar el tejido esporulado asegurarse
que no haya presencia de agua libre. Si la hubiese, la muestra se debe dejar
secando un par de minutos para que el agua libre desaparezca antes de

colocarla en refrigeracion.

*El patogeno también se puede mantener en refrigeracion a -20°C, con la

desventaja que permanece viable por un periodo mucho menor a los 6 meses.
20.  Para utilizar el material congelado se debe sacar de refrigeracion y dejar

descongelar por algunos minutos. Una vez que la hoja esta descongelada se

deben repetir los pasos 5 y 6 para preparar la suspension de esporangios.

2. CARACTERIZACION DE LOS AISLAMIENTOS.

Material vegetal

Se utilizé el set de plantas diferenciales propuesto por Lebeda & Widrlechner (2003a) y

Lebeda & Gadasova (2002) (Cuadro 2) que incluye cuatro especies del género Cucumis
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sp.. cuatro especies del género Cucurbita sp. y cuatro especies mas pertenecientes a los
géneros Citrullus sp.. Benincasa sp.. Luffa sp. y Lagenaria sp. las variedades

B

Cucurbita pepo var. pepo y C. maxima fueron facilitadas por el CATIE.

LLos 12 hospederos se cultivaron en invernadero bajo las mismas condiciones en que se
cultivaron las plantas de melon sanas. Antes de la siembra se aplicd Vitavax a las
semillas de manera preventiva. Los diferenciales se cultivaron siguiendo la misma
metodologia que se describié anteriormente para el cultivo de las plantas de melon

sanas.

Se cultivaron 10 repeticiones por cada uno de los cuatro aislamientos de P. cubensis a
inocular. La siembra de las 40 plantas de cada variedad se realiz6 de manera escalonada
(una variedad diferencial por semana), asi que las inoculaciones también se realizaron

de manera escalonada.

Una vez que las plantas tuvieron la segunda hoja verdadera totalmente expandida se

llevaron al laboratorio para ser inoculadas.

Pseudoperonospora cubensis

Se utilizé el protocolo para la reproduccion y mantenimiento de aislamientos de P.
cubensis para desarrollar dos aislamientos de mildit velloso procedente de la zona de
Tarcoles (denominados T1 y T2) y dos aislamientos de la zona de Nandayure

(denominados N1y N2).

Las hojas sintomaticas traidas de campo se colocaron en camara humeda dentro de una
incubadora con las condiciones necesarias para inducir la esporulacion del

Peronosporomycete (pasos 3 y 4).

Una vez esporuladas. se tomaron dos hojas enfermas por cada localidad y en cada una
se busco una unica lesion aislada para hacer una suspension de esporas (pasos del 5y 6)

que luego fue inoculada en plantas de melon sanas (pasos del 11 al 16).
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La preparacion de la suspension de esporas, cuantificacion del inoculo e inoculacion de
las doce variedades diferenciales se llevo a cabo siguiendo el protocolo de reproduccion
v mantenimiento de aislamientos de P. cubensis mencionado anteriormente en este

trabajo.

Después del periodo de infeccion las plantas se sacaron de la bolsa y permanecieron en
la cdmara incubadora durante 6 dias, con fotoperiodo de 12 horas con temperaturas de
21°C dia/18°C noche y riego con agua potable cada dos o tres dias. Al sexto dia las
plantas se colocaron nuevamente en bolsas y se dejaron 24 horas en la camara en

oscuridad a 18°C para inducir la esporulacion.
Evaluacion
Al sétimo dia las plantas se sacaron de las bolsas y se evalud la intensidad de la

esporulacion de manera visual siguiendo los parametros descritos por Thomas et al
(1987a) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tipos de reaccion (RT) de plantas con repuesta diferencial al ataque del mildiu velloso de las

cucurbitaceas (P. cubensis).

Tipo de reaccion Descripcion
1 - Lesion de 10-15mm, clorética con abundante esporulacion
2 D Lesiones con caracteristicas de reaccion intermedias entre el Tipo 1 y el Tipo 3
3 () Lesion de 3-4mm. con apariencia acuosa y escasa esporulacion.
4 - Lesion de 1mm, clorotica y esporulacion extremadamente limitada o ausente.

