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RESUMEN

Las especies del género Capsicum son de gran importancia mundial debido a su
valor y uso, alimenticio, medicinal e industrial. Phytophthora capsici es el agente
causal de La secadera una enfermedad que produce la pudricion del cuello de la
raiz y tallo en los cultivos de Capsicum generando pérdidas hasta del 100%. Por
esta razon la obtencién de materiales resistentes es la alternativa mas deseable
de manejo de esta enfermedad. El objetivo de la investigacion es ldentificar
fuentes de resistencia a P. capsici en germoplasma de Capsicum. Para ello se
colectaron 28 aislamientos de P. capsici en municipios productores de aji y
pimentdn en el Departamento del Valle del Cauca; el aislamiento 43 procedente
del municipio de Palmira se determind como el mas patogénico luego de realizar
pruebas de virulencia y posteriormente fue usado en la inoculacion de 120
accesiones de Capsicum spp. procedentes de la coleccion de germoplasma de la
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira y de Corpoica Rio negro. Las
accesiones fueron evaluadas en condiciones de invernadero bajo un disefio de
bloques completos al azar. Se realizo un analisis de varianza entre accesiones
gue mostré diferencias significativas y por medio de un analisis de agrupamiento,
las accesiones se clasificaron en cinco grupos diferentes de acuerdo a su nivel de
resistencia: muy suceptibles, altamente suceptibles, suceptibles, parcialmente
resistentes y altamente resistentes. Nueve de ellas se clasificaron como altamente
resistentes.

Palabras claves: Germoplasma, Capsicum, resistencia, Phytophthora capsici.



ABSTRACT

Capsicum species are of global importance because of their value and use as
food, in the medicine and in the industry. Phytophthora capsici is the causal agent
of dry wilt disease that causes neck rot of root and stem of Capsicum crops
causing losses of up to 100%. Obtaining resistant lines is the most desirable
alternative treatment for this disease. The objective of this research is to identify
sources of resistance to P. capsici in Capsicum germplasm. There were collected
28 isolates of P. capsici in different hot and sweet pepper growing areas from the
Colombian province of Cauca Valley. Isolate 43 from Palmira was found to be the
most pathogenic after a virulence test and later it was used in the inoculation of
120 accessions of Capsicum spp. from two collections. One of the collections is the
germplasm collection of the National University of Colombia at Palmira and the
other one is from Corpoica at Rio Negro in the Antioquia province. The accessions
were evaluated under greenhouse conditions. They were arranged in a
randomized complete block design. The ANOVA showed significant differences
among accessions. In the cluster analysis, the accessions were classified into five
groups according to their level of resistance: highly susceptible, highly susceptible,
susceptible, partially resistant and highly resistant. Nine of them were classified as
highly resistant.

Key words: Germplasm, Capsicum, resistance, Phytophthora capsici



INTRODUCCION

Entre los productos horticolas de importancia Nacional e internacional se
encuentra el cultivo de Capsicum, el cual posee un alto contenido nutricional, es
fuente de vitaminas A, E, By C, conteniendo esta ultima en una alta proporcion
(340 mg por cada 100 gramos) (Rodriguez et al, 2004). Ademas es valorado por
sus atributos farmacolégicos debido al contenido del alcaloide capsaicina (Vallejo
et al, 2006). En el 2007 se reporto una produccion mundial de 27.129.708
toneladas de Capsicum Verde, con un area cosechada de 1.764.284 hectareas
para un rendimiento de 15.377,1 Kg/ha (FAO, 2007).

En Colombia la produccién de aji para el 2008 fue de 19.065 toneladas con un
rendimiento de 8.4 toneladas/hectareas y una area cosechada de 2.277 ha y para
pimenton se tuvo una produccion de 53.653 toneladas con un rendimiento de 22.5
toneladas/hectareas y una &rea cosechada de 2.382 ha (Agronet, 2008).En el
departamento del Valle del Cauca en el afio 2008, se cosecharon 140 hectareas
de aji con una produccion de 2.465 hectareas para un rendimiento de 17,4 ton/ha.
y para pimenton se tuvo una produccién de 14.600 toneladas con un rendimiento

de 23,9 toneladas/hectareas y una area cosechada de 611ha (Agronet, 2008)

Los rendimientos del cultivo se disminuyen debido a la susceptibilidad a
condiciones climaticas adversas, al ataque de plagas y a la presencia de agentes
fitopatdgenos, entre los cuales esta Phytophthora capsici como uno de los mas
importantes. Es el agente causal de la secadera una enfermedad devastadora en

cultivos de aji y pimenton.

Conscientes que las areas de tierra cultivables se mantienen relativamente fijas,
mientras que la poblacibn humana aumenta en mayor proporcion, se hace
necesario el aprovechamiento de los recurso fitogenéticos teniendo en cuenta que
representan toda la diversidad genética vegetal resultante del proceso evolutivo y

proporcionan la materia prima (genes) para obtener variedades de plantas con

17



caracteristicas de adaptacion, resistencia a enfermedades y plagas (Vallejo et al,
2002).

Muchos paises realizan labores de colecta, conservacion y uso de los recursos
fitogenéticos por la  importancia que ellos representan. En Colombia la
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, actualmente cuenta con
germoplasma de aji y pimentén, colectado en diferentes sitios de Colombia vy
otros paises. Quien como una forma de aprovechar adecuadamente las
potencialidades de los recursos fitogenéticos de Capsicum ha realizado
evaluaciones de diferentes caracteristicas agrondémicas, dentro de ellas se ha
identificado fuentes de resistencia a enfermedades, como lo es la secadera
causada por Phytophthora capsici, se han desarrollado cruces entre estas fuentes.

P. capsici es un problema fitosanitario limitante en la produccion de pimentén vy aji;
en el Valle del Cauca La empresa Agronilo S. A., localizada en el municipio de La
Union, reporto a P. capsici como la responsable de 70% de las pérdidas (Figueroa,
2006%) y en el corregimiento de San Marcos, municipio de Yumbo, se han
calculado perdidas hasta del 80% ocasionadas por P. capsici en cultivos de

pimentén (Garcia, 2006)

Debido a la resistencia que desarrolla el patégeno por el uso de agroquimicos
para su control, el incremento de los costos de produccién en los cultivos y la
degradacion ambiental, se plantea continuar con la identificacion de fuentes de

resistencia a P. capsici en germoplasma de Capsicum spp. que sirva para

! Figueroa, A Ing. 2006 informacién personal Agrénomo. Asistente de la Empresa
Agronilo S.A, La Union Valle).

’Garcia, M. A. (2006) informacién personal. Profesor asociado de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Palmira.
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implementar el mejoramiento genético como parte de la estrategia de su control y

manejo, beneficiando asi a grandes y pequefios cultivadores de la region.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar fuentes de resistencia a P. capsici en germoplasma de Capsicum spp.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar la identificacion molecular del oomiceto P. capsici.

Clasificar el germoplasma de Capsicum spp. de acuerdo al nivel de resistencia

gue presenten a P. capsici.
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2. MARCO CONCEPTUAL

2.1 GENERO Capsicum
2.1. 2 Clasificacion taxon6mica

La taxonomia mas reciente de Capsicum por encima del nivel de especie es:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliosida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum

Fuente: Bosland y Votava, 2000

El género Capsicum pertenece a la gran familia de las Solanaceas, que tiene una
importancia sobresaliente desde el punto de vista cultural y econémico (Mendoza,
2006).

