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CARACTERIZACION MOLECULAR Y DIAGNOSTICO PATOLOGICO DE
Phytophthora capsici L. EN CHILE PIMIENTO Capsicum annuum, EN LAS
REGIONES DE SALAMA BAJA VERAPAZ Y LAGUNA DE RETANA, JUTIAPA Y
ASISTENCIA TECNICA A PRODUCTORES, EN PROTECCION VEGETAL, EN EL
MUNICIPIO DE SAN JUAN COMALAPA, DEPARTAMENTO DE CHIMALTENANGO.

RESUMEN GENERAL

El presente informe integrado es parte del trabajo de graduacién, se especifican los
contenidos de las tres fases del Ejercicio Profesional Supervisado (EPSA), las cuales
fueron: Diagndstico, Investigacion y Servicios. Esta actividad se llevo a cabo en el Centro
de Diagnostico Parasitoldgico, Sub-area de Proteccion de Plantas de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala (CDP-FAUSAC).

El primer capitulo fue la realizacién del diagnostico del CDP-USAC en funcion de evaluar
a detalle el funcionamiento general de las condiciones que un laboratorio de diagndstico
debe reunir segin normas internacionalmente aceptadas todo ello se llevo a cabo durante

el periodo de ejecucion del EPS, agosto del 2,008 a octubre del 2,009.

El segundo capitulo fue la realizacion de la investigacion en dos zonas de produccion de
chile pimiento, en La Laguna de Retana, Jutiapa y Salama, Baja Verapaz, la
investigacién tuvo como finalidad, la Caracterizacion molecular y diagndstico patolégico
de Phytophthora capsici L. Los resultados fueron el aislamiento de 32 cepas en donde se

demuestra la diversidad genética que existe dentro de la poblacién bajo estudio.

En el capitulo tres se describen los servicios prestados en el Centro de Diagnostico
Parasitologico la cual incluye: servicio de asistencia técnica a productores en proteccion
vegetal en el municipio de San Juan Comalapa departamento de Chimaltenango que es
parte de la extension universitaria. Asi como el apoyo técnico y administrativo al proyecto
FODECYT 01-2007 denominado “Deteccién y caracterizaciéon de especies de Oomycetes
asociados a cultivos de exportacion en la regién central de Guatemala”, uno de los
componentes fue obtener un listado general de lugares con cultivos de exportacion y

agente causantes de pérdidas econémicas.



CAPITULOI.

DIAGNOSTICO DEL LABORATORIO DE DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO DE LA
FACULTAD DE AGRONOMIA DE LA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE
GUATEMALA



1.1 Presentacion

El trabajo realizado para la investigacion agricola en aspectos de diagndstico de
enfermedades causadas por hongos, nematodos, bacterias, artrépodos y malezas. En el
Centro de Diagnostico Parasitologico de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala (CDP-FAUSAC) es un aporte a la solucion de la problematica

nacional relacionado a esa rama de estudio de la Agronomia.

El Centro de Diagndstico Parasitolégico es una entidad de servicio que obedece a un
programa de la Facultad de Agronomia para prestar asistencia al sector dedicado a la
produccioén agricola y forestal en Guatemala y asi cooperar con la actividad productiva.

El diagnéstico consistio en presentar las condiciones y estructura administrativa del CDP-
FAUSAC durante el periodo de ejecucion de EPS.

Dentro de los servicios que ofrece el CDP se encuentra, analisis de laboratorio, manejo
integrado de plagas, manejo integrado de cultivos, entre otros. Se enfatiza que es una
institucién que puede ampliar sus expectativas en cuanto a prestacion de servicios, siendo
su personal altamente calificado el mejor recurso con que cuenta y dentro de la mision de
la facultad de Agronomia estipula que: Contribuye con el desarrollo nacional y regional
generando servicios de excelencia por medio de sus programas de investigacion y

extension.



1.2 Marco Referencial

1.2.1 Ubicacion
El Centro de Diagnéstico Parasitolégico de la Facultad de Agronomia de la Universidad de

la de San Carlos de Guatemala se encuentra ubicada en la ciudad Universitaria, zona 12,
Ciudad de Guatemala, edificio T-8 tercer nivel laboratorios C-2, C-15, C-26 y C-27.

La prestacion de servicios inicia en el afio 1989, siendo aprobado oficialmente en 1990,
segun los articulos de la propuesta de prestacion de servicios educativos, cientificos y
tecnoldgicos y por la Junta Directiva de la Facultad de Agronomia en la Resolucion No.
735-96, punto sexto del acta 46-96, con la finalidad de proyectar las actividades
investigativas de la Universidad hacia la sociedad que necesita el apoyo técnico y
cientifico para mejorar sus actividades, asi como colaborar con los procesos académicos y

la generacion de recursos para su auto desempernio.

1.2.2 Infraestructura
Cuenta con varios laboratorios para el desarrollo de cada actividad, tomando en cuenta

que estas areas estan designadas también para docencia universitaria.

En el Laboratorio C-15 se encuentra el area de recepcion de muestras, y se realiza el
procesamiento preliminar de las mismas, asi como la extraccibn de nematodos,

esterilizacion de cristaleria y medios de cultivo asi como la entrega de resultados.

En el Laboratorio C-2 que cuenta con dos areas: una en donde se encuentra el equipo
Optico de mayor precision, especificamente estereoscopios y microscopios, aqui es donde
se realizan las observaciones y determinacion de los agentes patogénicos por medio de la
observaciones microscoépica, otra area independiente, en donde esta ubicada la campana
de flujo laminar, para llevar realizar llenado de medios de cultivo, siembras y aislamientos

de especimenes de interés.



En el Laboratorio C-26 se llevan a cabo los diagndsticos bacterioldgicos. En esta area se
halla una campana de flujo laminar, asi como incubadoras, refrigeradores, ollas para

esterilizar y licuadoras.

En el Laboratorio C-27, que también esta designado para la labor docente, se encuentra el

area de determinacion y diagndstico entomoldgico.

1.2.3 Recurso Humano
Esta conformado por profesores titulares y auxiliares de la Subarea de Proteccion de

Plantas, asi como del personal de laboratorio.

* Diagnoéstico de Hongos

- Ing. Agr. Gustavo Alvarez Valenzuela
- Aux. de catedra Ana Cristina Barrillas
- Estudiante EPS Soren Ramirez

- Técnico en Laboratorio Pedro Echeverria

» Diagnoéstico de Nematodos
- Ing. Agr. Gustavo Alvarez Valenzuela
- Estudiante EPS Soren Ramirez

- Técnico en laboratorio Pedro Echeverria

* Diagnostico de Insectos
- Ing. Agr. Samuel Cérdova
- Ing. Agr. Alvaro Hernandez
- Aux. de Mauricio Franco

- Técnico en laboratorio Lucrecia Pineda



1.2.4 Costos

El costo de cada andlisis ejecutado es de Q75.00 y es realizado a empresas agricolas,
cooperativas, gremiales, asociaciones y agricultores individuales.

Los fondos acumulados por el pago de diagnosticos son propiedad de la Facultad de
Agronomia, y se utilizan para recuperar el material y depreciacion de equipo empleado,
con un 20% para la USAC, 35% para la FAUSAC, 40% para el pago del técnico y 5% para

gastos administrativos.

Estos fondos son administrados con un sistema privativo, empleando una cuenta a
nombre del Centro de Diagnostico Parasitologico, para evitar trdmites burocréaticos que
entorpecerian la adquisicion de materiales y equipo utilizado y necesario para continuar la

actividad.

1.2.5 Recursos fisicos
Para la recepcion de muestras, su procesamiento preliminar, extracciéon de nematodos y

entrega de resultados, esterilizacién de cristaleria y medios de cultivo, el laboratorio C-15

cuenta con el siguiente equipo y recursos descrito en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Equipo de laboratorio C-15, CDP-FAUSAC.

CANTIDAD EQUIPO

[EEN

Céamara refrigerada para muestras vegetales

Autoclave

Destilador de agua

Horno para esterilizacién con calor seco

Horno de microondas

Céamara nebulizadora para extraccién de nematodos

Refrigeradoras

Incubadora

Centrifugadora

Pesa monoplato

W RRRINR R R R R

Computadoras

Cristaleria: matraces, beakers, erlenmeyer, tubos de ensayo, de diversas
capacidades, cajas de Petri, vidrios de reloj e instrumental de laboratorio y
accesorios, como mecheros, pinzas, embudos, etc.




En cuanto a andlisis fitopatoldgicos y de nematodos se refiere, asi como para el
aislamiento y purificacion de colonias de especimenes de interés, se cuenta con el equipo

siguiente en el laboratorio C-2:

Cuadro 2: Equipo de laboratorio C-2.

CANTIDAD EQUIPO

3 Microscopios de investigacion

Estereoscopios de investigacion

Refrigerador

2
2 Incubadoras
1
1

Campana de flujo laminar

Cristalerias: beakers, mecheros, cajas de Petri, tubos de ensayo, cubre
objetos, porta objetos etc.

Para el diagnéstico entomoldégico, el laboratorio C-27 cuenta con el siguiente equipo

Cuadro 3: Equipo de laboratorio C-27

CANTIDAD EQUIPO
2 Microscopios de investigacion
2 Estereoscopios de investigacion
1 Equipo de computo con impresora
1 Refrigerador
Cristaleria variada, instrumental de laboratorio y accesorio.

Medios de cultivo y reactivos.

Como parte de las actividades realizadas para la ejecucion del diagnéstico, se utilizan en
diversidad de reactivos inorganicos y reactivos organicos: sales, acidos, azlcares,
extractos de origen animal y vegetal, colorantes, alcoholes, gelatinas, medios de cultivo

generales, semiselectivos y selectivos, etc.




1.3 OBJETIVOS

Determinar y priorizar los principales problemas existentes en el Centro de Diagndstico de

la Facultad de Agronomia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

Determinar las fortalezas, oportunidades, debilidades y amenazas del Centro de

Diagnostico.

Definir las areas especificas de trabajo con que cuenta el Centro de Diagndstico, en base

a las actividades desempefadas.

1.4 METODOLOGIA

Para determinar la situacion general del Centro de Diagnostico durante el Ejercicio
Profesional Supervisado (EPS) se definieron 2 aspectos:

e Obtencidon de informacion acerca del funcionamiento, puntos criticos y aspectos
positivos del Centro de Diagnostico, a través de entrevistas personales con los
técnicos de laboratorio, asi como profesores y auxiliares, quienes son los
directamente vinculados a las actividades alli realizadas.

e Actualizacién del inventario del equipo y reactivos del Centro de Diagnostico,
durante el periodo de ejecucién del EPS.

Durante las entrevistas se requirié tanto de la opinion, aportes y datos que pudieran ser
tiles para el diagndstico, en cuanto al servicio que se presta, y con esa base establecer

las fortalezas y debilidades.
1.5 RESULTADOS

Como parte del proceso de diagnostico se realizaron entrevistas personales con los
miembros del Centro de Diagnostico directamente involucrados con su funcionamiento

operativo, es decir, con técnicos de laboratorio, auxiliares y profesores.



A través de esas entrevistas se reuni6 informacion pertinente a los aspectos positivos asi
como los que en algin momento representan puntos criticos en cuanto al cumplimiento de

las funciones de esta entidad.

Cuadro 4: Analisis FODA (fortalezas, oportunidades, debilidades y amenazas).

FORTALEZAS OPORTUNIDADES

» Realiza una actividad totalmente de » Oportunidad de crecimiento.

servicio o .
> Puede dar asesoria técnica; pequefios y

» Cuenta con profesionales calificados. grandes productores, profesionales e
instituciones.
» Infraestructura adecuada.
> Respaldo institucional. > Cot_)ertura (_je proyectos dg investigacion
a nivel nacional e internacional.
» Manejo presupuesto propio.
» Expandirse a los centros regionales.
» Centro de referencia nacional.
DEBILIDADES AMENAZAS
> No posee equipo especializado para » Fendmenos politicos.
diagndstico de enfermedades causadas
por virus. » Otras instituciones privadas prestan los

Mismos Servicios.
> No se realiza la suficiente labor de

divulgacion de las actividades y > ngor divulgacion de otros centros
servicios. privados.
> Incompatibilidades en el equipo de » Otras instituciones cuentan con equipos
trabajo. mas especializados para el analisis y
diagnostico.

» Instalaciones USAC puede ser cerrada
por diferentes motivos, feriados,
asuetos, fenébmenos politicos internos y
externos.