*Tomado de Thomas et al. 1987a.
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A B

TIlustracion 3. Reaccion de susceptibilidad (A) y reaccion de resistencia (B) en plantas de meldén

inoculadas con P. cubensis.

Cada aislamiento fue caracterizado con un coédigo numérico (Lebeda & Widrlechner.
2003a) basado en el nimero de respuestas de susceptibilidad que present6 el grupo de

plantas diferenciales al inocularse con cada uno de los aislamientos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Conformacion del codigo numérico para la caracterizacion de patotipos de P. cubensis de

acuerdo al grupo de plantas diferenciales con respuesta de susceptibilidad.

Subgrupos de 1. Cucumis spp. 2. Cucurbita spp. 3. Otras cucurbitaceas  Caddigo
Diferenciales unico
Nimero del 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
diferencial
Valor 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8

*Tomado de Lebeda & Widrlechner 2003a.

El codigo se compone de tres valores separados entre si por puntos, debido a que el
grupo de 12 diferenciales es subdividido en tres grupos (Cucumis sp.. Cucurbita sp. y
otras cucurbitaceas) (Cuadro 4), con el fin de que al ver el codigo se pueda inferir a

cuales géneros es mas virulento el aislamiento caracterizado.

LLos codigos se asignaron de la siguiente manera:

1. Se identificaron las reacciones de susceptibilidad que presenté el grupo de

diferenciales al inocular las plantas con un mismo aislamiento.
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2. Luego. se asigné un valor (Cuadro 4) que corresponde a la(s) cucurbitacea(s) en

donde se presentd la reaccion de susceptibilidad.

3. Los valores fueron sumados para cada uno de los subgrupos establecidos en el
cuadro 4, de manera que cada cddigo quedd compuesto por tres digitos. cada uno

relacionado a los tres subgrupos de diferenciales, de la forma:

(. Cucumis spp.).(>. Cucurbita spp.).(3, Otras cucurbiticeas)

3. SUSCEPTIBILIDAD DEL MELON A OTROS AISLAMIENTOS.

Material vegetal

Se utilizaron plantas sanas de melon. El método de cultivo fue descrito anteriormente en

este trabajo.

Pseudoperonospora cubensis

Se utilizaron aislamientos de P. cubensis provenientes de cucurbitiaceas diferentes al
melon. de diferentes zonas del pais (Cuadro 6). De la zona de Cartago se colectaron
muestras de mildit velloso en zucchini y zapallo y proveniente de la Estacion
Experimental Fabio Baudrit Moreno ubicada en la Provincia de Alajuela, se colectd en
ayote. Estos tres cultivos pertenecen al género Cucurbita sp. En la finca Guanadulce en
Guanacaste se encontré mildii velloso en una maleza conocida como meloncillo
(Cucumis sp.) y en la zona de Zarcero, cultivado en invernadero, se colectd P. cubensis

en pepino.

La recoleccion de las muestras se realizd siguiendo la metodologia descrita en el punto

I de Materiales y Métodos.
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La preparacion de la suspension de esporas y la inoculacion de las plantas de meldn
para cada aislamiento se llevd a cabo siguiendo el protocolo de reproduccion y
mantenimiento de aislamientos de P. cubensis mencionado anteriormente en este

trabajo.

Evaluacion

Las plantas esporuladas fueron evaluadas de acuerdo al tipo de reaccion que presento el

melon a la inoculacion con P. cubensis (Cuadro 3).

La hoja | y hoja 2 de cada planta se evalud por separado, asi que a cada planta se le
asigno un valor de RT compuesto por dos digitos, donde el primer nimero representara

el tipo de reaccion de la hoja 1 y el segundo digito el tipo de reaccion de la hoja 2.
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RESULTADOS

I. REPRODUCCION Y ALMACENAMIENTO DE P. cubensis

Siguiendo el protocolo para la reproduccion y mantenimiento de aislamientos de P.
cubensis se ha logrado mantener viable desde diciembre del afio 2009 hasta el dia de
hoy el inoculo traido de Tarcoles v Nandayure. Ademas, se ha logrado con éxito la
reproduccion del patogeno después de haber estado almacenado en refrigeracion a -

20°C y a -80°C.