El conjunto de especies de Capsicum spp. fue descrito por primera vez por el
Francés Botanico- Taxonomo Joseph Pittdn de Tournefort en 1700 (citado por
Andrews, 1995). A pesar de que la clasificacion taxondmica presenta limitantes
como: a) definicibn o delimitacién de las distintas especies. b) diferenciacién
interespecifica. c) nivel a partir del cual las formas cultivadas se distinguen de sus
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progenitores silvestres (Vallejo et al, 2006), (Bosland et al, 2000), estiman 25
especies silvestres y cinco domesticadas (tabla 1). Una revisibn hecha por
Debouck et al 1993, sobre la informacion existente de especies reconocidas
dentro del Género Capsicum reportan 25 especies, 11 de ellas se consideran

dudosas de pertenecer al género.

La variacion en los reportes dados por diferentes autores, permiten definir que no
hay un nimero exacto de especies pertenecientes al género Capsicum, (Tabla 2)

Tabla 1. Especies silvestres y domesticadas de Capsicum

Especies Silvestres Especies domesticadas

. buforum A. T. Hunz C. annuum L

. campylopodium Sendt C. frutescens L.
. cornutum (Hiern) A. T. Hunz C. chinense jacq
. dusenii Bitter C. pubescens Ruiz y pavon
. mirabile Mart. C. baccatum L. var pendulum (willd)
. schottianum Sendt.

. villosum Send

. ciliatum (HBK) O.Kuntze

. flexuosum Sendt.

. hookerianum (Miers)

. parvifolium Sendt

. dimorphum (Miers)

. geminifolium A. T. Hunz

. lanceolatum (Morton & Standley)

. coccineum (Rusby) A.T .Hunz

. chacoense var tometosum

. minutiflorum

. scolnikianum A. T. Hunz

. cardenasii Heiser & Smith

. eximium A. T. Hunz

. galapagoense A. T. Hunz

. baccatum var praetermissum

. tovarii

O0O000000000000000000000

Fuente: Eshbaugh, 1980; Eshbaugh, 1983; Pickersgill, 1984.
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Tabla 2. Namero de especies del Género, segln varios autores

Autor Ao Numerc_) de
especies
Fuchs 1542 3
Bauhin 1623 8
Tournrfort 1700 27
Millar 1754 18
Linneo 1753 2
Linneo 1767 4
Besser 1811 17
Fingertuth 1832 60
Dunal 1852 5
Irish 1898 9
Bailey 1923 5
Shinners 1956 1
Esbaugh 1980 90
Garcia, 2006

En algunos paises a las especies de Capsicum picantes se les denomina aji o

chile y a las especies dulces se le denomina pimentén.

El termino Capsicum se deriva de el griego “kapso” que significa picar, haciendo
referencia a su pungencia o del latin “Capsa“ que significa caja que hace

referencia a la forma del fruto (Maga, 1975).

2.1.3 Botéanica y morfologia

El género Capsicum, comprende un conjunto de plantas semiarbustivas perennes,
su altura varia dependiendo, de la variedad, condiciones climaticas, y fertilizacion,
tiene sistema radical pivotante, provisto de un gran nimero de raices adventicias,
con una profundidad de 70 a 120 centimetros, las ramas son dicétomas, con un

apice acuminado, un peciolo largo y poco aparente (Ligarreto et al, 2004)
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Tiene hojas simples, de forma lanceolada a aovada, formadas por el peciolo,
largo, que une la hoja con el tallo y la parte expandida o lamina foliar. Esta es de
borde entero o apenas sinuado en la base (Nuez et al 1996.)

El género Capsicum presenta diferentes colores de flor, que hace referencia a su
especie. En Capsicum se definen dos grupos de flores: blancas y purpuras. En el
grupo de flores blancas hay dos subgrupos: El constituido por C. baccatum vy el
que agrupa a C. annuum, C. chinense, C. frutescens y en el grupo de flores
purpuras se encuentran las especie C. eximium, C. cardenasii y C. pubescens
(Pickersgill, 1980 Citado por Pardey, 2008)

Las semillas son en forma de disco y presentan rugosidades y depresiones, de
color café claro a negro y el tamafio es de 2.5 a 5mm y varia de acuerdo con el
tamano del fruto. EI numero de semillas por fruto es un caracteristica genética de
la variedad (Andrews, 1995).

El sistema reproductivo varia considerablemente con la especie y la variedad,
encontrandose un rango continuo de situaciones intermedias entre la autogamia y
la alogamia. La longitud del estilo y la posicion relativa del estigma en relacién con
las anteras condicionan considerablemente el sistema reproductivo. En las formas
no domesticadas y en las domesticadas de fruto pequefio, generalmente el
estigma sobresale por encima de las anteras dominando la alogamia, una
adaptacion filogenética a la alogamia se da por la polinizacion entomofila. Las
variedades cultivadas de fruto grande, en las formas de frutos largos apuntados el
estigma es mas alto que las anteras, en otras formas (globosas y frutos carnosos),

el estilo suele ser mas corto, con un alto grado de autogamia. (Nuez et al 1996.)

Los frutos en este género son bayas que presentan gran variabilidad, segun los
descriptores morfolégicos propuestos por IBGRI, 1995 (hoy Bioversity) se
presentan formas elongadas, redondas triangulares, acampanuladas; los colores
del fruto en maduro van desde blanco, amarillo, naranja, morado marrén y negro

entre otros.
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2.1.4 Especies silvestres

Las especies silvestres poseen genes particulares adaptados a condiciones
ambientales y de resistencia a insectos y enfermedades propias de la region.
(Vallejo et al 2002).Las especies silvestres de Capsicum han sido poco explotadas

comercialmente (Vallejo et al, 2006) desaprovechandose estos genes particulares.

Dentro de las especies silvestres se destacan C. chacoense A.T.Hunz., C.
galapagoense A.T.Hunz., C. praetermissum H y S., C. cardenassi H y S., C.
eximiun A.T. Hunz. y C. tovarii. Se afladen C. annuum var, aviculare y C.

baccatum var. baccatum, como especificas de las cultivadas.(Garcia, 2006)

2.1.5 Especies domesticadas

Se distinguen cinco especies domesticadas con base en caracteristicas
morfologicas: C annuum L.; C. frutescens L,: C. baccatum var. pendulum Willd.; C.
chinenese Jacq y C. pubescens R y P. Con excepcion de C. pubescens, tienen

una forma silvestres analoga (Garcia, 2006).

2.1.6 Origen y centro de diversidad

Pickersgill (1984), considero que el género Capsicum es originario de Sudamérica
en donde se diversifico en distintas especies silvestres. Una o varias de estas se
esparcieron por medios naturales a través del Istmo hacia Norteamérica. Algunas
de ellas fueron domesticadas, C. annum en México, C. chinense probablemente
en la parte superior del Amazonas, C. frutenscens en el area del Caribe, C.

baccatum en Boliviay C. pubescens en los Andes.