1.6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e EIl Centro de Diagnostico Parasitolégico realiza diagnostico de enfermedades causado
por hongos, bacterias, nematodos y para ello cuenta con personal calificado e

instalaciones para el analisis.




e Tomando en cuenta la informacion recabada en el analisis FODA, realizado para
diagnosticar problemas en el CDP, abarc6 una gama amplia de aspectos
administrativos, organizacionales y académicos. Esto permiti6 que la informacion
generada fuera dirigida a describir la situacion actual del Laboratorio de manera

integral.

e Se identificaron cuatro problemas principales, entre los cuales se encuentra la
interrupcion de actividades normales por motivo de manifestaciones politicos internos
y externos. Poca divulgaciéon del Centro de Diagnostico, e incompatibilidad en el

equipo de trabajo.

e Se recomienda la capacitacion constante del personal de apoyo del Centro
Diagnostico Parasitolégico, para que preste un mejor servicio y amplie las

expectativas de la institucion.

e Compilar todos los manuales de procedimientos del laboratorio, asi como los
protocolos especificos y manuales de buenas practicas de laboratorio, e
implementarlos en todas las especialidades.
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CAPITULO L.

INVESTIGACION. CARACTERIZACION MOLECULAR Y DIAGNOSTICO
PATOLOGICO DE Phytophthora capsici L. EN CHILE PIMIENTO Capsicum annuum,
EN LAS REGIONES DE SALAMA BAJA VERAPAZ Y LAGUNA DE RETANA JUTIAPA.

MOLECULAR CHARACTERIZACION AND PATHOLOGICAL DIAGNOSIS OF
Phytophthora capsici L. ON CHILLI PEPPER Capsicum annuum, AT THE REGIONS
OF SALAMA, BAJA VERAPAZ AND LAGUNA DE RETANA, JUTIAPA.



12

2.1 PRESENTACION

El incremento de la demanda de chile pimiento Capsicum annuum L. en Guatemala hace
que la especie sea de importancia en el sector horticola con cerca de 5,000 Hectéreas
cultivadas al afio, las cuales se concentran en las mayores zonas productoras, que son el

Progreso, Jutiapa y Salama Baja Verapaz (9).

El estudio se llevd a cabo en dos regiones, la primera conocida como: la Laguna de
Retana, Jutiapa y la segunda en Salama, Baja Verapaz, en las aldeas de San Nicolas, La
Paz y San Juan Cachil. Estas zonas son de mayor importancia, donde se cultiva chile

pimiento.

En las regiones antes mencionadas, Phytophthora capsici causa pérdidas totales o
parciales en chile pimiento, ya que ataca en cualquier fase de desarrollo de la planta. El

patdgeno habita en el suelo y afecta raices, tallo y fruto.

El estudio consistio en aislar cepas de Phytophthora capsici en chile pimiento, ademas de
realizar un diagndstico patoldgico y la caracterizacion molecular a través del uso de

marcadores moleculares tipo microsatélites.

Las 32 cepas aisladas se sometieron a pruebas de patogenicidad. De las que se obtuvo
como resultado 17 inéculos positivos, de los cuales 6 pertenecen al area de la Laguna
de Retana, Jutiapa y 11 a las comunidades de Salam4, Baja Verapaz.

Para la caracterizacibon molecular se usaron los cebadores (GTG)5, (TCG)5, (CA)7,
(AG)7 y (CCA)5. Ya gue estos son especificos para Phytophthoras. Utilizando marcadores
moleculares tipo microsatélites. El analisis confirmé la presencia de Phytophthora capsici,

y que existe gran diversidad genética en la poblacion en estudio.
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2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 MARCO CONCEPTUAL

2211 El género Phytophthora.
A. Descripcion

El género Phytophthora (del griego Phyton: planta; Phtheiro: destructor) fue creado por de
Bary en 1876 (1)

En el cultivo de chile, la incidencia de la enfermedad de la marchitez es causada
Phytophthora capsici Leo., constituye a nivel mundial uno de los principales problemas
que afectan la productividad del cultivo. Se estima que el efecto de esta enfermedad

disminuye la densidad de plantacion (12).

Phytophthora capsici habita en el suelo y afecta principalmente las raices y la base del
tallo de la planta, aunque también puede atacar las partes aéreas. Los sintomas iniciales
son necrosamiento y pudricion de raices secundarias y terciarias que son las que se
encargan de la absorcibn de agua, luego se presenta la marchitez de plantas y
posteriormente pudricion de frutos. La muerte de la planta es ocasionada por el avance del

hongo a través del pedunculo del fruto, ramas y tallo (12).

Bajo condiciones favorables de temperatura entre 25 a 28 °C y alta humedad en el suelo,
P. capsici es sumamente agresivo, capaz de destruir campos enteros de los hospedantes
mencionados en corto tiempo. Sobrevive de un ciclo a otro en el suelo en forma de

oosporas (12).

B. Clasificacion Taxonémica
PHYLUM Oomycota
ORDEN Peronosporales
GENERO Phytophthora

ESPECIE Phytophthora capsici Leo. (8).
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El phylum Oomycota, comprende mas de 700 especies, las cuales no tienen pigmentos
fotosintéticos poseen dos flagelos en las zoosporas y los gametos masculinos con
paredes formadas por celulosa o polimeros similares a celulosa y tienen habitos acuaticos

y terrestres, aunque siempre necesitan la presencia del agua (12).

Los oomycetos estan mas relacionados con las algas, dado que presentan meiosis en los
gametangios por lo tanto sus ndcleos vegetativos son de naturaleza diploide. Son
organismos que poseen flagelos en las zoosporas con longitud y ornamentacion diferente
(12).

La mayoria de las especies de Oomycetes se reproducen sexual y asexualmente: la
reproduccion asexual es por medio de las zoosporas maviles cuyos flagelos son
caracteristicos y distintivos de las especies. La reproduccion sexual es oogamica. El
gameto femenino (oogonio) es relativamente grande, en forma de huevo no flagelado y es
fecundado por el gameto masculino (anteridio) que es notablemente mas pequefio y
flagelado (12).

C. Morfologia

La determinacion de algunas especies de Phytophthora, parece ser relativamente simple,
pero las diferencias morfolégicas con otras especies del mismo género son tan pequefias
y algunas caracteristicas tan variables, que incluso los expertos consideran que el género
es dificil de clasificar, mas aln para los que no estan relacionadas con la taxonomia de
este grupo. Razén, es necesario acudir a las técnicas de patrones isoenzimaticos y RFLPs

de DNA nuclear mitocondrial, para diferenciar las especies (12).

Erwin y Ribeiro (1996), establecio una primera clave para separar 11 especies de
Phytophthora, utilizando caracteristicas como el tipo de anteridio, la prominencia de las
papilas sobre el esporangio, el tamafio y la relacién longitud y ancho del esporangio, la
presencia y tamafo de las clamidosporas y el tamafio y abundancia de las oosporas: El
tamafo de los esporangios no parece ser relevante, dado que éste varia con las

condiciones de crecimiento (12).
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Las estructuras sométicas (talos) esta conformado por micelio y estan compuestos hifas
ramificados y cenociticos (no septados), excepto en cultivos viejos, en los cuales algunas
veces se pueden observar septas. En cultivos jovenes, el citoplasma fluye libremente

dentro del micelio (12).

Las hifas se ramifican en angulos aproximados de 90 grados y algunas veces se
constriien en la base. Aunque hay especies que tienen patrones de micelio
caracteristicos, éstos no son lo suficientemente Utiles para diferenciar especies; como

tampoco lo son el crecimiento y la forma de la colonia y el hinchamiento de las hifas (9).

Las esporangiosporas son esporas asexuales que se crecen sobre pedunculos llamados
esporangioforos, los cuales difieren ligeramente de las hifas vegetativas, su desarrollo es
indeterminado y se ramifican simpodialmente, lo cual es propio de Phytophthora infestans.
Los esporangios se diferencian porque en Phytophthora cada uno tiene un pedunculo,
cuya longitud varia con la especie, en rangos de medio a corto como en P. infestans, en el

cual pueden liberar hasta 36 zoosporas.

El engrosamiento apical sobre el esporangio, el cual tiene forma de limén, se denomina
papila, de cuyo extremo emergen las esporangiosporas moviles denominadas zoosporas
(12).

Figura 1: Esporangio de tipo papilado caracteristico de Phytophthora capsici. Con presencia de
hifas ramificadas
Fuente M. Candom y M. Cabrera

Las zoosporas presentan dos flagelos uno en forma de latigo y el otro en forma de pincel.

La zoospora esta conformada por varias partes: el kinetosoma (cuerpo basal de la
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zoospora), la zona de transicion que une el flagelo con el kinetosoma, y el sistema del

microtUbulo, que permite anclar el flagelo a la zoospora (12).
D. Reproduccién

Los procesos sexuales involucran la produccion del oogonio y el anteridio, los cuales
surgen de las puntas del micelio que se contactan. Si el oogonio crece sobre el anteridio,
éste se denomina anfiginio y si el anteridio rodea al oogonio, en su parte basal cerca al

pedicelo, se conoce como paraginio (12).

F. Ciclo de vida de phytophthora spp.

Figura 2. Formacion reproductiva en Phytophthora: A: Esporangio. B: Zoospora. C:
Clamidospora. D: Oospora. Fuente: Agrios

G. Diversidad genética
Los genes son las unidades fisicas y funcionales del material hereditario que determina un

caracter especifico de un miembro de cualquier especie y que se transmite de generacion
en generacion. Es decir, cada gen posee informacion sobre una o varias caracteristicas
fisicas y funciones reguladoras. Sin embargo, los genes de los diferentes miembros de
una misma especie no son copias exactas, sino que estos pueden poseer genes distintos,

lo que da origen la diversidad genética.


http://es.wikipedia.org/wiki/Esporangio
http://es.wikipedia.org/wiki/Zoospora
http://es.wikipedia.org/wiki/Clamidospora
http://es.wikipedia.org/wiki/Oospora
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La diversidad genética es la variacién que existe entre los individuos de todas las especies
de la tierra y es una de las formas de la diversidad bioldgica. Se refiere a la variacion en la
composicién de la informacion genética o unidades hereditarias (genes) contenida en
todas las especies vivientes, encontradas en un area especifica y que pueden

reproducirse entre si a través del tiempo.

H. Niveles de la diversidad genética
1) Diversidad entre las poblaciones reproductivas

Esta se da entre los individuos de una poblacién, ya que no siempre los individuos de una
misma especie son exactamente iguales. Tal es el caso del ser humano, como otras
especies, presenta variabilidad para un determinado numero de caracteres, tanto

anatomicos como fisiolégicos (color y tipo de ojos, de piel y tipo de cabello).
2) Diversidad entre las especies

Esta se presenta entre los organismos de una misma especie, que poseen un determinado

acervo genético, conocido también como “pool genético”.

Técnicas moleculares para diferenciar especies

La adaptacion de la tecnologia de biologia molecular, se ha constituido en una
herramienta importante para confirmar la validez de las especies determinadas utilizando
caracteristicas morfolégicas porque permiten detectar posibles diferencias genéticas que
se desarrollan por la evolucién relativamente rapida del patdgeno, debido a la eficacia
patogénica en muchos huéspedes, que en ocasiones no son acompafadas de cambios

morfologicos (12).

l. Marcadores moleculares

Tradicionalmente, los marcadores utilizados en estudios de genética y mejoramiento eran
aguellos controlados por genes asociados a caracteres morfolégicos, en general fenotipos
de facil identificacidon visual, que contribuyeron significativamente al desarrollo teorico del
analisis de ligamiento y en la construccion de las primeras versiones de mapas geneéticos
(19).
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Con la llegada de las técnicas modernas de la biologia molecular, surgieron diversos
métodos de deteccidon de polimorfismo genético directamente a nivel del ADN.

Un marcador molecular recibe el nombre de marcador genético cuando su

comportamiento se rige de acuerdo con las leyes basicas de la herencia mendeliana (12).
J. Ventajas de los marcadores moleculares sobre los marcadores morfoldgicos:

Entre las principales ventajas de los marcadores moleculares descritas por Ferreira y
Grattapaglia (1998).

El nivel de polimorfismo de los marcadores moleculares es generalmente alto para cada
locus estudiado facilitando la construccion de mapas genéticos. A diferencia del mucho
esfuerzo y planificacion que son necesarios para construir mapas genéticos a partir de
marcadores morfologicos, puesto que el niumero reducido de marcadores restringe la
cobertura total del genoma. El limitado polimorfismo que presentan estos marcadores,
generalmente hace que el investigador deba recurrir a un gran niumero de cruzamientos

para el estudio de ligamientos genéticos (12).