2. CARACTERIZACION DE LOS AISLAMIENTOS.

En la evaluacion de las variedades diferenciales se presentaron los cuatro tipos de
reaccion propuestos por Thomas et al (1987a) (Cuadro 5) y no hubo presencia de

reacciones heterogéneas.

Cuadro 5. Tipo de reaccion (TR) del grupo de variedades diferenciales a la inoculacion con diferentes

aislamientos de P. cubensis.

Aislamiento

Variedades diferenciales N1 N2 TI T2

Cucumis sativis = + (+) (+)
C. melo subsp. melo = + (-) (+)
C. melo var. conomon (+) + + +
C melo var. acidulus . + (-) +
Cucnrbita pepo var. pepo < = - =
C. pepo var. texana + (+) i s
C. pepo var. fraterna - = , s
C. madxima = - . =
Citrullus lanatus = (+) = (-)
Benincasa hispida (+) . - =
Luffa cilindrica . - 4 Iy

Lagenm'm siceraria = - = i

codigo 422 15.2.1 5.0.0 15.0.0
Donde: N1 y N2: Ajslamientos procedentes de Nandayure. T1 y T2: Aislamientos procedentes de

Tarcoles. TR: + = susceptible. (+) = resistencia incompleta o reaccion heterogénea. (-) = esporulacion

muy limitada y - = resistente. Codigos establecidos por Lebeda & Widrlechner 2003a.
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Hubo variabilidad en la patogenicidad de los aislamientos.

Al ser inoculado en las plantas diferenciales, el aislamiento N2 produjo la mayor
cantidad de respuestas de susceptibilidad. por lo que se considera el aislamiento mas

patogénico. seguido por los aislamientos T2, N1y T1.

La caracteristica que comparten los cuatro aislamientos estudiados es que lograron
infectar mas hospederos del género Cucumis sp. que hospederos de los géneros

Cucurbita sp., Citrullus sp.. Benincasa sp.. Luffa sp. y Lagenaria sp.

Los aislamientos de Tarcoles mostraron afinidad Gnicamente a los hospederos
pertenecientes al género Cucumis sp.. mientras que los aislamientos de Nandayure

mostraron una variabilidad mayor en cuanto a la afinidad con los hospederos.

El patégeno también mostro variacion en la expresion de virulencia hacia un hospedero

especifico.

Todos los aislamientos fueron compatibles con Cucumis melo var. conomon, sin
embargo. el tipo de reaccion que presentd el hospedero a los diferentes aislamientos no
fue la misma. Tres de los cuatro aislamientos fueron compatibles con Cucumis sativus y
en este caso también hubo variacion en el tipo de respuesta del hospedero hacia los

aislamientos.

3. SUSCEPTIBILIDAD DEL MELON A OTROS AISLAMIENTOS

Se evaluo la intensidad de la esporulacion en la hoja | vy hoja 2 visualmente, de manera
que el valor numérico que corresponde al tipo de reaccion (TR) estda compuesto por dos
digitos. EI primer digito corresponde al TR de la hoja 1 y el segundo corresponde al TR
de la hoja 2.
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Los tipos de reaccion que se presentaron fueron mayormente de susceptibilidad y
resistencia incompleta. Las plantas de melon fueron infectadas por todos los
aislamientos de P. cubensis colectados en cucurbitaceas hospederas diferentes al melon

(Cuadro 6).

Cuadro 6. Tipo de reaccion (TR) del melon inoculado con aislamientos de P. cubensis colectados en

cucurbitaceas diferentes al melon.

Cultivo original Cultivo inoculado Procedencia TR
e Kfdiin Estacion Experimental i
Fabio Baudrit, UCR

Meloncillo Melon Nandavure, Guanacaste 32

Zucchim Meldn Cartago 1.1

Zapallo Melon Canago 21

Pepino Melon Zarcero 2.2

Donde: 1 = susceptible. 2 = resistencia incompleta o reaccion heterogénea. 3 = esporulacion muy

limitada. 4 = resistente.