En hallazgos arqueoldgicos se han encontrado bayas de C. annuum que datan de
7000 afios antes de cristo en las cavernas de Tamaulipas y Tehuacan (México) y

de C. baccatum de 2500 afios antes de cristo en Huaca prieta (Peru), Lippert, et
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al, (1966) identifican a México como centro de origen de C. annuum y a
Guatemala como centro secundario, C. frutescens provendria de América tropical
y subtropical y habria sido domesticado en América central. Para otras especies
cultivadas vy silvestres se sefiala como centro de origen a Centro y Sudamérica
especialmente para C. pubescens. De acuerdo con Smith el centro de origen del
género seria el borde oriental de los Andes peruanos y bolivianos (Galmarini,
1999)

Capsicum se origino en el nuevo mundo, ya que se han encontrado frutos secos
en tumbas antiguas en Perd de mas de 2000 afios (Safford 1926, citado por
Lippert, et al, 1966) y DeCandolle (1886) menciono que la falta de referencia a
este género en lenguajes antiguos, la palabra Capsicum no es de indigenas del
viejo mundo ratificando su origen en el nuevo mundo (Citado por Lippert, et al,
1966)

Colon al regresar de su primer viaje al continente americano llevo el género
Capsicum a Europa en 1493. El cultivo se extendié desde el Mediterraneo hasta
Inglaterra en 1548 y en el mismo siglo llegdé a Europa Central. Los portugueses
llevaron el género a la India desde Brasil en 1585, el cultivo ya se realizaba en
China a fines del Siglo XVIII ( Boswell citado por Galmarini 1999)

Knapp (2007), menciona a Brazil como centro de diversidad de especies para
Capsicum, pero muchas especies también son encontradas en los Andes. Garcia
(2006) propone como posibles centros de diversidad a Venezuela, Colombia,
ecuador y Per(, cada uno con tres especies, Bolivia y Argentina con cuatro

especies Yy Brasil con nueve especies.

2.2. CONSERVACION DE LOS RECURSOS FITOGENETICOS

Las primeras iniciativas de conservacion de los recursos fitogenéticos a nivel

mundial se gestaron como resultado de las primeras dos Conferencias
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Internacionales sobre Recursos Fitogenéticos promovidas por la FAO en 1967 y
1973 (Franco, 2008). La conservacion de los recursos fitogenéticos se establecio
en bancos de germoplasma, teniendo en cuenta que son recursos limitados y
perecederos, su manejo se realiza en condiciones especiales. Debido a la
importancia que representa el género Capsicum, varios paises dentro de sus

colecciones cuentan con germoplasma de Capsicum spp. (tabla 3).

En Colombia las colecciones mas importantes se encuentran en las Instituciones
de CORPOICA Rio negro, SINCHI y la universidad nacional de Colombia sede
Palmira quien cuenta con una coleccién total de 770 introducciones. (Pardey,
2008). En la universidad Nacional de Colombia estos recursos genéticos son
utilizados en el Programa de Mejoramiento Genético y Produccion de Variedades
Mejoradas de Capsicum, el cual esta adscrito a la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Nacional Sede Palmira.

Tabla 3. Colecciones de germoplasma de Capsicum realizadas por diferentes instituciones

Instituciones

Especies AV-RI?C INJ FAP CATIE USDA (E.U) IPK .
(Taiwéan) (México) (Costa Rica) (Alemania)

C. annumm 4094 788 2429 1036
C. annumm var. Annuum 2728
C. annuum var aviculare 219
C. anonalum 1
C. baccatum 356 167 45 571 36
C. cardenasii 1
C. chacoense 30 15 18 5
C. chinense 380 220 107 468 40
C. eximium 4 2 4 4
C. frutescens 365 81 449 261 178
C. galapagoense 2 1 1
C. longum 2
C. microcarpum 7
C. praetermissum 4 5 7 4
C. pubescens 30 50 32 73 20
C. tovari 1
Capsicum sp. 1581 40 456 248 29

Fuente: Berke e Ingle, tomado de Garcia, 2006
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2.2.1 Caracterizacion y evaluacion del germoplasma

La caracterizacion y la evaluacion son actividades que describen los atributos
cualitativos y cuantitativos de las accesiones de una misma especie para
diferenciarlas, determinar su utilidad, estructura, variabilidad genética y relaciones
entre ellas, y localizar genes que estimulen su uso en la produccion o el
mejoramiento de cultivos. Las dos actividades requieren exactitud, cuidado y
constancia e incluyen un componente importante de registro de datos (Palacios,
2007).

2.2.2 Evaluaciéon de germoplasma de Capsicum spp. en busqueda de
resistencia a P. capsici

Un aspecto importante es la evaluacion del germoplasma existente de Capsicum,
basado en la hipotesis de que existen diferentes grados de susceptibilidad o genes

de resistencia en estas plantas. (Roig et al, 2009)

En Costa Rica se evaluaron 69 genotipos de aji en campo con suelo infectado
con el patdgeno, resultando susceptibles todas las lineas y moderadamente
resistentes algunas colecciones locales de Jalapefio (Mora et al, 1981). En
Pakistan se evaluaron 66 variedades lineas especies de Capsicum de las cuales
16 pertenecientes a C. annuum resultaron inmunes al ser inoculadas con 5 gr de

micelio de P. capsici (Saleen, 1999 citado por Roig et al, 2009).

En Espafa se evaluaron 23 lineas locales de C. annuum con una solucion de
zoosporas ajustada a 2x10 ¢ de tres aislamientos de P. capsici. No se encontrd
resistencia completa, pero se observaron diferentes respuestas y una interaccion

en el germoplasma al ser inoculados con los diferentes aislamientos (Ares, 2005).
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2.3 IMPORTANCIA DEL GENERO Capsicum

Algunas especies del genero Capsicum se utiliza de diversas formas, fresco,
seco, como especia en polvo, como colorante, natural, como agente antioxidante,
como bactericida y fungicida, como medicamento en la industria farmacéutica, en
la industria cosmetoldgica, en industria de embutidos y carnes enlatadas (Martin et
al, 1991) Por su potencialidad de comercializacién, se ha identificado como uno de
los cultivos prioritarios para investigacion y desarrollo por parte de diferentes

programas de Recursos Fitogenéticos.

Los cultivos de pimenton y aji son de gran importancia mundial, en el 2005 se
sembraron en el mundo 1.696.891 ha con un rendimiento de 14.7 ton /ha (FAO,
2006). La produccion del cultivo desde el afio 2003 al 2007, se muestra en asenso
(Tabla 4.)