Pueden utilizarse en cualquier fase del desarrollo de la planta. Mientras que los
marcadores morfolégicos presentan la desventaja de ser identificados, en su mayoria,

solamente a nivel de planta entera o adulta (12).

K. Técnica PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction) Esta técnica permite multiplicar ("amplificar" es, en realidad,
el término que se ha impuesto) pequefias cantidades de ADN entre cientos de miles y
millones de veces. El tramo destinado a reproducirse puede tener desde cincuenta hasta
mas de dos mil nucleétidos de longitud. EI segmento de ADN que sirve de molde no
requiere estar necesariamente en estado puro, sino que puede ser parte de mezclas

complejas. Puede ser, por ejemplo, ADN nuclear total (16).



19

El proceso de PCR por lo general consiste en una serie de 20 a 35 cambios repetidos de

temperatura llamados ciclos; cada ciclo suele consistir en 2-3 pasos de temperaturas (16).

1) Las etapas de un ciclo de reaccién

Tres son los pasos a seguir y a repetir por cada ciclo de la PCR. A éstos cominmente se
les refiere como desnaturalizacion, alineamiento y extension. Si de trabajar con ADN
genomico se trata, regularmente se agrega una etapa previa de desnaturalizacion a 94°C,
para relajar las posibles estructuras secundarias y de otros tipos. Después de concluida
ésta, se repiten los diferentes ciclos en los que tanto la temperatura como el tiempo seran
especificos del producto a amplificar y del origen del acido nucleico que servira, como ya

se menciono, de plantilla 0 molde a copiar por la polimerasa utilizada (15).
2) Desnaturalizacion

El sustrato de la enzima de la PCR es el ADN de simple cadena que actia como molde
para la sintesis de su nueva cadena complementaria. Mediante un calentamiento a 94°C,

el ADN de doble cadena logra que sus cadenas se separen o desnaturalicen.

Figura 3. Desnaturalizacion del ADN. Los puentes se rompen dejando al ADN en forma de cadena
sencilla. Fuente P. Rodriguez

Esta es una etapa critica, ya que es muy importante que el ADN molde se desnaturalice
completamente, lo que se consigue a temperaturas de 94°C, durante por lo menos un
minuto. Si la muestra tiene alto contenido de G+C, se recomienda aumentar de

preferencia el tiempo (15).
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3) Alineamiento

El alineamiento especifico de ambos cebadores se produce a una temperatura
determinada por composicion de bases y oscila entre 40 y 72°C. Ambas cadenas
originales del ADN sirven simultdneamente como moldes para sintetizar sus respectivas
cadenas complementarias nuevas. Un aumento de temperatura favorece la especificidad,
ya que disminuye las uniones incorrectas de los cebadores con sitios apdcrifos del ADN
molde (15).

Cadena molids smtisentido.

Figura 4. Inicio de la reaccién de la PCR. Los cebadores complementarios que flanquean el sitio a
amplificar se enlazan formando puentes de hidrégeno.

Fuente P. Rodriguez.
4) Extension
Con el ADN molde de cadena sencilla, excepto en los sitios donde los iniciadores se
aparean, la polimerasa empieza a copiar la hebra, en direccion 5 —3". Esta etapa debe
realizarse a una temperatura alta, que es la que coincide con la maxima actividad de la

polimerasa (72°C) para evitar alineamientos inespecificos de los iniciadores (15).

AT

Figura 5. Progreso de la reaccion de la PCR. A la temperatura 6ptima, (72°C).

Fuente P. Rodriguez.
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5) Microsatélites
Los microsatélites o SSRs, iniciales de su nombre en inglés (Simple Sequence Repeats),

son secuencias cortas de DNA, de 1 a 6 nucleétidos, repetidas cierto numero de veces y

gue se encuentran esparcidos por todo el genoma de los organismos eucariontes (22).

Cuando estas regiones son individualmente amplificadas por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando un par de oligonucleétidos flanqueantes como
iniciadores, muestran casi invariablemente polimorfismo debido a las diferencias en su
longitud, como consecuencia de la ocurrencia de los diferentes nimeros de las unidades

de repeticién o motivos (22).

6) Caracteristicas

La razon principal del incremento del uso de los SSRs como una herramienta molecular es
que proveen la mas alta incidencia de polimorfismo o PIC (Polymorphic Information
Content) en comparacién con otras técnicas como RFLPs y RAPDs. Poseen, ademas,

muy valorables atributos que incluyen:

» Ser altamente informativos: presentan herencia codominante y muchos alelos son
encontrados entre individuos estrechamente relacionados.

» Ser técnicamente simples: la tecnologia del PCR puede facilmente y rapidamente
ser utilizada para la automatizacion en el uso de estos marcadores.

» Ser una técnica sensible: sélo pequefias cantidades de DNA son requeridas.

» Ser analiticamente simples: los datos son producidos de forma confiable y
altamente reproducibles.

» Ser muy abundantes: los microsatélites estdn uniformemente dispersos a través del
genoma, aproximadamente cada 10 Kbp.

» Ser ampliamente aplicables: los loci son frecuentemente conservados entre
especies relacionadas y algunas veces entre géneros, y

» Ser de facil intercambio de datos entre laboratorios: la informacién puede ser
comunicada por la simple secuencia de los iniciadores, sin la necesidad de la

transferencia fisica de los iniciadores (22).
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7) Electroforesis en gel de agarosa
El término electroforesis se usa para describir la migracion de una particula cargada bajo

la influencia de un campo eléctrico. Muchas moléculas importantes biolégicamente
(aminoacidos, péptidos, proteinas, nucledtidos, acidos nucleico...) poseen grupos
ionizables y existen en solucion como especies cargadas, bien como cationes, o bien

como aniones (11).

En el caso de los geles de agarosa, se le afiade bromuro de etidio, sustancia que se
intercala entre las bases del DNA y es fluorescente cuando se ilumina con luz ultravioleta.
Tras la electroforesis, se visualiza el gel con una lampara de luz UV, y se veran las bandas
correspondientes a las muestras de DNA aplicado y los marcadores de peso molecular
(22).

La agarosa es un polisacarido (originalmente obtenido de algas, como el agar-agar, pero
de composicidbn homogénea), cuyas disoluciones (tipicamente de 0.5 a 2 %) poseen la
propiedad de permanecer liquidas por encima de 50 grados C y formar un gel, semisolido

al enfriarse.

2.2.1.2 Chile pimiento (Capsicum annuum L.)
A. Taxonomia y morfologia

REINO Plantae

PHYLUM Magnoliophyta

CLASE Magnoliopsida

ORDEN Solanales

FAMILIA Solanaceae

GENERO Capsicum

ESPECIE Capsicum annuum L. (2)

B. Origen: en un estudio citogenética Barbara Pickersgill (1971) establecié que el

Capsicum annuum, se desarrollo de material ancestral con un karotipo asociado con
plantas del sur de México y Guatemala. Las especies domesticadas evolucionaron de

diferentes especies espontaneas.
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C. Planta: herbacea perenne, con ciclo de cultivo anual de porte variable entre los 0,5
metros (en determinadas variedades de cultivo al aire libre) y mas de 2 metros (gran parte

de los hibridos cultivados en invernadero) (9).

D. Sistema radicular: pivotante y profundo (dependiendo de la profundidad y textura
del suelo), con numerosas raices adventicias que horizontalmente pueden alcanzar una

longitud comprendida entre 50 centimetros y 1 metro (9).

E. Tallo principal: de crecimiento limitado y erecto. A partir de cierta altura (“cruz”)
emite 2 6 3 ramificaciones (dependiendo de la variedad) y continua ramificAndose de
forma dicotomica hasta el final de su ciclo (los tallos secundarios se bifurcan después de

brotar varias hojas, y asi sucesivamente) (9).

F. Hoja: entera, lampifia y lanceolada, con un apice muy pronunciado (acuminado) y
un peciolo largo y poco aparente. El haz es glabro (liso y suave al tacto) y de color verde
mas o menos intenso (dependiendo de la variedad) y brillante. El nervio principal parte de
la base de la hoja, como una prolongacion del peciolo, del mismo modo que las
nervaciones secundarias que son pronunciadas y llegan casi al borde de la hoja. La
insercion de las hojas en el tallo tiene lugar de forma alterna y su tamafio es variable en
funcién de la variedad, existiendo cierta correlacion entre el tamafio de la hoja adulta y el

peso medio del fruto (9).

G. Flor: las flores aparecen solitarias en cada nudo del tallo, con insercion en las
axilas de las hojas. Son pequefias y constan de una corola blanca. La polinizacion es

autdgama, aunque puede presentarse un porcentaje de alogamia que no supera el 10%

9).

H. Fruto: baya hueca, semicartilaginosa y deprimida, de color variable (verde, rojo,
amarillo, naranja, violeta o blanco); algunas variedades van pasando del verde al
anaranjado y al rojo a medida que van madurando. Su tamafo es variable, pudiendo pesar
desde escasos gramos hasta mas de 500 gramos. Las semillas se encuentran insertas en
una placenta conica de disposicion central. Son redondeadas, ligeramente reniformes, de

color amarillo palido y longitud variable entre 3 y 5 centimetros (9).
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2.2.1.3 Postulados de Koch
El afio 1882 representa una fecha crucial en la historia de la microbiologia y de la

patologia: el médico aleman Robert Koch, mediante estudios sobre la etiologia de la
tuberculosis, habia sepultado la teoria espontdnea de la vida o abiogénesis, segun la cual

los seres vivientes aparecian de repente en la materia organica.
A. Postulados

En su versibn méas sencilla, dichos postulados contemplan cuatro enunciados que,
acompafados de la experimentacion, ayudan a resolver la cuestion de la causa de las

enfermedades (19).

» El microorganismo debe estar presente en todos los individuos con la misma

enfermedad.

» El microorganismo debe ser recuperado del individuo enfermo y poder ser aislado

en medio de cultivo.

» El microorganismo proveniente de ese cultivo debe causar la misma enfermedad

cuando se inocula a otro huésped.

» El individuo experimentalmente infectado debe contener el microorganismo (19).
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2.2.2 MARCO REFERENCIAL
A. Descripcion del sitio experimental
La investigacion de campo se realizd en las principales zonas de produccion de chile

pimiento siendo estas zonas: El Progreso, Jutiapa, Laguna de Retana y Salama,

especificamente en las aldeas: San Nicolas La Paz y San Juan Cachil (Baja Verapaz).

1) Jutiapa

Cabecera Jutiapa

Fecha de Fundacion 1,852

Region Region IV o Suroriental

Extension Territorial 3,216 km?

Poblacion 389,085 hab.

Temperatura maxima 28 grados
Minima 15 grados

Altitud 906 msnm

Idioma Espafiol

El desarrollo de la agricultura en la region Sur Oriental de Guatemala ha evolucionado a
pasos agigantados en los ultimos 10 afios, lo que ha significado el incremento en la
produccién agricola, principalmente en los cultivos de tomate, chile pimiento, chile
jalapefio y pepino, los cuales han contribuido al desarrollo econémico de la zona

principalmente en El Progreso, Jutiapa (20).
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2) Salama

Es una ciudad de Guatemala, perteneciente al departamento de Baja Verapaz. Es la

cabecera del departamento (21).

Poblacion: 31,818 habitantes aprox.

Regidn; Regidn Il o Norte

Extension territorial: 776 km?.

Altura: 960 metros sobre el nivel del mar.

Distancia de la ciudad capital: 147 km.
Clima: Templado
Idiomas: Espafiol y Achi

Importancia: esta ubicada en el valle de Urran. Su etimologia es Tz'alam Ha', que significa
en Quiche Rio de Tablas o Tablas sobre el agua, y es la cabecera del departamento.

Grupo étnico
Conviven dos grupos étnicos: achi'es y ladinos.
Indigena 56.7%

No Indigena 43.3%

a) Produccidn agricola y ganadera
El municipio de Salamé& se caracteriza por su potencial forestal, ganadero y agricola, los
productos basicos, ademas de satisfacer necesidades internas son comercializados en

diferentes lugares del pais, siendo los principales productos:

Productos Agricolas: maiz, frijol, cafia de azlcar, citricos, tomate, chile pimiento, pepino,
papaya, soya, café, plantas ornamentales y follajes. Maderas de diferentes clases como:

cedro, nogal, caoba y pino

Ganado Vacuno.


http://es.wikipedia.org/wiki/Ciudad
http://es.wikipedia.org/wiki/Guatemala
http://es.wikipedia.org/wiki/Baja_Verapaz
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b) Topografia
El mayor porcentaje de las tierras del municipio de Salama son de topografia

guebrada con pendientes hasta de un 50%.

c) Condiciones climaticas

Precipitacion: 750mm anuales; Temperatura Media: 20.9° C, Temperatura Maxima: 38.9°
C Temperaturas Minima: 0.2° C; Humedad Relativa media del 70.9%; Los vientos
predominantes son del Este y su velocidad media de 5.0Km/hora con maximos hasta de

29.5Km/hora. El nimero de horas de sol al afio es de 2,333.3 promedio.

d) Centros poblados
1 Ciudad con nueve barrios.
71 caserios

55 aldeas
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OBJETIVOS

ESPECIFICOS

Establecer la presencia de Phytophthora capsici en el cultivo de chile pimiento en
los municipios de Salama, Baja Verapaz y la Laguna de Retana, El Progreso,

Jutiapa,.