El melon fue susceptible a los aislamientos de P. cubensis provenientes de ayote y
zucchini, y mostrd una reaccion de resistencia incompleta al aislamiento proveniente de
pepino. En relacion a los aislamientos colectados en meloncillo y zapallo, el melén
mostro diferentes tipos de reaccion dependiendo de la hoja evaluada: una esporulacion
limitada y resistencia incompleta al aislamiento proveniente de meloncillo y una

resistencia incompleta y susceptibilidad al aislamiento de zapallo.

Independientemente del tipo de reaccion presentada, el patdgeno colectado en las cinco
cucurbitaceas diferentes al melon completd su ciclo de desarrollo al ser inoculado en

plantas de melon sanas.
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DISCUSION

I. REPRODUCCION Y ALMACENAMIENTO DE P. cubensis

A pesar de que P. cubensis es un patégeno obligado. la utilizacion del protocolo
desarrollado en esta investigacion permite la reproduccion y mantenimiento de esporas
del patogeno en el laboratorio. Los alcances de la metodologia desarrollada se enlistan a

continuacion:

- La metodologia es sencilla.

- Es de bajo costo. Los materiales basicos necesarios son la muestra de campo,
plantas sanas del hospedero y agua ultrapura.

- Requiere equipo basico de laboratorio (cristaleria, una camara incubadora y un
congelador).

- Permite el desarrollo de aislamientos lo que posibilita la caracterizacion del
patogeno en una localidad dada.

- La susceptibilidad del material inoculado a contaminarse por otros organismos
patogenos en muy baja.

- Permite conservar aislamientos del patégeno viables sin hacer inoculaciones en

plantas durante cerca de seis meses.

Quizas una de las mayores dificultades durante el desarrollo de este protocolo fue
definir e integrar las condiciones 6ptimas para el desarrollo del patogeno sin contar con
el equipo de laboratorio utilizado por otros investigadores en el desarrollo de sus

metodologias.

La falta de un “phytotron™ (unidad que permite la programacion simultianea de variables
como temperatura y luz) hizo que el desarrollo de la metodologia de reproduccion fuera
un reto. Como no se contaba con el “phytotron™. el periodo en que las plantas debian
estar en ambiente controlado con fotoperiodo y temperaturas alternadas fue sustituido
por un periodo en invernadero. que gracias a las condiciones ambientales del pais

funciond a la perfeccion.
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El problema que se presentd con mayor frecuencia fue la pérdida del indculo. Cuando
no se contaba con la metodologia adecuada, las inoculaciones frecuentemente no
lograban reproducir el patégeno. Debido a que tampoco se contaba con una metodologia
para el mantenimiento de las esporas, cada vez que una inoculacion resultaba negativa

fue necesario ir al campo para recolectar indculo nuevo.

Cuando se ajustd el protocolo fue relativamente facil desarrollar y mantener los
aislamientos, sin embargo: debido al sobrecalentamiento de una cdmara incubadora, se
perdieron los cuatro aislamientos obtenidos hasta el mes de junio del 2009. Ya que la
temporada melonera de ese ano habia concluido, fue necesario esperar hasta el inicio de
la temporada 2010 para colectar nuevo inoculo del campo y poder desarrollar nuevos
aislamientos del patogeno. Esto representd un atraso en la investigacion de
aproximadamente 6 meses. Tiempo después. un problema con el abastecimiento
eléctrico hizo que se perdieran los aislamientos que se mantenia en refrigeracion, no
obstante: el material que se mantenia fresco en plantas fue suficiente para reproducir los

aislamientos nuevamente.

El ultimo inconveniente que se presentd fue que la cantidad de semilla de las variedades
diferenciales disponible no era suficiente para la caracterizacion de los cuatro
aislamientos. La solucion a este problema fue reproducir la semilla de cada variedad en
invernadero. Las variedades no son hibridos asi que la reproduccion se realizo
autofertilizando cada variedad. Cuando una flor femenina estaba a punto de abrirse, ésta
se cubrio con una bolsa de papel para evitar que se contaminara con material genético
no deseado y al dia siguiente dicha bolsa fue retirada para fertilizar la flor con polen de
flores macho de la misma planta. Una vez que el fruto estuvo maduro, se extrajo la
semilla, se lavo con agua y se colocd a 40°C durante 24 horas. La semilla seca se

almaceno en triple bolsa en refrigeracion a una temperatura aproximada de 4°C.