Tabla 4. Evolucion de la producciéon mundial de Capsicum (2003-2007)

3 Produccion mundial
ANO en verde de Capsicum

(t)
2003 24.305.528
2004 24.568.958
2005 25.227.323
2006 26.475.362
2007 27.129.708

FAO, 2009

Asia es el continente donde mas se cultiva este género, siendo China el Mayor
productor. Europa ocupa el segundo lugar donde Espafa es el primer productor,.
En tercer lugar se ubica el continente americano con México y Estados Unidos

como principales productores (Tabla 5).
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Tabla 5. Principales paises productores de Capsicum verde

Produccion ( t)

Pais Ao

2004 2005 2006 2007
China 12.031.031 12.530.180 13.030.234 14.026.272
Turquia 1.700.000 1.829.000 1.842.175 1.759.224
México 1.431.258 1.617.264 1.681.277 1.890.428
Indonesia 1.100.514 1.058.023 1.185.060 1.128.790
Espafia 1.077.025 1.060.362 1.147.774 1.059.500
Estados Unidos 978.890 959.070 998.210 855.870
Nigeria 720.000 721.000 721.500 723.000
Egipto 467.433 460.000 470.000 475.000
Corea 410.281 395.293 352.966 414.136
FAOQO, 2007

Estados unidos y Alemania son los principales paises importadores de este
producto en el mercado mundial de aji (tabla 6) y México junto con Espafa

son los principales Exportadores de aji (Tabla 7)

Tabla 6. Principales paises importadores de Capsicum verde

Afio 2004 Afio 2005 Afio 2006 Afio 2007
F;?ésr']' Pais  Cantidad () zf’;'] Pais  Cantidad (i) F;?; Pais  Cantidad () zf’;'] Pais  Cantidad ()
1 Estados Unidos 445.997| 1 Estados Unidos 488.937| 1 Estados Unidos 555.536| 1 Estados Unidos 585.025
2 Alemania 282.179) 2 Alemania 287.943( 2 Alemania 218.357| 2 Alemania 217174
3 Francia 119.306| 3 Reino Unido 154.251] 3 Reino Unido 140.342| 3 Reino Unido 148.082
4 Reino Unido 115.984| 4  Francia 131.801| 4 Francia 140.311| 4  Francia 135.080
5 Canada 95.726| 5 Canada 102.582| 5 Canada 107.907| 5 Paises Bajos 117.991
6 Paises Bajos 77.079] 6 Paises Bajos 86.010( 6 Paises Bajos 107.854| 6 Canada 107.985
7 Rusia 58.514| 7 Rusia 62.247( 7 Rusia 71108 7 Rusia 77.055
8 Austria 52.794| 8 ltalia 60.893| 8 ltalia 68.602| 8 ltalia 58.464
9 ltalia 50.512| 9  Austria 54183 9 Austria 54.836| 9 Austria 47.880
10 Repcheca 33974 10 Rep checa 48975 10 Rep checa 52.515| 10 Rep checa 43315
FAO, 2007
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Tabla 7. Principales paises exportadores de Capsicum verde

Afio 2004 Afio 2005 Afio 2006 Afio 2007
POSE pais  canidad() [T pais  CAMORd (POSE e Canidad() | Pais  Cantidad 9
cion cion (t) cion cion

1 México 432960] 1 México 478.066| 1 México 517.832| 1 México 530.896
2 Espafia 395.437| 2 Espafia 429.359| 2 Espafia 477.806| 2 Paises Bajos 378.062
3 Paises Bajos 330.776| 3 Paises Bajos 359.768) 3  Paises Bajos 346.592| 3 Espafia 368.534
4 Estados Unidos 93.701f 4  Estados Unidos 94914 4 lsrael 94.690| 4 Israel 116.655
5 China 66.579] 5 Israel 80.182| 5 Canada 65.319| 5 Estados Unidos 108.521
6 lsrael 65.100] 6 Turquia 63.918/ 6 Estados Unidos 63591 6 Canada 74.999
7 Turquia 50.684| 7 Canada 57.049| 7 Turquia 59.495| 7  Turquia 51.379
8 Canada 49.206 8 China 39.425| 8 Francia 40.081| 8 China 47.162
9 Francia 26.157| 9  Hungria 33.972| 9 Hungria 30.507| 10 Francia 41.391
10 Hungria 25004 14 Francia 23.181| 11 China 26.359| 12 Hungria 27.110

FAO, 2007

A pesar de la baja produccion de aji en Colombia (Tabla 8), existen tres empresas

productoras de aji, que exportan el 98% de su produccion, producen variedades

como Tabasco, jalapefio, cayena y habanero. Estas empresas se denominan:

Hugo Restrepo y Cia, ubicada en el Valle del Cauca, tiene 250 hectareas

sembradas de aji y exporta 3.000 toneladas al afio; Tecnoaji, empresa ubicada en

Cartagena.

Tabla 8. Principales Departamentos productores de Capsicum (aji) en Colombia

Afio
2005 2006 2007 2008
Departamento
Produccion ~ Rendimiento  Produccién  Rendimiento  Produccion ~ Rendimiento  Produccion  Rendimiento
] (t/ha) t) (t/ha) t) (t/ha) t) (tha)
Magdalena 6.673 10,6 808 8,0 7571 8,0 10.196 84
Valle del Cauca 3.016 15,7 4,525 213 4111 21,6 2.465 174
La Guajira 2.898 79 1.644 8,0 1175 73 1.601 1.1
Atlantico 723 8,3 490 6,0 748 48
Cérdoba 698 9,2 495 81 1.055 87 730 9.0
Sucre 312 16,0 330 143 1.3719 88 1.224 6,5
Bolivar 207 45 23 2.840 6,9 921 6,2

Agronet, 2009
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La pasta que producen es vendida a la compafiia Mcllhenny en Estados Unidos,
que produce la salsa mas vendida en el mundo, conocida como “Tabasco”

(Revista Cambio, 2008) y Comexa Foods. S.A ubicada en Bolivar.

En el Departamento del Valle del Cauca la mayor produccién se reporto entre los
afios 2006-2007, y disminuyo en el 2008, (Tabla 9 ) esta puede ser explicada por
la aparicion de plagas y enfermedades en diferentes épocas climaticas, que

afectan el cultivo.

Tabla 9. Produccién de Capsicum (aji) en el departamento del Valle del Cauca.

o Area Produccion Rendimiento
AR cosechada ) (tha)
(has)
2004 294 5,037 17,1
2005 192 3,016 15,7
2006 213 4 525 21,3
2007 190 4,111 21,6
2008 140 2,465 17,4

Agronet, 2009

2.3.1 Limitantes del cultivo

En Colombia se han registrado 15 organismos patdgenos que causan
enfermedades en cultivos de pimenton. Esta situacion se ha dificultado debido a
gue al ser solanacea comparte enfermedades con el tomate, al cual lo atacan 48
organismos patdogenos en Colombia (Tamayo, 2001), por tal razén son
susceptibles en menor o mayor grado a estos. Estos organismos pueden ser
bacterias, hongos, virus y nematodos, reduciendo la productividad y la calidad del

producto en la cosecha y almacenamiento (Jaramillo, 2001).

El marchitamiento o secadera, causado por el Oomicete Phytophthora capsici

Leonian, es una enfermedad limitante e importante del pimenton en Colombia, y la
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mas conocida a nivel mundial. Recibe diversos nombres en esparfiol como tristeza,

tizén, seca, marchitez, secadera tardia, etc.

2.3.2 Secadera o marchitez de Capsicum

Generalidades

El tizén o tristeza es un problema para la produccion de varias especies vegetales

en el mundo entre ellas esta la produccion de pimiento.

La primera publicacion y descripcion sobre el tizén en pimiento y su agente causal
P. capsici fue realizada por Leon H. Leonian, cuando encontr6 la enfermedad en
plantas de chile en la estacion de investigacion agricola de Nuevo México, Las
Cruces en 1922 (Leonian, 1922). Cuarenta y nueve especies de plantas pueden
ser infectadas por P. capsici (Erwin et al, 1996). Los mayores hospederos son
pimientos rojos y verdes (Capsicum annuum), Sandia (Citrullus lanatus), melén
(Cucumis melo), pepino (Cucumis sativus), calabaza (Cucurbita maxima),
calabaza bellota y calabacin (Cucurbita moschata), calabaza amarilla y zuchinni
(Cucurbita pepo), tomate (Lycopersicon esculetum), pimienta (Piper nigrum) y

berenjenas (Solanum melongena) (Tian et al, 2004).