Estudiar la diversidad genética que existe en la poblacibn en estudio de

Phytophthora capsici.
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2.4 HIPOTESIS

Phytophthora capsici es el agente causal de la marchitez del chile pimiento en las
muestras colectadas en las dos zonas de produccion: Laguna de Retana, El Progreso,
Jutiapa y Salama, Baja Verapaz, en las cuales se en encuentran variaciones genéticas

dentro de los individuos de la misma poblacion



32

2.5 METODOLOGIA
2.5.1 Trabajo de Campo

a) Poblacion objetiva

El muestreo se enfoco a plantas de chile pimiento con sintomas de marchitez, pudricion de
tallos y raices. Las regiones bajo estudio fueron: Laguna de Retana, Jutiapa y Salama,
Baja Verapaz. Se considerd a estas zonas por ser de alta produccion de Chile pimiento,

Capsicum annuum L.

b) Toma de muestra
Se realizaron los recorridos en las parcelas para muestrear y a la vez observar plantas

con marchitez y pudricion de tallo y raiz provocadas posiblemente por Phytophthora
capsici. EI muestreo que se llevo a cabo es no probabilistico ya que fue un muestreo a

criterio.

El muestreo dirigido o a criterio se inicio con una inspeccién visual, en blusqueda de signos

0 sintomas antes mencionados y se trasladaron al laboratorio para su respectivo analisis.
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c) Obtencion de muestra

El criterio utilizado para recoleccion de las muestras fue el que la planta presentara
sintomas de marchitez o pudricion en el tallo o raiz, por tratarse de una enfermedad
localizada. Para la obtencion de las muestras se necesito contar con un equipo minimo de

campo (bolsa plastica, pala, rastrillo, machete, marcador y otros).

Phytophthora capsici ataca el sistema radicular y parte del cuello basal del tallo. Por
tratarse de patdgeno localizado se tomo la muestra de toda la planta incluyendo rizésfera y

suelo adyacente a profundidad no menor a 10 cm.

d) Manejo de la muestra

e Traslado del material enfermo al laboratorio
El material recolectado se empacé en bolsas plasticas debidamente identificado, se
colocaron en hielera para ser transportada al laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de

Agronomia, para realizar el proceso de aislamiento.

Simultaneamente a la toma de la muestra se localizaron las coordenadas del muestreo por
medio de GPS (Sistema de Posicionamiento Geogréfico) por sus siglas, para la realizacion

del mapa y observacion de la distribucion de la enfermedad en la zona de muestreo.

Se tomaron fotografias en las zonas de muestreo para obtener la mayor cantidad de

informacion y a la vez que contribuyd con el proceso de investigacion.

R. MLTANGOS

Figura 9. A. Plantacion de chile pimiento con sintomas de marchitez. B. Identificacién de la
muestra colectada en bolsa plastica y toma de coordenadas.



34

2.5.2 Fase de laboratorio

a) Preparaciéon de la muestra

En el laboratorio se procedié a recuperar el suelo adherido a las raices, sobre papel
periodico, que posteriormente sirvieron para la inoculacién en cultivo trampa.

Se procedio a lavar las raices con agua corriente para eliminar las particulas de suelos
adheridas a la misma.

Una vez realizado el lavado de las raices, éstas fueron secadas sobre papel adsorbente
por espacio de 15 a 25 minutos aproximadamente.

Una vez eliminado el exceso de humedad se procedi6 a separar la raiz del tallo.

Se identificé las muestras con los mismos cédigos obtenidos en el campo.

R MLIANGOS
Figura 10.Seleccion del material. Recuperando el suelo adyacente a las raices para el
aislamiento.
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Aislamiento de Phytophthora capsici

» Cultivo trampa

Del suelo recolectado de la rizésfera de cada muestra se procedié a la homogenizacion,

para que la muestra fuera mas representativa para el respectivo analisis.

Se desinfecto la manzana con alcohol al 95% con la ayuda de un atomizador.
(Figura 11A)

Se utilizaron manzanas verdes a las cuales se les hicieron 4 perforaciones en
distintas partes, a una profundidad de 1.5 cm, esta perforacion se realiz6 con un
sacabocado especial. (Figura 11B)

Se agregaron aproximadamente de 5 a 10 gramos de suelo en cada una de las
perforaciones. (Ver figura 11C)

Se le agregd agua destilada aproximadamente de 1 a 2 cc a cada uno de las
perforaciones esto se realiz6 con la ayuda de una pizeta. (Ver figura 11D)

Las perforaciones fueron cubiertas con cinta adhesiva, y cada y una de las
manzanas fue debidamente identificado con los mismos coédigos del campo. (Ver
figura 11E)

Las manzanas se dejaron a temperatura ambiente por 72 horas hasta que formaron

lesiones (pudricién), alrededor del area inoculada. (Ver figura 11D)
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Figura 11. Método cultivo trampa para aislamiento de Phytophthora capsici. A. Desinfeccién de la
manzana; B. Perforaciones en distintas partes de la manzana; C. Suelo para inocular con
Phytophthora capsici; D. Se le agrega agua destilada a cada uno de las perforaciones; E. Se
sellan las perforaciones de la manzana inoculada con cinta adhesiva; F. Se identifica y se deja a
temperatura ambiente.

c) Aislamiento en medio de cultivo selectivo

De las manzanas que resultaron con pudriciones de color marrén y una lesion firme se

procedio a purificarlas con un medio selectivo PARPBH, siguiendo los siguientes pasos:
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e Se desinfecto el area de trabajo asi como los materiales a utilizar (navaja, pinzas,
agujas diseccion y otros) con alcohol al 95%. Se utilizaron mecheros con alcohol al
95% con el propodsito de trabajar con la mayor asepsia posible.

e Cada una de las manzanas que resultaron positivas se, partieron en cuatro
porciones equitativas.

e En las lesiones observadas del tejido interno en las zonas de avance (parte sanay
enferma) se tomaron porciones de aproximadamente 3 a 5 mm. el procedimiento
se efectud con la ayuda de bisturi, pinza o aguja de diseccion.

e Acto seguido se precedié a la siembra de 6 a 9 trozos de manzana en cajas
plasticas petri conteniendo medio selectivo.

e De la siembra obtenida en cajas petri se dejé a temperatura ambiente en un periodo

de 72 horas y se observo el crecimiento de las colonias.

Figura 12. Forma de distribucion en pequefas fracciones de manzana en medio selectivo.
d) Siembra en solucién de suelo
Esta técnica se utiliza para obtener estructuras reproductivas, como esporangios.

En un erlenmeyer de 1000 ml con agua destilada se diluyo 50 gr de suelo, se agito y

posteriormente se dejo reposar por 24 horas.

Transcurrido las 24 horas se procedié a extraer 50 ml de solucién de suelo y se diluyé en
950 ml de agua destilada. Para ser esterilizado en la autoclave por 15 min a 125 °C (Ver
Figura 13A).
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En una caja petri se le agregaron de 5 a 8 ml de solucidn de suelo para introducir semillas
de manzana cubierta con micelio y se dejaron desarrollar por espacio de 24 a 36 horas a
temperatura ambiente. Las cajas petri fueron debidamente identificadas, observando

periodicamente el crecimiento del micelio (Ver Figura 13B).

Una vez obtenido micelio se procede a realizar montajes para observar las estructuras

reproductivas.

Figura 13. A. Solucion de suelo estéril; B. Semilla de manzana con micelio.

e) Re-asilamiento de la colonia
De las colonias a obtenidas en medio selectivo PARPBH se re-aislaron en PDA (agar

patata dextrosa) colocando un disco de 5 mm realizado con el sacabocado especial, esto

se realiza para obtener colonias puras de P. capsici.

Ya re-aisladas las colonias se colocaron en el centro de la placa (PDA) se sella con
parafiim y se deja incubando por 48 a 72 horas, para su conservacion y extraccion de
ADN. Se deja transcurrir tal tiempo con el objeto de observar y documentar los patrones
de crecimiento caracteristico de cada especie (petaloide, rosaceo, radiado, estolonifero,

etc.

Simultdneamente se procede a la siembra de medio de cultivo V8, para estimular la

produccion de estructuras reproductivas.
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f) Patrones caracteristicos de cepas de Phytophthoras

En la figura (14) se observan diferentes patrones de crecimiento caracteristicos de

Phytophthoras sp. Puede utilizarse como pardmetro de identificacion.

Petaloide Semipetaloide Rosaceo

Radiado

Figura 14. Especificacion pictogréafica de las caracteristicas de crecimiento para identificar
especies de Phytophthora desarrolladas en medio PDA segun Erwin y Riveiro.

g) Conservacion de los aislamientos

Phytophthora capsici es muy sensible a los cambios de temperatura, por lo tanto los

aislamientos no deben de mantenerse a temperaturas menores de 15° y no mayores de
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23° C. Para la conservacion de P. capsici existen varias formas de hacerlo, en este caso

se utilizd un tubo plastico esterilizable de 12 ml con tapa de rosca (Ver Figura 15).

Se preparé medio de agar V-8 y se procedieron a llenar los tubos aproximadamente 8 ml
de medio. Se esteriliz6 en autoclave y se dejo que solidificara, con una inclinacion de 45°

(aproximadamente).

Se introdujo un disco de 5mm proveniente de la cepa de PDA. Se dejé incubado y se

observoé periddicamente hasta que tuviera un crecimiento de micelio.

Una vez crecido el micelio se le agregd aceite mineral tratando de cubrir el area de
crecimiento y esto logr6 que conservara las cepas en condiciones controladas.

(Incubadora a temperaturas mayores de 15°C y menores de 23°C).

R. Mijangos

Figura 15.Conservacion de los aislados de P. capsici, proveniente de las 32 cepas aisladas.
Contenidos en tubo plastico medio V-8 y aceite mineral.

h) Diagnostico molecular

Se realizé el diagnostico molecular de todas las cepas aisladas de Phytophthora capsici,
para esto se utilizé la técnica de microsatélites.

i) Cultivo de micelio:

Cada aislado de Phytophthora capsici cultivado en medio de PDA durante 7 dias del paso
(6.5) en donde se obtuvieron placas puras se procedieron a extraccion de ADN.

i) Extraccion de ADN:

Materiales y Metodologia

ADN proveniente de micelio
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Buffer de extraccion de ADN
Bisturi
Mechero de alcohol
Alcohol 70%, 90%
Tubos eppendorf 1.5ml
Marcador permanente
Gradillas
Micropipeta 1000 uL
Pistilo kontes
Vortex
Centrifuga
Isopropanol 95%
Alcohol 70%
Solucién de TE
Papel mayordomo
» Se realiz6 un raspado del micelio haciendo uso de un bisturi debidamente
desinfectado y se colocé en un tubo de 1.5 ml estéril y debidamente identificado.
» El tubo con micelio se sumergié en nitrégeno liquido. A continuacion se esperd que
evapore el nitrégeno liquido.
» Se macer6 con un pistilo de kontes, hasta que el micelio quedara completamente
lisado.

» Se agregaron 400 ul de buffer de extraccion.

A\

Se homogenizo el micelio con la solucidn extracto, usando un pistilo de kontes.

A\

En el vortex se dejo durante 20 segundos para que mezclara bien. Se recomienda
dejar a temperatura ambiente por una hora.

Se le dejo centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo.

Se agregaron ¥ del volumen (unos 300 ul) de isopropanol al 95% y se mezclo.

vV V VYV V

Centrifugé a 12,000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente para lograr
precipitar el ADN.
» Se lavo la pastilla de ADN con alcohol al 70%.
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Se agregaron 50 ul de TE y se espero que el precipitado se disolviera.
Se guardaron los tubos a -20°C.