La reproduccion de semilla fue exitosa para nueve de las doce variedades. De las
variedades C. melo subsp. melo, Cucurbita pepo var. pepo y C. maxima no fue posible
la obtencion de semilla. por lo que se pidio la colaboracion de los investigadores del
Laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigaciones en Granos y Semillas de la
Universidad de Costa Rica (CIGRAS) para reproducir estas variedades in Vitro. De las

tres variedades solamente C. melo subsp. melo se pudo reproducir por este método.
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Las variedades Cucurbita pepo var. pepo y C. maxima fueron facilitadas por el Centro
Agronomico Tropical de Investigacion y Ensenanza (CATIE) ya que en esta institucion

cuentan con un banco de germoplasma de cucurbitaceas.

2. CARACTERIZACION DE LOS AISLAMIENTOS.

La inoculacion de diferentes aislamientos de P. cubensis en el grupo de cucurbitaceas
con respuesta diferencial evidencio variabilidad en ambas direcciones de la interaccion

patogeno-hospedero.

La caracterizacion de los aislamientos de Costa Rica difiere a la caracterizacion hecha
por Lebeda & Gadasova (2002) y Lebeda & Widrlechner (2003a) de mas de 22
aislamientos colectados en Republica Checa, Espana, Francia y Los Paises Bajos. Esto
significa que la variacion en la poblacion del patogeno en el pais es diferente a la
variacion que se encontro en los aislamientos de Europa. Es muy probable que factores
como la disponibilidad de hospederos, las condiciones climaticas del pais y ciertas
caracteristicas propias del oomicete, como su gran potencial evolutivo, hayan influido

en la especializacion de la interaccion P. cubensis — Cucurbiticeas en nuestro territorio.

Los aislamientos mostraron diferentes patrones con respecto al numero de hospederos
que exhibieron reacciones de susceptibilidad. por lo que se considera que hubo
variacion en la patogenicidad de P. cubensis.

Los dos aislamientos de Tarcoles y un aislamiento de Nandayure mostraron mayor
afinidad por Cucumis sp. Los cultivos pertenecientes a este género son considerados por
muchos autores como altamente susceptibles a los patotipos de P. cubensis (Zitter et al.
1996; Thomas & Caniglia 1997; Lebeda 1999; Lebeda & Gadasova 2002; Lebeda &
Widrlechner 2003a). probablemente debido a que el patdégeno en estudio desarrolld
especificidad hacia especies o subespecies de este género (Lebeda & Widrlechner
2003a: Lebeda & Gadasova, 2002).
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Las variedades pertenecientes a los géneros Cucurbita sp.. Citrullus sp.. Luffa sp..
Benincasa sp. y Lagenaria sp.. si bien son hospederos naturales del P. cubensis.
mostraron poca afinidad con los aislamientos del patogeno. Géneros como Cucurbita
sp. v Citrullus sp. muestran poca susceptibilidad con poblaciones de P. cubensis
probablemente porque poseen genes de resistencia a muchas enfermedades fungosas
(Lebeda & Widrlechner 2004: Lebeda er al. 2006). Sin embargo. para ¢l resto de los
géneros mencionados no se cuenta con la informacion de la genética de la resistencia
hasta el momento. En su investigacion, Colucci (2008) demostré que aislamientos
provenientes de Cucumis sp. son altamente compatibles con melén y pepino, y tienden a

causar menos infecciones en Cucurbita sp.

La reaccion de la inoculacion de los diferentes aislamientos en un hospedero especifico
no siempre presentd la misma intensidad, por lo que se concluye que ademas de la

variacion patogénica hubo variacion en la virulencia de P. cubensis.