En 1989 Palazon et al, publicaron que la tristeza o tizon del pimiento fue la
enfermedad que presento mayor trascendencia economica en el cultivo de

pimiento en los Paises Mediterraneos.

Aunque en Esparfia fue conocida hace mucho tiempo, no se ha documento hasta
1964 (Davila, 1964 citado por Ares et al, 2005) y desde entonces persiste en este
Pais (Bartual et al, 1991).

En México se estima que la incidencia de la enfermedad en diversas zonas

productoras de chile puede reducir hasta en un 50% la poblacion de plantas
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cultivadas y en condiciones favorables pérdida total del cultivo (Redondo y
Rodriguez , 1987 citado por Vargas et al, 1996),

En Argentina esta enfermedad es una de las causas mas importantes de perdidas
en cultivos de pimenton, la enfermedad se caracteriza por un marchitamiento
repentino de la planta en consecuencia de la pudricion de las raices y cuello (Roig
et al, 2009).

En Korea esta enfermedad se presenta en todos los oOrganos de la planta
especialmente en campos excesivamente humedos por los periodos prolongados
de lluvia (Kim et al, 1989)

lllinois es el primer productor de calabaza para procesamiento comercial en
estados Unidos (Babadoost et al, 2003) pero el tizon causado P. capsici se ha
vuelto una amenaza para la produccion de esta especie vegetal y ha causado mas
del 100% de perdidas en rendimiento, (Babadoost, 2000).

2.3.3 Sintomas de la enfermedad en pimiento

Las raices tallos, hojas, y frutos de pimenton son susceptibles. Aunque la infeccion
puede ocurrir solo en partes aéreas es muy comun en la linea del suelo (Roberts
et al, 2001). El primer sintoma comunmente presentado en lotes de pimenton es
un dafo en el cuello de la raiz, una lesion circular en la base del tallo que causa

volcamiento y muerte de la planta (Phytophthora blight of pepper, 2001).

Las raices infectadas son de color café oscuro y blando, las manchas de las hojas
comienzan pequefas. Circulares, irreguales y acuosas. Con el tiempo se

agrandan, se aclaran y pueden romperse (Roberts et al, 2001).

Los frutos de pimenton son afectados a través del pedunculo, se encogen, se
arrugan Roberts et al, 2001) y presenta lesiones oscuras cubiertas con micelio

blanco y permanecen prendidos en la planta (Phytophthora blight of pepper, 2001).
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En las hojas causa lesiones circulares, café grisaseas y hiumedas, las lesiones de
hojas y tallos son comunes cuando el inoculo es dispersado por salpique del suelo
a partes bajas de la planta. (Ristaino et al, 1999)

2.3.4 Manejo de la enfermedad

Las estrategias recomendadas para manejo de afiublo de pimentdn incluyen
prevencion del patdgeno. (Phytophthora blight of pepper, 2001).

La estrategia primaria es el manejo de la dinamica del agua en el suelo dandole el
mejor drenaje posible, la rotacion de cultivos con hospederos no susceptibles,

aplicacion de fungicidas apropiados (Lamour et al, 2001)

Seleccion de lotes sin historia de la enfermedad, y que no hayan tenido cultivos de
pimentdn, cucurbitaceas, tomate o berenjenas por mas de tres afios, seleccionar
lotes aislados de campos infestados con P. capsici, limpiar el equipo agricola del
suelo, sembrar en camas altas, y prepararlas antes del transplante pueden ser
hechas con un cuello central para que el agua corra durante la lluvia, No regar con
agua drenada de lotes infestados, explorar el campo los sintomas producidos P.
capsici después de lluvias fuertes y en areas con dificultad de drenaje
(Phytophthora blight of pepper, 2001).

Teniendo en cuenta que los recursos fitogenéticos para la alimentacion y la
agricultura (RFAA) son los elementos basicos para el mejoramiento de los cultivos
a través de la seleccion y mejoramiento genético convencional y mediante
técnicas modernas de biotecnologia (Debouck et al 2008). Se considera que la
evaluacion de los recursos genéticos de Capsicum spp. para la resistencia
duradera a P. capsici puede representar uno de los medios mas efectivos de

manejo de la enfermedad.
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2.3.5 Descripcion del agente causal de la enferme  dad Phytophthora capsici

La clasificacion taxonémica de Phytophthora capsici Leonian es la siguiente:

Reino: Chromista
Phylum: Peronosporomycetes
Division: Pseudofungi

Subdivisién: Mastigomycotina

Clase: Oomicetes

Subclase: Peronosporomycetidae
Orden: Peronosporales (Pythiales)
Familia: Pythiaceae

Género: Phythphthora

Especie: Phytophthora capsici Leonian

Fuente: Erwin y Ribeiro, 1996.

Clase Oomicetes

Los rasgos diferenciales de los Oomicetos son: 1) Con pocas excepciones
producen zoosporas biflageladas con un flagelo barbulado hacia delante y otro liso
dirigido hacia atras 2) Sus paredes son formadas principalmente por glucano y
celulosa. En la mayoria no existe la quitina. 3) Su reproduccién sexual es
oogamica, por contacto gametangial. 4) La meiosis es gametangial, por lo que sus

nacleos somaticos son diploides. (Alexopoulos et al, 1985)
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Los oomicetes de estructura mas sencilla son acuaticos que viven libres o
parasitan algas, mohos acuaticos, animales pequefios y otras formas de vida
acuatica. Los mas complejos son para sitos terrestres de plantas, que pasan la

totalidad de su ciclo vital en el huésped. Alexopoulos et al, 1985)

Las estructuras sométicas pueden ser desde un talo unicelular simple hasta un
micelio filamentoso y abundante, profusamente ramificado, que crece
exuberantemente sobre el substrato o medio circundante. La mayoria presentan

estructuras reproductivas sexuales y asexuales (Alexopoulos et al, 1985).

Familia Pythiaceae

Las familia Pythiaceae comprende hongos acuaticos, anfibios, y terrestres.
Muchos de estos Ultimos provocan graves enfermedades en plantas de
importancia econOmica. El micelio esta bien desarrollado. Algunas especies
producen haustorios. En la mayoria de las especies, las hifas portadoras de
esporangios son indistinguibles del micelio, en algunas especies se forman
esporangioforos definidos. En la especies mas especializadas los esporangios son
caducos y a menudo germinan mediante un tubo de germinacion, en vez de

producir zoosporas. (Alexopoulos et al, 1985)
Género Phytophthora

Hay mas de 60 especies del genero Phytophthora y muchos son patégenos
destructivos de plantas. Esfuerzos extensivos son dirigidos al control de
Phytophthora cada afio, los cuales causan serias pérdidas en los cultivos.
(Goodwin, 1997)

Anton de Bary fue el primero en acufar el nombre de Phytophthora (destructor de
plantas) en 1876 cuando describidé el tizon tardio de la papa, Phytophthora

infestans una especie para un nuevo genero (Zentmyer, 1983).
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Las especies de Phytophthora producen varias enfermedades en muchos tipos
distintos de plantas. La mayoria generan pudriciones de la raiz, ahogamiento de
plantulas y pudriciones de tubérculos, cormos, tallos cortos y otros 6rganos, Otras
especies causan pudriciones de yema o de frutos y algunos tizones foliares.
Algunas especies son especificas al hospedero, pero otras tienen un amplio rango
de éstos y pueden producir sintomas similares o distintos en muchos tipos de

plantas hospederas. (Agrios, 2005).