Amplificacién por PCR:

El ADN de todas las cepas aisladas de Phytophthora capsici fueron evaluadas mediante la

técnica de PCR usando un par de cebadores para microsatélites, cuya secuencia fueron

las siguientes:

DBDAS5CACACACACACACAZ

YHY
HBH
DDB
DHB
DHB
GTG

>

S5GTGTGTGTGTGTG3J
5AGAGAGAGAGAGAGAZ
5CCACCACCACCACCAY
5TCGTCGTCGTCGTCG 3
5CGA CGACGACGACGAJZ
5GTG GTG GTG GTG 3’

Se coloco hielo triturado dentro de una hielera para mantener las soluciones bajo
condiciones de baja temperatura.

Los tubos conteniendo los componentes correspondientes para la mezcla de la
reaccion en cadena de la polimerasa PCR ((Tag polimerasa, Buffer, Primer o
cebador, cloruro de magnesio (MgCl,) y dNTPs) fueron extraidos del congelador y
colocados en la hielera que contiene el hielo. Esto con el fin de no dafar los
componentes para llevar a cabo el proceso del PCR.

Dentro de un tubo plastico de 1.5 ml de capacidad, se agregaron las cantidades
totales para la preparacién de la mezcla maestra (Master mix) y con la ayuda de
una micropipeta se mezclé todo el contenido.

Se identificaron los tubos de 0.2 ml., correspondientes a cada muestra de ADN
atrabajado.

Posteriormente se les agreg6 0.5 micro-litros de ADN dentro de los tubos plasticos
de 0.2 ml. de capacidad.

Se Agregaron 24 micro-litros de la solucion maestra (Master mix) al tubo de 0.2 ml
gue contiene la muestra de ADN.
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» Se coloco rgpidamente dentro del termociclador.
Nota: estos pasos se realiz6 con cada uno de los cebadores utilizados para el estudio.

Cuadro 5 Cantidad de reactivos utilizados en el proceso de PCR.

CANTIDAD NUMERO DE CANTIDAD
COMPONENTE [] UNITARIA (ul) MUESTRAS DE | TOTAL (ul)
(C.U) ADN (n) (C.U)* (n)
H20 12.8 396.8
Solucion dNTP 2.5mM 25 77.5
MgCI2 25 mM 2.5 77.5
Solucion Buffer 25 32 77.5
Primer 10 pmol 3.0 93
Taq polimerasa 05U 0.2 6.2
ADN 1.5
TOTAL DE MEZCLA 25.0 728.5

R. Mijangos
Figura 16. A. Llenado de tubos con ADN, con la ayuda de una micropipeta. B. colocacion
en el termociclador.
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El termociclador fue programado de la siguiente manera:
Cuadro 6. Programa de PCR para los cebadores (GTG)5y (GT)7

PROCESO TEMPERATURA °C TIEMPO
1 96 (Iniciacion) 5 minutos
2 94 (Desnaturalizacion) 30 segundos
3 56 (Hibridacion) 30 segundos
4 72 (Extension) 30 segundos
5 Repeticién 36 vecesa No. 2 a 4
6 72 (Extension final) 10 minutos
7 4 (Conservacion) Indefinido

Fuente: R. Mijangos

Cuadro 7. Programa de PCR para los Cebadores (TCG)5y (CGA)5

PROCESO TEMPERATURA °C TIEMPO
1 96 (Iniciacion) 5 minutos
2 94 (Desnaturalizacion) 30 segundos
3 61 (Hibridacion) 30 segundos
4 72 (Extension) 30 segundos
5 Repeticion 36 veces aNo. 2 a 4
6 72 (Extension final) 10 minutos
7 4 (Conservacion) Indefinido

Fuente: R. Mijangos.




Cuadro 8. Programa de PCR para el Cebador (CA)7
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PROCESO TEMPERATURA °C TIEMPO
1 96 (Iniciacion) 5 minutos
2 94 (Desnaturalizacién) 30 segundos
3 41 (Hibridacién) 30 segundos
4 72 (Extension) 30 segundos
5 Repeticion 36 veces a No. 2 a 4
6 72 (Extension final) 10 minutos
7 4 (Conservacion) Indefinido
Fuente: R. Mijangos
Cuadro 9. Programa de PCR para el Cebador (CCA)7
PROCESO TEMPERATURA °C TIEMPO
1 96 (Iniciacion) 5 minutos
2 94 (Desnaturalizacion) 30 segundos
3 64 (Hibridacion) 30 segundos
4 72 (Extensién) 30 segundos
5 Repeticion 36 veces aNo. 2 a 4
6 72 (Extension final) 10 minutos
7 4 (Conservacion) Indefinido

Fuente: R. Mijangos
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Cuadro 10. Programa de PCR para el Cebador (AG)7

PROCESO TEMPERATURA °C TIEMPO
1 96 (Iniciacidn) 5 minutos
2 94 (Desnaturalizacion) 30 segundos
3 50 (Hibridacion) 30 segundos
4 72 (Extension) 30 segundos
5 Repeticion 36 veces a No. 2 a 4
6 72 (Extension final) 10 minutos
7 4 (Conservacion) Indefinido

)

Fuente: R. Mijangos

Electroforesis

Los productos de PCR fueron corridos en gel de agarosa a 1.5% y puesto en

electroforesis, posteriormente el gel fue sumergido en bromuro de etidio para su tinciéon y

las bandas, visualizadas con luz UV.

>

Se pesaron 0.75 gramos de agarosa, esto con el fin de tener el 1.5% del volumen
total a utilizar para llenar el molde deseado.

Se introdujo la agarosa pesada a un erlenmeyer de 500 ml. de capacidad y se
agrego el volumen de la solucion TBE 0.5X (50 ml).

Se calent6 la solucién preparada con la ayuda del horno de microondas, hasta que
desaparicion los restos de agarosa.

Se espero hasta que el contenido del erlenmeyer estuviera tibio.

La bandeja contenedora del gel de agarosa se coloco en direccion perpendicular al
sistema horizontal de electroforesis.

Se insert6 en el molde de electroforesis los peines que formaron los pozos en los
cuales fueron colocados los ADN amplificados.

Los peines fueron retirados con mucho cuidado y delicadeza para no romper los
pOZos.

El sistema de electroforesis se llen6 con la soluciéon de TBE 0.5X.
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» Se corté una porcién de papel parafiim. Retirandole la cubierta protectora y sobre
este fue colocado 2.5 ul de una solucién buffer de carga tipo Il con la ayuda de una
micropipeta.

» Se vertio sobre el buffer de carga tipo Ill, 6 ul de ADN proveniente del proceso de
PCR.

» Los pozos fueron llenados con la mezcla de 2.5 pl de la solucion buffer de carga
tipo lll'y 6 pl de ADN.

» Se coloco la tapa del sistema horizontal de electroforesis y se conect6 a la fuente
de poder para seguidamente encenderla y graduarla a 110 voltios.

» Se dio tiempo de movilizacion de los fragmentos de ADN a través del gel de
agarosa durante 30 minutos aproximadamente.

» El gel de agarosa se retir6 del sistema de electroforesis y se tifio con bromuro de
etidio aproximadamente 10 minutos durante el proceso, fue de forma obligatoria
utilizar guantes de latex debido a que el reactivo es considerado cancerigeno.

» Transcurrido los 10 minutos se retir6 el gel de agarosa del bromuro de etidio y se
observo las bandas de ADN en el transiluminador de luz ultravioleta.

» Posteriormente los resultados fueron interpretados en el gel de agarosa realizando

un cuadro de lectura de las bandas para observar la descripcion de la variacion.

¥
v vy

R. Mijagos

Figura 17. A. Se cargd con ADN, los espacios vacios en el gel. B. Se retiro el gel de agarosa del
transiluminador de UV se observa las bandas de ADN.
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2.5.2 Ensayo prueba de patogenicidad

A. Materiales y métodos

Se procedio a realizar la prueba de patogenicidad con todos los aislamientos obtenidos de
las muestras, para comprobar si los aislamientos afectan al chile pimiento. Para
comprobar si dichos aislamientos corresponden a la especie patégena en el cultivo con
sintomas que fueron sujeto de muestreo, de donde se aislaron inicialmente. Para

comprobar los postulados de koch.

Para tal fin, se procedi6 a obtener plantas sanas de chile pimiento. Los que fueron
sembrados en bandejas y se procedi6 a inocular.

Durante el proceso de investigacion se procedié a prepara el inéculo de cada uno de los
aislamientos, en medio Avena Agar (Agar V-8 Avena). Las que fueron inoculados en las

plantas sanas obtenidas en las bandejas piloneras.

Para el re-aislamiento del patégeno se utilizé la metodologia “cultivo trampa” con
manzanas verdes, semillas de chile pimiento, bandejas piloneras, macetas, sustrato estéril

para la germinacion, agua destilada, cinta adhesiva, parafilm y camara fotografica.
B. Obtencion y propagacion del inoculo de Phytophthora capsici.

De cada uno de las cepas de Phytophthora capsici sembradas en medio de cultivo PDA,

se repico en medio de cultivo Agar V-8 Avena.

Se dejo incubar aproximadamente 8 dias hasta que presentara crecimiento de micelio, se

procedio a inocular trozos del aislamiento en macetas donde se sembraron plantas sanas.
C. Obtencion de plantulas sanas para prueba de patogenicidad
Se utilizaron semillas de chile pimiento para obtencion de plantulas.

Se coloco una semilla por cada uno de los agujeros de la bandeja pilonera con sustrato
estéril para obtener plantulas sanas, Las que fueron inoculadas posteriormente. (Ver
figuras 18A y 18B)
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R. MLTANGOS

Figura 18. A. Preparacién de la bandeja pilonera B. Siembra de semillas de chile pimiento.

Cuando las plantas desarrollaron las primeras hojas verdaderas, se procedié a
trasplantarlas a macetas, seleccionando plantulas que presentara mejor desarrollo (Ver
Figura 19).

R. Mijanges
Figura 19. Plantulas de chile pimiento para ser inoculadas con cepas de P. capsici.
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D. Inoculacion de la cepa Phytophthora capsici a las plantulas

Las macetas fueron llenadas con sustrato estéril (Turba mas Vermiculita) a %, cada cepa
de Phytophthora capsici con medio Agar V-8, fue cortado en pequefios cuadros de 1 cm

aproximadamente (Ver Figura 20).

R. MLTANGOS

Figura 20. A. Llenado de maceta con sustrato estéril lista para ser inoculado, B. Placa con medio
V-8, cortados en pequefios fragmentos. C. Inoculacién de cada cepa de Phytophthora. D. Forma
de distribucion.
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Inoculada cada una de las macetas se regaron dos veces al dia con agua estéril a
capacidad de campo. (Ver Figura 21)

Figura 21. A. Siembra de 10 plantulas en cada maceta. B. Prueba de patogenicidad de cepas de
Phytophthora capsici.

Se determiné el desarrollo final de las plantulas con aspectos fisiolégicos y morfologicos.
Esta evaluacion se realizé a los 20 dias después del in6culo. Pasado los 20 dias de la
inoculacién del aislamiento, se procedioé a re-aislar y purificar el patégeno causante del
marchitamiento de la planta. Las plantas con sintomas de marchitamiento, pudricion de
raiz o tallo, fueron sometidas a re-aislamiento, siguiendo la metodologia del cultivo trampa

especifica para Phytophthora.
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2.6 RESULTADOS
Se realiz6 un muestreo en dos zonas productoras de chile pimiento, obteniendo 90

muestras para su analisis, dando como resultado 32 cepas de Phytophthora capsici. Los
muestreos se realizaron en parcelas a campo abierto e invernaderos en las dos zonas

bajo estudio (Ver Figura 22).

R. Mijangos

Figura 22. Zona productora de chile pimiento Laguna de Retana, (Jutiapa).

18 e

T

o] X \{'\:, .. ‘ 5
Figura 23.Uno de los sitios muestreados bajo invernadero en la comunidad San Juan, Salama,
Baja Verapaz.




53

En el cuadro (11), De los 90 aislamientos se obtuvo que 32 de ellos fueron positivos a la
presencia de Phytophthora capsici en las zonas de muestreo.

Cuadro 11. Areas muestreadas con presencia de Phytophthora capsici, coordenadas
latitud-longitud y numeracion correlativa.