La seleccion de genes de virulencia es un proceso que puede ser afectado por la presion
que ejercen las poblaciones de hospederos existentes. En este caso, se podria esperar
que la siembra comercial de mel6n haya ejercido algin efecto sobre la seleccion de
genes de virulencia del patdgeno en las localidades estudiadas. La informacion genética
sobre la resistencia es limitada dado que todavia no se ha identificado la base genética

de la variacion de la virulencia (Lebeda & Cohen, 2010).

La informacion que existe hasta el dia de hoy con respecto a la interaccion entre P.
cubensis vy sus hospederos no permite el establecimiento definitivo de patotipos o razas.
pero deja en claro que la variacion que presenta esta interaccion es mucho mayor de la
que expuso Thomas er al (1987b) basado en el uso del primer grupo de diferenciales

propuesto.

3. SUSCEPTIBILIDAD DEL MELON A OTROS AISLAMIENTOS.

El objetivo de evaluar cada hoja por separado fue poder predecir el comportamiento que
tendrian las plantas sembradas en campo a los aislamientos de P. cubensis. La

evaluacion del tipo de reaccion que presentan plantas de melon jovenes a la inoculacion
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en laboratorio con P. cubensis presenta una alta correlacion (76% en la evaluacion de la
hoja 1 y 89% en la hoja 2) con el tipo de reaccion que presentan plantas de melén
cultivadas en campo, con un estado de desarrollo de 10 hojas (Thomas ef al. 1987a). Se
podria predecir entonces, que las plantas en campo presentarian mayormente reacciones
de susceptibilidad y resistencia incompleta de haber inoculo procedente Cucumis sp. o

Cucurbita sp.

El melon mostré mayor susceptibilidad a los aislamientos provenientes de Cucurbita sp.
que de Cucumis sp. Aunque el tipo de reaccion no siempre fue de susceptibilidad. es
claro que los aislamientos provenientes de cucurbitdceas diferentes al melon tienen la
capacidad de infectar al mel6n. En momentos en que el hospedero estacional (melon) no
esté disponible, cualquiera de estas cucurbitaceas podria actuar como un hospedero

alternativo. manteniendo las poblaciones de P. cubensis en el campo.

El hecho que fuera posible infectar plantas de melon con inoculo proveniente de una
maleza que se encuentra comunmente en el campo. como lo es el meloncillo, significa
que esta planta tiene la capacidad de mantener inoculo en el campo durante la época en
que no se siembra melon. Asi. es posible que el meloncillo y ¢l melon voluntario sean
hospederos alternos de P. cubensis y funjan como reservorio y fuente de indculo al

principio de la etapa melonera.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados de esta investigacion indican que la poblacion del patogeno en el pais es
variable y que esta variabilidad puede ser caracterizada exitosamente con el grupo de
diferenciales, indicando la existencia de poblaciones o patotipos diferenciados dentro

del territorio nacional.

La alta susceptibilidad de Cucumis sp. a aislamientos de P. cubensis en el pais
concuerda con lo reportado en la literatura (Zitter et al. 1996: Thomas & Caniglia 1997;
Lebeda 1999: Lebeda & Gadasova 2002) y podria representar que los patotipos
encontrados en el pais podrian tener un origen comin con algunos de los reportados en

otras latitudes.

Inclusive, los patotipos caracterizados en esta investigacion podrian corresponder con
los patotipos descritos por Thomas et al (1987b). de acuerdo al grupo de variedades
diferenciales propuesta por este autor. Asi. el aislamiento N2 podria corresponder al
patotipo 5 mientras que el aislamiento T2 corresponderia al patotipo 3. Sin embargo, los
aislamientos N1 y T1 no corresponden a ningun patotipo de los descritos por Thomas et

al (1987b).

Por lo anterior, hay que tener en cuenta algunos aspectos importantes a la hora de

interpretar los datos obtenidos:

- La caracterizacion hecha de los patotipos estudiados no es definitiva pues no se han

realizado pruebas de campo que permitan su validacion.

- La variabilidad presentada por el patogeno y su interaccion con los diferentes

hospederos no se ha establecido a nivel molecular.