Las especies de Phytophthora se ven favorecidas por las altas temperaturas, alta
humedad en suelo y atmosférica. Algunas veces el patdégeno ataca el tallo por
debajo de la superficie del suelo o bien puede atacar primero la raiz principal y
producir sintomas semejante a los que se deben por la sequia y el marchitamiento
general de los 6rganos aéreos de la planta antes de que aparezcan chancros o
cualquier tipo de lesién directa por arriba de la superficie del suelo. En la mayoria
de casos, el oomicete ataca a la planta a nivel de la superficie del suelo y produce
el empapado de su corteza, la cual toma una apariencia de zona obscura sobre el
tronco. Esta zona avanza en todas direcciones, y si la planta es pequefia y
suculenta, el ennegrecimiento puede rodear a todo el tallo en poco tiempo, lo cual
hace que las hojas de la parte inferior de la planta se desprendan y que, de hecho,
toda la planta se marchite. En algunos casos las estructuras reproductivas de tipo
asexual de este oomicete son diseminadas a partes aéreas de la planta

produciendo dafio en hojas, yemas y frutos (Agrios, 2005).

2.3.6 Phytophthora capsici Leonian

Micelio

Micelio cenocitico, enredado frecuentemente, se pone densamente tuberoso bajo
ciertas condiciones de cultivo, las extensiones tuberosas son esféricas u ovoides

formas iguales a los esporangios, rico en protoplasma, mas oscuro que el micelio,
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a menudo numerosos, dando crecimientos extensos, similares a racimos de uva.
(Leonian, 1922)

Esporangios

Esporangios generalmente ovoides que varian segun el medio de cultivo, se
presentan formas elongadas elipsoides, subesferoides, elongaciones irregulares
con formas intermedias, papilla prominente apical en un solo esporangio algunas
veces pueden ser tres variando su disposicion, (Leonian, 1922) pueden ser
desprendidos del esporangiéforo (caducos) (Ristaino et al, 999). Tiene
germinacion por zoosporas y en condiciones especiales por tubos de germinacion.
El tamafio del esporangio es muy variable, esta en promedio de 60 x 36 p
(Leonian, 1922)

Oosporas

La sobrevivencia a largo plazo o fuera del tejido del hospedero se debe a la
oospora (Hausbeck et al, 2004) la cual es gruesa de multiples capas de B-glucano
y celulosa (Erwin et al, 1996). Las oosporas requieren de un periodo de incubacion
de 4 semanas (Gerrettson, 1989, citado por Erwin et al, 1996) antes de germinar

directamente o por formacion de esporangio.

P. capsici es una especie heterotalica y requiere de dos tipos de compatibilidad
designados Al y A2 para completar la fase sexual (Erwin et al, 1996). Las
oosporas son formadas cuando los dos tipos de compatibilidad A1 y A2 entran en

asociacion (Ko citado por Hausbeck et al, 2004).
Zoosporas

Las zoosporas exhiben geotropismo negativo y quimotactimente siguen gradientes

de nutrientes mientras nadan (Erwin et al, 1996). Asi las Zoosporas tienen
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contacto con la superficie de la planta ellas se enquistan y germinan para producir
tubos de germinacion (Hickman, 1970) La penetracion de la superficie de las hojas
por P. capsici ocurre directamente o a través de aberturas naturales como los

estomas. (Hausbeck et al, 2004) Estas son producto de la reproduccion asexual.

2.3.7 Ciclo de vida de la enfermedad

P. capsici es heterotdlica y el complemento de la fase sexual requiere de tipos de
compatibilidad A1 Y A2.

La reproduccion sexual es mediada por sefiales hormonales extracelulares y tiene
potencial para autofertilizacion y fertilizacion cruzada (Ko citado por Lamour et al,
2001). La oosporas generalmente requiere un periodo de dormancia antes de
germinar. La germinacion de oosporas produce micelio cenocitico, el cual puede
infectar directamente o diferenciarse en esporangios bajo condiciones apropiadas.
(Ristaino et al, 1993).

P. capsici se reproduce por medio sexual y asexual. El patdgeno produce dos
tipos de parejas conocidos como Al y A2 estos son tipo actualmente compatibles
y no corresponden a formas dimorfitas. Cada tipo de pareja produce hormonas
responsables de diferenciacibn gamentagia en el tipo de pareja opuesta. Produce
un gametangio masculino llamado anteridio y un gamentangio femenino llamada

oogonio (Ristaino et al, 1999)

2.4 IDENTIFICACION MOLECULAR

Tradicionalmente la identificacion segura del patdgeno requiere de observaciones
morfolégicas de esporangioforos, esporangios, zoosporas libres, y oosporas
(Stamps,1990 citado por Ristaino et al 2009). La identificacion usando métodos
taxonOmicos clasicas requiere tiempo y experiencia. Analisis con lsoenzimas,

ensayos serologicos, pruebas de DNA, RFLP, y reaccion en cadena de la
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polimerasa (PCR) han sido usados para identificar y evaluar la variacion genética
entre especies de Phytopthora. La subunidad rDNA nuclear pequefia son
secuencias que evolucionan lentamente y son utiles para estudiar distancias entre
organismos relacionados, considerando el espacio transcrito interno (ITS) y la
region intergénica de las unidades repetidas rRNA nuclear que varia entre
especies y poblaciones, estas han sido usadas para desarrollar herramientas
rapidas para la identificacion de especies de Phytophthora econdmicamente
importantes. Cuatro fragmentos de aproximadamente de 290pb, 219pb, 194pb vy
1440pb estan presentes en P. capsici después de la digestion con Mspl (Ristaino
et al, 1999).

41



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION

Este trabajo se realizé en el laboratorio de Biologia Molecular e invernadero de la
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira localizada en el departamento del
Valle del Cauca, como parte del proyecto “Mejoramiento Genético de Pimenton y

Aji para resistencia a Phytophthora capsici”

3.2 OBTENCION DE AISLAMIENTOS DE Phytophthora capsici, COMO FUENTE
DE INOCULO

La metodologia para obtener la fuente de inoculo, fue desarrollada en las

siguientes fases

Fase de campo — recoleccion de material afectado

Se visitaron distintos municipios productores de aji y pimentén en el departamento
del Valle del Cauca, entre ellos estuvieron el municipio de Palmira (corregimiento
de rozo, vereda La torre y CORPOICA, Barrio El Olimpico), Yotoco (Veredas La
Colonia y El Guadualito), Yumbo (Barrio Fredy Pefia), Darien (Vereda La Florida)
y Roldanillo (Vereda La Seca). En cada uno de ellos se realiz6 una inspeccion
visual de los cultivos de Capsicum spp. para detectar focos o plantas que
presentaran la sintomatologia caracteristica (figura 1) de la enfermedad producida

por P. capsici.