CORRELATIVO | LOCALIDAD CULTIVO LOCALIZACION GEOPOSICIONADO | PATOGENO
AISLADO
JUTIAPA LATITUD LONGITUD
1 Laguna Retana Chile Pimiento +14,4103996 -89,8373073 Phytophthora capsici
2 Laguna Retana Chile Pimiento +14,4103996 -89,8373073 Phytophthora capsici
3 Laguna Retana Chile Pimiento +14,4103996 -89,8373073 Phytophthora capsici
4 Laguna Retana Chile Pimiento +14,4028376 -89,8338229 Phytophthora capsici
5 Laguna Retana Chile Pimiento +14,4103996 -89,8373073 Phytophthora capsici
6 Laguna Retana Chile Pimiento +14,4103996 -89,8373073 Phytophthora capsici
7 Laguna Retana Chile Pimiento 140 24'59.38" 89° 50'59.15" Phytophthora capsici
8 Laguna Retana Chile Pimiento +14,4103996 -89,8373073 Phytophthora capsici
9 Laguna Retana Chile Pimiento +14,4028376 -89,8338229 Phytophthora capsici
10 Laguna Retana Chile Pimiento +14,4027157 -89,8338671 Phytophthora capsici
11 Laguna Retana Chile Pimiento +14,4027157 -89,8338671 Phytophthora capsici
BAJA
VERAPAZ
12 Salama Chile Pimiento 15° 06'12.00" 90° 18'50.34" Phytophthora capsici
13 San Juan Chile Pimiento 15° 06'12.00" 90° 18'50.34" Phytophthora  capsici
14 San Juan Chile Pimiento 15° 06'12.00" 90° 18'50.34" Phytophthora capsici
15 San Juan Chile Pimiento 15°06'12.00" 90° 18'50.34" Phytophthora capsici
16 San Juan Chile Pimiento 15° 06'12.00" 90° 18'50.34" Phytophthora capsici
17 San Juan Chile Pimiento 15° 06'10.16" 90° 16'15.27" Phytophthora capsici
19 San Juan Chile Pimiento 15° 06'10.16" 90° 16'15.27" Phytophthora capsici
20 San Nicolas Chile Pimiento 15° 06'14.79" 90° 18'50.20" Phytophthora capsici
21 San Nicolas Chile Pimiento 15° 06'14.79" 90° 18'50.20" Phytophthora capsici
22 San Nicolas Chile Pimiento 15° 06'14.79" 90° 18'50.20" Phytophthora capsici
23 San Nicolas Chile Pimiento 15° 06'14.79" 90° 18'50.20" Phytophthora capsici
24 San Nicolas Chile Pimiento 15° 06'14.79" 90° 18'50.20" Phytophthora capsici
25 San Nicolas Chile Pimiento 15° 06'14.79" 90° 18'50.20" Phytophthora capsici
26 La Paz Chile Pimiento 15°07'58.98" 90° 14'44.56" Phytophthora capsici
27 La Paz Chile Pimiento 15° 07'58.98" 90° 14'44.56" Phytophthora capsici
28 La Paz Chile Pimiento 15° 07'58.98" 90° 14'44.56" Phytophthora capsici
29 La Paz Chile Pimiento 15°07'58.98" 90° 14'44.56" Phytophthora capsici
30 La Paz Chile Pimiento 15° 07'58.98" 90° 14'44.56" Phytophthora capsici
31 La Paz Chile Pimiento 15°07'58.98" 90° 14'44.56" Phytophthora capsici
32 La Paz Chile Pimiento 15° 07'58.98" 90° 14'44.56" Phytophthora capsici
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Figura 24.Mapa de localizacion con presencia de Phytophthora capsici, en la Laguna de
Retana, (Jutiapa).
Fuente: R. Mijangos
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Figura 25. Mapa de localizacién con presencia de Phytophthora capsici, en el municipio

de Salama Departamento de Baja Verapaz.
Fuente: R. Mijangos
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2.6.1 Incidencia por zonas productoras

A. Laguna de Retana Jutiapa

Durante el estudio en la zona productora de la Laguna de Retana se obtuvo 45
aislamientos, de los cuales 11 dieron positivos con presencia de Phytophthora capsici, en

el cultivo de chile pimiento (Capsicum annuum L.) (Cuadro 7).
e Sintomas observados

Los sintomas de campo generalmente son marchitamiento de la planta, pudricion de
raices, amarillamiento en el cuello del tallo, sistema radicular poco desarrollado,
defoliacién, clorosis, muerte prematura, frutos pequefios y bajo condiciones de alta
humedad el patdégeno penetra en el fruto. En algunos casos desarrollo de micelio dentro
del fruto, a toda esta sintomatologia se le conoce como tristeza o marchitamiento del chile
(Ver Figura 26, 27 y 28).

R. MIJANGOS

Fi'gura 26.Sintoma ocasionado por P. capsici en plantasde chile pimiento Capsicum
annuum en la Laguna de Retana Jutiapa.
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R. Mijangos

Figura 27. Presencia de micelio dentro del fruto de chile pimiento en la Laguna de Retana
Jutiapa.

Figura 28.Pudricion de raices, sistema radicular poco desarrollado, en chile pimiento en
la Laguna de Retana.
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B. Salama Baja Verapaz
De las muestras procedentes Salama, se obtuvo 45 aislamientos de los cuales 20 dieron

positivos con Phytophthora capsici.

Las muestras fueron recolectadas bajo invernaderos y en la cual los sintomas fueron
pudricion de raices, marchitamiento de la planta, poco desarrollo radicular defoliacion de

hojas (Ver figura 29).

R. MIJANGOS

Figura 29.Marchitamiento de plantas de chile pimiento bajo invernadero en la comunidad
San Juan, Salam4, Baja Verapaz.

R. MIJANGOS

Figura 30.Sintomatologia del dafio causado en la base del tallo por la presencia de Phytophthora
capsici, observada durante los muestreos.
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C. Aislamientos de cepas Phytophthora capsici

De los aislamientos realizados de suelo, raiz, tallo y fruto, fueron aislados en medio de
cultivo, Agar Patata Dextrosa (PDA) con el objeto de observar y documentar el patrén de
crecimiento caracteristico de la especie, se pudo observar que el crecimiento es tipico de
Phytophthora capsici. Con un patrén de crecimiento semipetaloide (ver fig. 31) y esta

misma sirvio para la realizacion de extraccion de ADN, y conservacion en cepario.

Figura 31.Cepa desarrollada con P. capsici, en medio de cultivo PDA.

Para obtener colonias para esporulacion se realizo siembra en medio de cultivo Agar V-8
para estimular la produccién de estructuras sexuales y asexuales y asi se pudo comparar
con la descripcion pictografica de las caracteristicas de crecimiento de especies de
Phytophthoras (Ver Figura 32).

R. Mijangos i
Figura 32.Cepa desarrollada con P. capsici, en medio de cultivo Agar V-8 para
esporulacion.
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D. Descripcion de los aislados de P. capsici obtenidos en chile pimiento

Segun Erwin, D. y Ribeiro, O. los esporangios de P. capsici son la mayoria papilados,
pero en algunos casos se muestran semipapilados, ocasionalmente los esporangios
pueden tener dos o tres apices. La forma de los esporangios pueden ser de forma

subesféricos, ovoides, elipsoides o tener formas distorsionadas.

Por las caracteristicas morfoldgicas observadas en microscopio se pudo identificar que si
pertenecen a Phytophthora capsici. La formacion de oosporas, esporangios tipo
papilados, forma ovoidal todas estas estructuras sexuales se observo después de 5a 7

dias de su aislamiento (Figura 33).

R. Mijangos

Figura 33. A. Esporangios aislado de las cepas de San Juan, Salama, B. Esporangios
aislados de las cepas de La Laguna de Retana, Jutiapa.
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F. Caracterizacion molecular de cepas

Se realizé el diagndstico molecular de todas las cepas aisladas mediante la técnica de
PCR usando el par de cebadores para microsatélites, ya que ésta estima la diversidad
genética de la poblacion en estudio, se evaluaron 7 cebadores. Cada uno de los
cebadores se programé a distintas temperaturas para la reaccion de la polimerasa de la
amplificacion del ADN (Ver cuadro 8).

Cuadro 12: cebadores utilizados para la secuenciacion y las temperaturas utilizados para
la reaccién de sus ciclos o fases.

Nombre del cebador | Secuencia cebador Temperatura
DBDA CACACACACACACA 41 °C
YHY GTGTGTGTGTGTG 56°C
HBH AG AG AG AG AG AG AG A 50°C
DDB CCA CCACCACCACCA 64°C
DHB TCG TCG TCG TCG TCG 61°C
DHB CGA CGA CGACGA CGA 61°C
GTG GTG GTG GTG GTG 56°C

G. Analisis de secuencias de ADN

Se puede observar en las figuras 34, 35y 36 las diferentes amplificaciones de ADN de las
cepas aisladas de chile pimiento, de los siete cebadores evaluados 3 cebadores
produjeron bandas polimoérficas GTG, TCG, Y CGA, ya que se observan con facilidad los
diferentes fragmentos y distintas longitudes, evidentes por medio de electroforesis, en
estos cebadores se observaron mejores las separaciones de las moléculas o fragmentos

de los acidos nucleicos.
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Figura 34.Gel de agarosa, mostrando resultado de electroforesis, producto de PCR, carril PM
corresponde al marcador de peso y las bandas en los carriles 1-32 corresponden a la
amplificacién usando el cebador GTG.
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Figura 35 Gel de agarosa, mostrando resultado de electroforesis, producto de PCR, carril PM
corresponde al marcador de peso y las bandas en los carriles 1-32 corresponden a la
amplificacion usando el cebador TCG.

. -
- - S Bl R W e
Ll B B R AR e

- e
-_ -
o oo

-
-
—
L od
-
-
-
_—
-

'*-"'- s |

-ﬂo-----

™
*

Figura 36 Gel de agarosa, mostrando resultado de electroforesis, producto de PCR, carril PM
corresponde al marcador de peso y las bandas en los carriles 1-32 corresponden a la
amplificacién usando el cebador CGA.
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H. Arbol Filogenético de cepas de Phytophthora capsici.

El dendograma fue elaborado con el programa SSPS calculando la matriz primaria de
similitud por medio de un coeficiente de distancia (distancia euclidea) y el método del

conglomerado del vecino mas préximo.
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Figura 37 Dendograma obtenida del analisis de bandas amplificadas con cebadores de
Microsatélites con genoma de P. capsici aislado de plantas de chile pimiento.
Fuente R. Mijangos
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Descripcién de los grupos siguientes:

El primer grupo [J] se encuentran conglomerados a menor distancia entre ellos y los
aislados provienen del municipio de Salaméa y de la comunidad de San Juan, Salama. Esto

quiere decir que los asilados son provenientes de la misma zona.

El segundo grupo Oesté conformado por 10 aislamientos los primeros tres (27, 28, 29)
perteneces a la comunidad La Paz, Salama y el resto proveniente de Laguna de Retana.

En donde ya se obtienen aislamiento de las dos zonas de investigacion.

El tercer grupo Aesté conformado por 9 asilamientos provenientes de Salama, las
muestras 23, 20, 21, 24 y 25 de la comunidad de San Nicolas. Las muestras 19 y 18 de
San Juan y las muestras 26 y 30 La paz todas de una misma zona de muestreo.

El cuarto grupo 0 esta conformado por los ultimos 6 asilamientos las muestras 11,5y 4
provenientes de Laguna de Retana. Mientras la muestra 17 de San Juan Salama y las

Gltimas muestras 29, 31 y 22 procedente de La Paz, Salama.

Se puede observar el dendograma formado por los resultados del programa SSPS acerca
de las bandas desarrolladas por los microsatélites en las pruebas de PCR sobre los 32
aislados de Phytophthora capsici recolectados en las dos areas de produccion de chile
pimiento. En la parte izquierda del dendograma encontramos las 32 muestras recolectadas

mientras que en la parte superior la similitud que hay entre ellas.

El dendograma muestra una figura escalonada que muestra un extremo y varios
conglomerados de materiales aislados en donde no es posible establecer limites
definitivos, por lo que se puede deducir que no existe ningun grupo bien definido, en que
los materiales de Phytophthora capsici se mezclan entre si. Por lo que puede decir que

existe diferencia genética entre la poblacion.
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La variabilidad genética que existe es alta ya que practicamente todos los aislados
mantiene polimorfismo. Es posible que estas divisiones se deba a la variabilidad de razas

gue existe entre la misma especie de Capsicum annum en cada zona bajo estudio.
l. Pruebas de patogenicidad de chile pimiento

Para confirmar si la especie Phytophthora capsici es patégeno naturales se procedié a
realizar pruebas de patogenicidad. Se evaluaron los 32 aislados provenientes de las dos

areas de muestreo: Laguna de Retana, Jutiapa y Salama, en el cultivo del chile pimiento.

La variedad utilizada para la inoculacion fue Natalie, es la cultivada en las dos zonas bajo
estudio, de los resultados obtenidos, 17 aislados reaccionaron como patégenos en las
plantas, mientras las 15 restantes no fueron patdgenas bajo las mismas condiciones (Ver
cuadro 13y 14).