- La funcionalidad del grupo de diferenciales es limitada ya que al dia de hoy no incluye
todos los géneros de hospederos importantes de P. cubensis y algunos de los géneros

que lo componen no estan definidos al nivel de especie.
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Se puede concluir que los resultados de esta investigacion brindan conocimiento acerca
de la conformacion de la poblacion de P. cubensis en el pais. asi como su interaccion
con el melén y demés hospederos: todos ellos cultivos importantes en nuestro pais. Sin
embargo, la informacion disponible acerca de la interacion P. cubensis — Cucurbitaceae
sigue siendo limitada, por lo que se recomienda dirigir esfuerzos a los siguientes

aspectos:

I. Mantener los aislamientos caracterizados en esta investigacion con el fin de realizar
pruebas moleculares para conocer las caracteristicas genéticas de la poblacion de P.

cubensis y poder complementar la informacion obtenida en esta informacion.

2. Coordinar con alguna institucion para que se responsabilice de la reproduccion y
mantenimiento de la semilla del grupo de diferenciales, para que este material esté a

disposicion de los investigadores.
3. La caracterizacion de los patotipos también se debe realizar a nivel de campo.
4. Se sugiere dar a conocer la informacion generada en esta investigacion a los

productores de melon, para que conociendo mejor el comportamiento del patogeno se

pueda hacer un mejor manejo del mismo en campo.
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ANEXO

Araya, Mariano. 2008. Sin publicar

En la finca Geli de Orotina S.A. dedicada al cultivo del melon, se presentaron serias
pérdidas debido al ataque del mildia velloso de las cucurbiticeas (Pseudoperonospora
cubensis)(Bert. y Curt.) durante el periodo comprendido entre los afios 2007-2008.

Esta finca estd localizada en Bajo Capulin, Cantdon de Garabito, Provincia de

Puntarenas, en las margenes del Rio Grande de Tarcoles, rodeada de montanas.

Durante la época comercial del melon, comprendida de diciembre del 2007 a abril 2008,
se registro la temperatura, humedad relativa, precipitacion, mojadura foliar y numero de
esporangios de P. cubensis, con el fin de determinar los factores ambientales que

influyen en el desarrollo de la enfermedad.
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Figura 1. Nimero de esporangios contabilizados entre el 3 y 5 de febrero (A) y entre el 18 v 20 de

febrero (B) del 2008 en la finca melonera Geli ubicada en Tarcoles de Garabito.
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Figura 2. Temperatura en los periodos del 3 al 5 de febrero del 2008 (A) y del 18 al 20 de febrero del

2008 (B) en la finca melonera Geli ubicada en Tércoles de Garabito.

Humedad Relativa A Humedad Relativa B
120 120

100 - 100

20 - -
ol
°gggggggggg gg ggggggHggﬁgggg
ora

Hora

Figura 3. Humedad relativa en los periodos del 3 al 5 de febrero del 2008 (A) y del 18 al 20 de febrero

del 2008 (B), en la finca melonera Geli ubicada en Tarcoles de Garabito.
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Figura 4. Mojadura foliar en los periodos del 3 al 5 de febrero del 2008 (A) y del 18 al 20 de febrero del

2008 (B). en la finca melonera Geli ubicada en Tarcoles de Garabito.
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Figura 5. Porcentaje de severidad promedio por semana de mildiad velloso en una plantacion de

meldn ubicada en Tarcoles de Garabito.
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Figura 6. Milimetros de lluvia medidos durante el mes de febrero del afio 2008 en la melonera Geli en

Tarcoles de Garabito.

Cuadro 1. Temperatura. mojadura foliar y humedad relativa promedios en periodos del 3 al 5 de febrero

del 2008 (A) y del 18 al 20 de febrero del 2008 (B). en la finca melonera Geli ubicada en Tarcoles

de Garabito.

A Temperatura °C | Mojadura | Humedad Relativa %
Promedio 9 Horas 20 1171 92.53
Promedio 16 Horas 27.95 10.54 79.64
Promedio 4 Horas 22.37 14.95 98.57

B
Promedio 8 Horas 22.71 13.71 100
Promedio 17 Horas 30.79 3.89 80.74
Promedio 6 Horas 21.7 10.33 100