Se colectaron plantas vivas, en su mayoria con presencia inicial del patégeno,

posteriormente cada muestra fue etiquetada y dispuesta en papel toalla. Se
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guardaron en bolsas de papel y se trasladaron al laboratorio de Biologia Molecular
de la Universidad Nacional sede Palmira.

Figura 1. Lesiones causadas por Phytophthora capsici. A. Lesiones negras
causadas para P. capsici en tallo de aji B. Frutos lesionados con presencia de
micelio en semillas C. Lesiones circulares en hojas D. Hojas secas prendidas en la
planta E. Dafio avanzado en la parte interna del tallo F. Pudricién de de la corona
de laraiz.

Fase de laboratorio — Aislamiento del patégeno a pa  rtir del material afectado

De las muestras colectadas se seleccionaron tejidos que no tuvieran un estado
avanzado de descomposicion o0 estuvieran muy necroticos. Segun Erwin et al.
(1996) y Paz (2004). Cuando se presume que Phytophthora es sospechoso de
ser el agente causal de una enfermedad, la seleccion de tejidos afectados para
aislamientos debe ser en un estado activo de infeccién, ya que Phytophthora es

muy dificil de aislar de tejidos necréticos.

El material seleccionado (tejido interno de raiz y de tallo afectado) se corto en
trozos pequefios procurando mantener su hidratacién. Posteriormente fueron
lavados por 20 minutos con agua potable y se desinfectaron con alcohol al 30 %

durante dos minutos. Seguidamente fueron lavados con agua estéril y se trataron
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con hipoclorito de sodio al 0.5 % durante un minuto, que luego fue enjuagado con
agua destilada estéril. Las muestras desinfectadas previamente secadas, se
sembraron en cajas petri que contenian medio de cultivo selectivo para P. capsici
de agar Avena (A.A) Modificado (Ver anexo B). Estas se llevaron a una
incubadora a 28°C, durante 4 a 7 dias hasta observ ar crecimiento caracteristico
del patégeno (figura 2). De cada aislamiento se realizo varias transferencias a
cajas petri con medio de crecimiento Agar Avena (A.A) para obtener cultivos

puros del patdgeno.

Figura 2. Aislamiento del patdgeno a partir del material afectado ~ A) Corte en trozos de raiz y
tallo afectado de Capsicum. B) Hidratacion de los cortes C) Recipiente con la muestra cubierto
con muselina D) Lavado de la muestra con agua potable por 20 minutos E) Desinfeccion con
alcohol (30%) por 2 minutos e hipoclorito de sodio (0.5%) durante 1 minuto F) Secado de la
muestra en camara de flujo laminar G) Patégeno sembrado y crecido en Agar Avena (AA)
incubado a 28°C.

3.2.1 Cultivos monozoosporicos

Se produjeron esporangios transfiriendo trozos de Agar Avena (A.A) con
crecimiento activo de micelio de cada uno de los aislamientos obtenidos del
patogeno (tabla 10), a cajas petri con extracto de suelo (mezcla de suelo con agua

desionizada posteriormente decantada) (Donahoo et al. 2006) y cinco semillas de
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Capsicum, posteriormente fueron incubados a temperatura ambiente, en luz y

oscuridad por 4 dias hasta que se observo colonizacién del patégeno.

Se tomo un mililitro de extracto de suelo con crecimiento del patdégeno y se diluyo

en 9 mililitros de agua destilada estéril contenida en tubos de 10 ml.

Para inducir liberacién de zoosporas la dilucion realizada, se someti6 a un
enfriamiento a 4C durante 40 - 60 minutos y a una incubacién de 28T durante 30
minutos. (Metodologia de Kim et al. 1989 modificada)

Con una aguja de transferencia se sembré la dilucion en forma de rayado en
medio de cultivo Agar Avena (A.A), esto permitid el crecimiento individual de
colonias del patdgeno. Posteriormente se tomo micelio de una sola colonia y se
sembrd en cajas petri con medio de cultivo Agar Avena (A.A) que fueron crecidas

en una incubadora a 28<.

3.2.2 Almacenamiento de los aislamientos de  P. capsici

El almacenamiento de los aislamientos puros del patégeno se realizo de las

siguientes formas:

1. De los Cultivos monozoosporicos se tomo una muestra y se sembré en tubos de
ensayo con medio inclinado de Agar Avena (A.A) y se almacenaron a temperatura

ambiente. Se sembr¢ tres tubos de ensayo por cada aislamiento.

2. Trozos de medio con micelio (Cultivos monozoosporicos) se llevaron a tubos de
ensayo con agua destilada estéril, que fueron almacenados a temperatura

ambiente. Se almaceno tres tubos de ensayo por cada aislamiento.
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3.3 IDENTIFICACION MOLECULAR DEL PATOGENO

3.3.1 Extraccion de ADN

Se preparo medio de cultivo V8 liquido modificado (Guo et al., 1993) (Ver anexo
C) y se dispenso en tubos de ensayo, en los cuales se sembrd micelio de cada
uno de los aislamientos obtenidos de cultivo monozoosporico. Se dejo crecer en
una incubadora a 28 T, hasta que se obtuvo una cantidad aproximada de 20 mg
de micelio, este fue utilizado para extracciéon de ADN. Para este proceso se utilizo
el Kit de extraccion DNeasy plant mini and Dneasy plan Maxi Handbook Quiagen,

al cual se le realizaron modificaciones. (Ver Anexo A)

3.3.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymer ase Chain Reaction -
PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa se hizo con los primers IT5
(5" GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG), y PCAP (5 -TCCTCCGCTTATTGATA
TGC), que fueron usados por Tian et al. (2004) para detectar P. capsici en

diferentes hospederos.

Para realizar la PCR se siguid el procedimiento desarrollado por Ristaino et al.
(1998), realizando las siguientes modificaciones: cada muestra de 50 pl contenia
la mezcla de reaccion, compuesta por 5 pl de Buffer PCR10X, 2 pl de MgCI2
10mM, 2 ul de dNTPs (1.25 mM de cada uno), 2 pl de cebadores (10 uM de cada
uno), 0.4 pl de Taq polimerasa, 2 ul de ADN y 25,6 pl de agua.

Las condiciones de amplificacion incluyen un primer ciclo de desnaturalizacion
inicial a 96 T por 2 min., seguido por 35 ciclos d e: desnaturalizacién a 96 € por 1
min, alineamiento de los cebadores a 55 € por 1 min, y extension a 72 T por 2
min. Este proceso se realizo en un termociclador PTC 100 Programmable Termal

Controller, MJ. Research, Inc.
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3.3.3 Digestion del fragmento amplificado

Se usaron 0.2 pl de la enzima Mspl, 2 ul de buffer, 8 pl de amplificado, y 9.8 ul de
agua. La digestion se llevo a cabo en un termociclador PTC 100 Programmable
Termal Controller, MJ. Research, Inc. Bajo las siguientes condiciones de

temperaturas: 37C 1 hora y media, 65T por 10 minu tos.

Los productos amplificados se observaron en un gel de agarosa al 3% de alta
resolucioén tefiida con 0.2 ul de bromuro de etidio, a 80 voltios durante 2 horas y
visualizados en luz ultravioleta para confirmar si las bandas observadas fueran del

tamafo reportado por Ristaino et al. (1998).