Cuadro 13. Listado de muestras que resultaron positivos en la prueba de patogenicidad
realizada en el laboratorio de Fitopatologia.

Muestras Cultivo Localidad
1 Chile Pimiento Laguna de Retana
3 Chile Pimiento Laguna de Retana
4 Chile Pimiento Laguna de Retana
7 Chile Pimiento Laguna de Retana
8 Chile Pimiento Laguna de Retana
11 Chile Pimiento Laguna de Retana
12 Chile Pimiento Salama
14 Chile Pimiento Salama
20 Chile Pimiento Salama
16 Chile Pimiento Salama
22 Chile Pimiento Salama
25 Chile Pimiento Salama
26 Chile Pimiento Salama
27 Chile Pimiento Salama
28 Chile Pimiento Salama
30 Chile Pimiento Salama
32 Chile Pimiento Salama




66

Cuadro 14 Listado de muestras que resultaron negativas en la prueba de patogenicidad
realizada en el laboratorio de Fitopatologia.

Muestra Cultivo Procedencia
2 Chile Pimiento Laguna de Retana
5 Chile Pimiento Laguna de Retana
6 Chile Pimiento Laguna de Retana
9 Chile Pimiento Laguna de Retana
10 Chile Pimiento Laguna de Retana
13 Chile Pimiento San Juan
15 Chile Pimiento San Juan
17 Chile Pimiento San Juan
18 Chile Pimiento San Juan
19 Chile Pimiento San Juan
21 Chile Pimiento San Nicolas
23 Chile Pimiento San Nicolas
24 Chile Pimiento San Nicolas
29 Chile Pimiento La Paz
31 Chile Pimiento La Paz

En el cuadro anterior se puede observar el listado de las muestras que resultaron
negativas al realizar la prueba de patogenicidad. Este resultado se pudo haber dado por
potencial patogénico perdiera su virulencia en el momento del repique tras repique de las
cepas, debido a que se prolong6 el inicio de la prueba de patogenicidad aproximadamente
de 3 meses y a la recuperacion de las cepas originales utilizadas para la extraccion de
ADN.
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En la figura 35 se puede observar un marchitamiento de la planta, desarrollé radicular
deficiente, comparandola con el respectivo testigo, lo que presenta una marcada
diferencia. La muestra presento una coloracion anormal debido a la pudricion de las
raices, asi como también menor desarrollo y ausencia total o parcial de raicillas

secundarias en comparacion de las plantas testigo (a la derecha de la figura).

Figura 38. Al lado izquierdo de las figuras se observa el dafio causado por Phytophthora
capsici, en las plantas inoculadas. Figura A. poco desarrollo de la planta, muestra
proveniente de la Laguna de Retana, Jutiapa, Figuras, B, C, D, poco desarrollo radicular,
marchitamiento de la planta, muestra proveniente de la comunidad San Juan, Salama,
Baja Verapaz. A la derecha plantas testigos.
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En el transcurso del bioensayo se pudo notar que las muestras 8, 14, 16, y 32 que
corresponden a los dos puntos de muestreo. La inoculacion dio positiva por las
caracteristicas que presento, tales como poco crecimiento o la muerte total de las plantas,

comparandola con el testigo, ya que esta es una de las caracteristicas principales de

Phytophthora capsici. (Ver Figura 39)

Figura 39. Efecto del dafio ocasionado por Phytophthora capsici. A. Muerte total de la planta,
colectado en la Laguna de Retana, B. Ausencia de las plantas en la maceta, colectada en San
Juan, Salama. C. y D. ausencia y marchitamiento de la planta, colectada en La Paz, Salama.
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CONCLUSIONES

De los 32 aislamientos obtenidos, 20 procedieron de Salama y 12 de La Laguna de

Retana Jutiapa.

El estudio demuestra que existe diferencia genética entre los aislamientos

obtenidos.

Phytophthora capsici presenta una gran diversidad genética la cual puede verse
reflejada en el arbol filogenético. Situacion que debe tomarse en cuenta para

implementar las diferentes practicas de control.

Este tipo de informacion es fundamental para los programas de fitomejoramiento
enfocados en la obtencion de materiales resistentes, ya que si se quiere obtener un
material resistente duradero y amplio rango de adaptacion debe de considerarse la

diversidad de los patégenos involucrados.
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RECOMENDACIONES

Estudiar sobre la distribucién de Phytophthora capsici en las otras zonas de

produccion de chile pimiento a nivel nacional.

Estudiar la diversidad genética que existen entre las razas de Phytophthora capsici

en las dos zonas bajo estudio.

Realizar estudio sobre la diversidad genética de Phytophthora capsici en las zonas

de alta produccion de chile pimiento en Guatemala.
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2.10 APENDICE

A. Medios de cultivo para aislamiento de Phytophthora capsici

e Caldo de papa agarizado y glucosado (PDA)
39 grs. De PDA
1000 ml de agua

Disolver el medio en agua esterilizada en un recipiente resistente (erlenmeyer) apto para
autoclave. Esterilizar por 15 minutos a 125°, el llenado de cajas petri se realizara en la
campana de flujo laminar para evitar contaminacion tomando todas las medidas de

asepsia.

e Corn meal Agar.
19 g de corn meal agar (Diffco)

1000 ml de agua destilada

Disolver los ingredientes hasta homogeneizar. Llevar a autoclave y esterilizar durante 15
min a 125° C.

e PARPBH
Las siglas PARPBH significan:
(CMA+PIMARICINA+AMPICILINA+RIFAMPICINA+PCNB+BENOMILO+HYMEXAZOL)
Pimaricina: antibiético de Polyene; activo contra la mayoria de los hongos excepto la
familia Pythiaceae del reino de los Oomicetes (12)
Ampicilina: antibiotico; activo contra las bacterias gram-positivas.
Rifampicina: antibiético macrociclico; predominando activo contra mycobacterias y las
bacterias gram-negativas.
PCNB: Fungicida; pentachloranitrobenzeno. En tierra es activo contra muchos hongos
pero no Oomycetes.
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Himexazol: fungicida; 3-hidroxy-5-methyl isoxyazole; toxico a muchos pero no a especies
de Pythium y a muchas especies de Mortierella.; no toxico (25-50 mg/Lt) a muchas

especies de Phytophthora.

CMA 1000 ml
Pimaricina 0.4 ml
Ampicilina 0.150¢g
Rifampicina 0.01g
PCNB 0.1g
Benomilo 0.2¢g
Hymexazol 0.069 ml

Al momento de agregar los antibiéticos el medio CMA debe estar a una temperatura no
mayor de 40 °C, pues los antibiéticos y fungicidas utilizados son termolabiles. Los
reactivos deberdn agregarse en el orden establecido. EI PCNB y Benomil deberan ser
disueltos previamente en 10 cc de etanol al 95% y 10 cc de agua destilada. Luego

colocar el medio de cultivo selectivo en cajas de Petri.

e Medio agar V-8 (V-8 agar)
100 ml V-8
1 gr. Carbonato de calcio
20 gr. De Agar
1000 ml de Agua Destilada

Se utilizo para conservar y aislar, Phytophthora capsici. Y sirvié para la esporulacion de la

especie.

Se aforo al volumen a un litro con agua destilada y se agrego los otros reactivos se

esterilizo a 125° por 15 minutos.
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3.1 PRESENTACION

Las necesidades de asistencia técnica profesional en materia agricola de parte de los
pequefios y medianos agricultores es justificada debido a que no existe la instancia del
sector publico agricola que desarrolle este tipo de asistencia, esto debido a que en el
proceso de la reorganizacion del Ministerio de Agricultura efectuada en la década de los
90’s desaparecio de la institucion la Direccion General de Servicios Agricolas DIGESA por

sus siglas, esto cred un vacio institucional dentro del agro Guatemalteco.

La idea de crear un plan piloto de Servicio de Asistencia Técnica a los Productores en
Proteccion Vegetal es parte de la extension Universitaria, de la Universidad de San Carlos
de Guatemala de la Facultad de Agronomia principios que se esta perdiendo en esta casa
de estudio y dentro de la misién se encuentra que: Contribuir con el desarrollo nacional y
regional generando servicios de excelencia por medio de sus programas de investigacion
y extension; lo que propicia el avance de los procesos de produccién agricola y forestal, el

desarrollo rural, las ciencias de la tierra, los recursos naturales renovables y el ambiente.

Dicho programa tuvo como fin Gltimo brindar asesoria técnica a los pequefios y medianos
agricultores en la disciplina de la proteccion vegetal.

La asistencia se llevo a cabo con el apoyo de profesores titulares con especialidad y
experiencia en el campo de la proteccién vegetal, se apoyd en la parte ejecutora con
estudiantes en la fase de Ejercicio Profesional Supervisado y se contd con el apoyo
logistico del Area Integrada, Area Tecnolégica y del Instituto de Investigaciones

Agronémicas y Ambientales (lIA).

Por ser la primera experiencia de desarrollo del plan piloto se selecciond el municipio de
San Juan Comalapa, del departamento de Chimaltenango. La seleccién se ha hecho en
primera instancia por la inquietud del estudiante de EPS quien es oriundo de la region, se
tomd en cuenta el potencial agricola y las necesidades de los productores de esta region
de asistencia técnica ya que muchos de ellos se dedican a la produccién de hortalizas y
frutas de exportacion y para el mercado local, ademas se ha considerado la ubicacion y la
facilidad de vias de comunicacion y la disposicion de apoyo de la Corporacion Municipal
de la localidad asi como la asociacion Chuwi Tinamit.
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3.2 SERVICIO ASISTENCIA TECNICA A PRODUCTORES, EN PROTECCION
VEGETAL, EN EL MUNICIPIO DE SAN JUAN COMALAPA, DEPARTAMENTO
DE CHIMALTENANGO.

3.2.1 Objetivos

> Crear un programa de extensién de indole no lucrativa que apoye a los pequefios y
medianos agricultores donde se asista en forma personalizada en el area de

conocimiento de la proteccion vegetal.

» Brindar asistencia técnica al productor en proteccién de planta en el municipio de
San Juan Comalapa.

» Contribuir al desarrollo de los productores de la comunidad en el campo de agricola.

3.2.2 Metodologia

A. Organizacion
» El programa fue ejecuto6 bajo la direccion y supervision de la coordinacion de la Sub
Area de Proteccion de Plantas y con el apoyo del Instituto de Investigaciones

Agronémicas y Ambientales (lIA).

» Participaron dentro del programa en forma voluntaria profesores titulares vy
ayudantes de céatedra de la sub-area.

» El programa cont6 con el apoyo de uno o mas estudiantes en la fase de Ejercicio
Profesional Supervisado quienes fueron los responsable en desarrollar la ejecucion

logistica de campo.

» La Facultad de agronomia proporciono apoyo logistico e infraestructura con los
recursos de la Sub area de proteccion de plantas y del Instituto de Investigaciones

Agricolas y Ambientales IIA.
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» La actividad fue realizada dos o cuatro dias al mes, una vez por semana en la

localidad, se designo el dia viernes para que no interferir con las actividades

académicas del equipo docente de la facultad.

B. Implementacion

» El encargado del programa fue designado por la Coordinacion de la Sub-area de

Proteccion de Plantas, quien fue responsable de coordinar las acciones de

contactos con las municipalidades, Organizaciones de Servicios y Empresas

privadas que colaboraron con el programa.

» El facilitador del programa se encargd de realizar contactos con la corporacion

municipales, cocodes, Asociaciones etc. para implementar el programa en

municipios en los cuales la actividad de produccion agricola es de importancia

econdmica.

» Las aldeas del municipio fueron seleccionados con base a los criterios de orden de

importancia y que por su actividad agricola necesiten de asistencia técnica, que

contaran con facilidad de vias de acceso y comunicacion.

» Los pasos para la implementacion del programa fueron los siguientes:

» Contactar al alcalde municipal se le expuso sobre los beneficios que recibiria la

comunidad y el apoyo que se requeria para la implementacién basicamente

consistiria en:

o

Un sitio adecuado para atender a los productores que requirieran
asistencia técnica del programa,
Medio de transporte para conducirse hacia las parcelas de los

productores,
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o Apoyo logistico de material y equipo de oficina para redactar e
imprimir informes para los productores.
o Facilitar de medios de comunicacion para la difusion del programa en

la region.

» Se contacto con instituciones comunitarias, cocodes e iniciativa privada para
solicitarles apoyo para la ejecucién del programa

» Se realizo un convenio de cooperacién mutua entre las entidades de apoyo y la
Sub-area de Proteccién de Plantas de la Facultad de Agronomia

» Para la implementacién del programa Asistencia Técnica a Productores tuvo una

duracién no mayor al programa de EPS.
Para poder llevar a cabo este servicio:

a. Se realizé la recopilacion de aspectos relacionados con informacién general de las
actividades agricolas.

b. Se trabajo con las organizaciones existentes en la comunidad (COCODES), vy la
poblacion en general que estuviese interesado en aceptar asesoria técnica para
sus productos.

c. Se planifico la distribucion de las comunidades para la asesoria.

d. Una vez establecida la promocién del programa se brindo asesoria técnica los dias
viernes con visita de campo a sus parcelas de cultivo, por Ingenieros Agronomos
de la Faculta de Agronomia.

e. Las muestras que presentaron sintomas de enfermedad se recolecto y se analizo
en el laboratorio proteccion de plantas de la FAUSAC, identificando el agente

casual.

C. Evaluacion de Resultados
Se implemento el Programa de Asistencia Técnica en Proteccion Vegetal en el municipio

de San Juan Comalapa, en sus diferentes aldeas, con una duracion no mayor al programa
de EPS (octubre 2008 a mayo 2009).
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De suma importancia fue implementar el primer programa de extension universitaria, para
cumplir dar a conocer uno de los objetivos de la Facultad de Agronomia: Contribuir al
desarrollo sostenible en la produccion agricola y en el manejo de los recursos naturales

renovables del pais, con la finalidad de elevar la calidad de vida de los guatemaltecos.

La mayoria de los productores no saben o no tienen la capacidad de identificar las
diferentes plagas y enfermedades que afectan a los cultivos y esto incrementa el riesgo o

la amenaza de pérdida de la produccién que afecta directamente la economia familiar.

Antes de la ejecucién del servicio, se definieron algunas metas para su evaluacion
primera. Demanda de solicitudes para la ejecucién del programa en las comunidades con

la finalidad de recabar informacioén y realizar un diagnostico del manejo de cultivos.

La problematica encontrada durante la ejecucién fue que los agricultores no se
encontraban de acuerdo con la asesoria proporcionada ya que demandaban equipo de

trabajo y quimicos (azadones, bombas de fumigacioén, fungicidas, fertilizantes etc.)
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3.3 SERVICIO Il APOYO TECNICO Y ADMINISTRATIVO AL PROYECTO FODECYT
01-2007, TITULADO “DETECCION Y CARACTERIZACION DE ESPECIES DE
OOMYCETOS ASOCIADOS A CULTIVOS DE EXPORTACION EN LA REGION
CENTRAL DE GUATEMALA” USAC-UPV.

A. Objetivos
» Dar apoyo técnico y administrativo al proyecto FODECYT 01-2007 durante su

periodo de su ejecucion.

» Realizar actividades de laboratorio, aislamiento y conservacion de cepas de los

patégenos detectados.

» Realizar actividades administrativas de gestion y control para el proyecto
FODECYT.

B. Metodologia
De acuerdo a los objetivos del proyecto y las actividades programadas para su ejecucion,

se realizaron muestreos en la region central de Guatemala en cultivos de exportacion con

sintomas de los patégenos.

Con base al protocolo elaborado en el laboratorio de fitopatologia se procedi6 al analisis

de las muestras, aislamiento y conservacion de las cepas Phytophthora y Pythium.

Los departamentos muestreados fueron Guatemala, Chimaltenango y Sacatepéquez. El

tipo de muestreo fue dirigido.

Se llevé un registro de muestras tomadas y que resultaron positivas, para luego elaborar
un listado de patdgenos detectados.
Se realizaron pruebas de patogenicidad para determinar si los agentes detectados y

aislados fueron los responsables del dafio observado (Postulados de Koch).
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Se particip6 en la elaboracion del informe final presentado conjuntamente con la
Universidad Politécnica de Valencia, con los resultados obtenidos.

C. Apoyo a la administracion financiera del proyecto FODECYT 01-2007

Durante el periodo de ejecucion del proyecto, se llevaron a cabo actividades relacionadas
con la administracion financiera del proyecto FODECYT 01-2007, tales como la
elaboracion de informes mensuales de actividades realizadas, colaboracion en la
elaboracion de informes técnicos trimestrales, elaboracion de mapas, solicitudes
mensuales de incentivos a la investigacion cientifica en el proyecto, solicitudes de compra
de materiales.

D. Resultados

Uno de los componentes del proyecto es obtener un listado de los lugares muestreados,

cultivo y agente encontrado.

Cuadro 15 Listado general del proyecto 01-2007

DEPARTAMENTO

ESPECIE ASOCIADA

CULTIVOS AFECTADOS

GUATEMALA

Pythium ultimum

Azucena, Lilium sp.

Pythium sylvaticum

Esparrago ornamental, Asparagus sp.

Pythium splendens

Esparrago ornamental, Asparagus sp.

Pythium amazonianum

Cheflera, Schefflera actinophylla

Pythium sp.

Lirio, Iris L., Crisantemo Chrysanthemum L. (1753),
Tomate, Lycopersicon esculentum Mill., nom. cons.
Ciprés, Café, Coffea L. Aguacate, Persea americana
Mill.

Phytophthora tropicalis.

Rosa, Rosa L., Pothos, Epipremnum pinnatum (L.) Engl.,
Clavel Dianthus caryophyllus

Phytophthora sp. Chile Pimiento, Capsicum annuum, Tomate,
Lycopersicon esculentum Mill.,, nom. cons. Aguacate,
Persea americana Mill.

CHIMALTENANGO Pythium sp. Lechuga, Lactuca sativa L. Arveja china, Pisum

sativum L., Repollo, Brassica oleracea var. capitata,
Lechuga, Lactuca sativa L. Brécoli, Brassica oleracea
var. Capitata, Frijol ejotero, Phaseolus vulgaris, Chile
pimiento, Capsicum annuum, Papa Solanum
tuberosum L. (1753)

Phytophthora sp. Fresa, Fragaria ananassa Duchesne, Chile pimiento,
Capsicum annuum, Aguacate Persea americana Mill

Phytophthora capsici Chile pimiento Capsicum annuum

Phytophthora cinnamomi

Tomate*** Lycopersicon esculentum Mill., nom. cons. El
patdégeno fue aislado del suelo.

SACATEPEQUEZ Phytophthora sp Chile Pimiento, Capsicum annuum, Tomate,
Lycopersicon esculentum Mill., nom. cons., Aguacate,
Persea americana Mill
Pythium sp Cipres, Cupressus sp. Café, Coffea L.
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BAJA VERAPAZ Phytophthora capsici Chile pimiento Capsicum annuum

SANTA ROSA Phytophthora palmivora Papaya Carica papaya L.
Phytophthora parasitica Limon, Citrus limon (L.) Burm. f.
Phytophthora capsici Chile serrano Capsicum annuum
Pythium cucurbitacearum | Chile serrano Capsicum annuum
Pythium amazonianum Chile serrano Capsicum annuum

SAN MARCOS Phytophthora cinnamomi | Aguacate Persea americana Mill

SUCHITEPEQUEZ

Phytophthora palmivora

Cacao Theobroma cacao L.

IZABAL

Phytophthora palmivora

Cacao Theobroma cacao L.

JUTIAPA Phytophthora capsici Chile pimiento Capsicum annuum
ESCUINTLA Phytophthora parasitica Palo blanco Rosedendrom donell smitthii
E. Evaluacion

Se logré cumplir con las actividades programadas para el proyecto FODECYT 01-2007,

Las actividades realizadas en el Laboratorio de Fitopatologia resultaron en el avance

positivo del proyecto, pudiendo cumplir con la programacion de actividades dirigidas al

aislamiento de Phytophthora y Pythium. Y a la conservacion de cepas de los patdgenos.

Ademas las actividades administrativas fueron realizadas de acuerdo a lo requerido por la

SENACYT, por lo que no hubo inconvenientes para la ejecucién financiera del proyecto.
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3.5 ANEXOS

Capacitacion a grupo de agncultores cultivo de
durazno.

Grupo de trabajo asistencia técnica

Figura 40 capacitacion a grupo de agricultores de la comunidad a cargo de Ingenieros, Auxiliar de catedra y
estudiante de EPS.

ING. AGR. GUSTAVO ADOLFO ING. AGR.MsC. SAMUEL CORDOVA ING. AGR. CARLOS GONZALES
ALVAREZ V COORDINADOR PROFESOR TITULAR |
PROFESOR TITULAR VI SUB AREA PROTECCION DE EJECUTOR PROGRAMA
COORDINADOR PROGRAMA PLANTAS
ING. AGR.MsC. Helsler Gbmez
INGA. AGR. ANA CRISTINA RONI MIJANGOS CHEX PROFESOR INTERINO
BARILLAS ESTUDIANTE SUB AREA PROTECCION
AUXILIAR DE CATEDRA EPS PLANTAS

EJECUTOR PROGRAMA



Cuadro 16 Listado de integrantes Cocodes San Juan Comalapa
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No. NOMBRE COMUNIDAD TELEFONO CARGO
1 | Petronilo Chonay Agua Caliente 50622542
2 | Rolando Roca Agua Caliente 50087664 | Alcalde auxiliar
3 | Santos Quina Agua Caliente 57391403
4 | Justo Quina Agua Caliente 45281786
5 | Petronilo Chonay Agua Caliente
6 | Arnoldo Avila Agua Caliente 57083897
7 | Joel Mux Cojol juyu
8 | Anibal Raxjal Cojol juyu 58360692
9 | Rolando Chali Lopez Cojol juyu
10 | Flavio Curruchich Tartén Pavit
11 | Mariano Quina Pavit
12 | Reyes Cumez Paya 58093401
13 | Julian Cana Paya 53561612
14 | Hugo Rolando Chali Patzaj 58185209 | Alcalde auxiliar
15 | Rogoberto Miza Patzaj 57586674
16 | Pascual Cutzal Simoén Patzaj
17 | Santos Virgilio Guerra Patzaj
18 | Cesar Yool perez Pachitur 45320833
19 | Maynor Anibal Sucuc Pachitur
20 | Emiliano Mux Paraxaj
21 | Enrique Tuctuc Paraxaj 43235144 | Alcalde auxiliar
22 | Miguel Tubin Paraxaj 53484442
23 | Santiago Garcia Paraxaj
24 | José Luis Mux Peren Paraxaj
25 | Porfirio Cutzal Mijango Panimacac 57371829
26 | Juan Ambrocio Mijango Panimacac
27 | Juan Jose Morales panabajal
28 | Oscar Cutzal panabajal
29 | David Son Panabajal
30 | Rutilio ordofiez Panabajal
31 | Isidro Tocoréa Panabajal
32 | Manuel Elizar Similox Panabajal 59030057 | Alcalde auxiliar
33 | Justo Col6 Calel Panabajal
34 | Fermin Raymundo Tecun Panabajal
35 | Renato perén pamumus
36 | Coronado Raxjal Pichiya pamumus
37 | Jose Hermelindo Estepan Panicuy
38 | Miguel Chali Sucuc Chichali
39 | Sergio Rolando Pichiya Paquixic
40 | Juan Vicente Sotz Paquixic
41 | Carlos Peren Xocop Paquixic
42 | Carmelino Mux Paquixic
43 | Isabel Saquiquel Paquixic
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44 | Alfredo Telon Paquixic

45 | Reginaldo Pichiya Culajay Caserio Quizaya 53680431
46 | Marcial Cumar Simén Caserio Quizaya 40957535
47 | Hilario Chali Caserio Chichali

48 | Mario Colaj Semeya Simajhuleu

49 | Federico Lopez Lopez Simajhuleu

50 | Perfecto Otzoy Culajay Simajhuleu

51 | Martin Paz Chex Simajhuleu

52 | Rogelio Culajay Garcia Simajhuleu

53 | Lazaro Serrech Pichiya Simajhuleu

54 | Marcial Pichiya Cutzal Simajhuleu

55 | Federico Lopez Samajhuleu 55569098
56 | Mario Colaj Semeya Simajhuleu 57056494
57 | Marcial Pichiya Patzan Simajhuleu 51543497 | Alcalde auxiliar
58 | Ferfecto Otzoy Simajhuleu 58066393
59 | José Ruperto Montufar Chirujuyu 50393131
60 | Francisco Guerra Juarez Chirujuyu

61 | Rocael Maxia Xenimaquin

62 | martin de Leon Catu Xenimaquin 45084173
63 | Otto Leonel Perez Xetonox 55218623
64 | René Ordofiez Xetonox

65 | Marcos Curruchich Tubac Xiquin Sanai 58473040
66 | Esteban Tubac Xiquin Sanai el mismo | Alcalde auxiliar
67 | Dionicio Calicio Xiquin Sanai el mismo