3.4 DECAPITACION DE PLANTAS

La decapitacion de plantas se implemento en tres experimentos: el primero fue la
determinaciéon del mejor método de inoculacion de P. capsici, el segundo consistio
en la determinacion del aislamiento mas patogénico y el tercero fue la evaluacion

de la resistencia a Phytophthora capsici, en germoplasma del género Capsicum

Spp

La decapitacion de plantas fue empleada por Pochard et al. (1976), (tomado por
Bartual et al. 1991), quienes lo usaron en su investigacion genética de la
resistencia a Phytophthora capsici Leonian en aji, por su posibilidad de
cuantificacion, permitiendo conocer en cualquier momento a partir de la
inoculacion la progresion de la infeccion en cada planta. La decapitacidn, consistio
en seccionar transversalmente el tallo de la planta por encima de la sexta o
séptima hoja verdadera una vez alcanzado el estado fenologico de diferenciacion
del primer botén floral. En donde posteriormente se coloca el micelio del patégeno
(Bartual et al., 1991).
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La expectativa de Bartual et al. (1991) en su investigacion fue que las plantas
sensibles murieran por el progresivo avance de la infeccion a lo largo del tallo,
mientras que las plantas resistentes presentaran lesiones necrosadas reducidas,
siendo capaces de rebrotar y ser definitivamente resistentes. La principal razon
por la que las plantas se testan una vez alcanzado el estado fenolégico de primer
boton floral se debe a que la resistencia no se manifiesta plenamente hasta que
las plantas hayan alcanzado un desarrollo proximo al estado adulto, ya que
decapitarlas cuando son mas jovenes conduciria a la destruccion de una parte del
material resistente (Gil, 1988, citado por Bartual et al., 1991). Por otra parte, el
oomyceto es capaz de invadir tejidos en plantas portadoras de genes de
resistencia hasta que haya transcurrido el tiempo necesario para que los
mecanismos responsables de la resistencia actuen por induccion del parasito y

sean efectivos (Molot y Mas, 1983, citado por Bartual et al., 1991).

Bartual et al., 1991, para estudiar la dinamica o progreso de la infeccion, realizaron
lecturas en diferentes dias después de inocular, las medidas de las sucesivas
lecturas las expresaron en milimetros. Este método tiene la ventaja de
proporcionar datos de naturaleza cuantitativa ya que se miden caracteres métricos
como son la longitud de tallo afectado por la infeccibn o la extensién de la
necrosis, con lo que se facilita el posterior andlisis estadistico de los mismos
(Bartual et al. 1991).

En este estudio el método de decapitacion usado por Bartual et al. (1991). Se
implemento realizando modificaciones de acuerdo a cada uno de los ensayos
evaluados, las medidas de longitud de tallo afectado por la infeccion o la extensién

de la necrosis se tomaron en centimetros.
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3.5 DETERMINACION DEL MEJOR METODO DE INOCULACION DE
Phytophthora capsici.

Se utilizaron plantas de aji variedad Cayenne con tres meses de edad, el
patdgeno, fue incubado a 28T y se realizaron los s iguientes experimentos.

1. Inoculacion de micelio del patdgeno crecido en medio de cultivo Agar Avena
(Figura 3). Se sembro el patogeno en medio de cultivo agar avena y se dejo crecer
hasta cubrir el medio de cultivo. Se extrajo un disco de cuatro mm mas o menos
de didmetro del medio de cultivo con micelio crecido del patégeno y se coloco en
la seccion transversal practicada o decapitada, seguidamente, fue cubierto con
una pelicula plastica de cloruro de polivinilo (PVC), tanto la seccion como la
porcion de tallo proxima al &rea seccionada con objeto de evitar su posible

desecacion (Bartual et al. 1991).

Figura 3. Inoculacion de plantas utilizando discos de Agar Avena con micelio de P. capsici

2. Inoculacién con fragmentos de micelio en suspension (Figura 4). Esta
metodologia fue wusada por Corredor. (2005) para la recuperaciéon de
patogenicidad de P. tripocales con I6bulos de hojas de Yuca. Se sembré el
patdogeno en medio de cultivo liquido V8 liquido y se dejo crecer hasta obtener
suficiente micelio. Este crecimiento se coloco en la seccion transversal practicada

o decapitada, seguidamente, fue cubierto con una pelicula plastica de cloruro de
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polivinilo (PVC) con el fin mantener condiciones de humedad favorables para la
penetracion del patdogeno en el tejido del tallo (Kim et al., 1989).

Figura 4. Inoculacion de plantas utilizando micelio de P. capsici. crecido en medio de cultivo
liquido V8

3. Inoculacion con insercién de un palillo de madera colonizado con micelio del
patégeno (Figura 5), desarrollado en medio de cultivo Agar Avena (A.A) (Salazar
et al., 1977) y De La Torre et al., 2009). Se sembr6 el patégeno en medio de
cultivo Agar Avena y cuando se observo crecimiento inicial se adiciono puntas de
palillos de madera esteriles, que fueron colonizadas completamente por el micelio
del patégeno. Posteriormente se insertaron en la seccion transversal practicada o
decapitada, que fue cubierta con una pelicula plastica de cloruro de polivinilo
(PVC).

Figura 5. Inoculacion de plantas utilizando un palillo de madera colonizado con micelio P.
capsici crecido en medio de cultivo Agar Avena
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Los tres tratamientos Agar Avena, medio de cultivo liquido V8 y Agar Avena mas
palillos de madera se evaluaron bajo condiciones de invernadero en un arreglo
completamente al azar. En cada tratamiento se usaron 24 plantas, que fueron
inoculadas con el aislamiento 22 y 4 plantas testigos en las cuales se evalu6 cada

uno de los tratamientos sin presencia del patdégeno.

Se evalud la variable avance del sintoma acumulado (cm) producido por P.
capsici. Se realizaron 6 lecturas del avance progresivo de la infeccién a lo largo

del tallo cada 48 horas. Estas se iniciaron 6 dias después de la inoculacion.

Se realiz6 un analisis de varianza usando el procedimiento GLM de SAS. Se hizo
comparacion de medias a través de la prueba DUNCAN. El tratamiento
correspondiente al testigo no fue incluido en los analisis. Se utilizo un nivel de

significancia al 5 %.

Se hizo un andlisis de regresion logistica usando el programa CurveExpert 1.4
entre la variable de respuesta avance del sintoma acumulado (cm) producido por
P. capsici y la variable independiente dias después de la inoculacion.

3.6 DETERMINACION DEL AISLAMIENTO MAS PATOGENICO

Con insercion de un palillo de madera (De La Torre et al., 2009), colonizado con
micelio del patdgeno crecido a 28T en medio de cu ltivo A.A. Se inocularon bajo
condiciones de invernadero, 25 aislamientos sobre plantas decapitadas de aji de

cuatro meses de edad de la variedad Cayenne.

La inoculacion con insercion de un palillo de madera (De La Torre et al., 2009),
colonizado con micelio del patégeno, se uso porque presento el promedio mas
alto, arrojado por la prueba multiple de medias DUNCAN para la variable de

respuesta avance del sintoma acumulado producido por P. capsici.
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Se realizo un disefio completamente al azar, con tres plantas por cada
aislamiento, y una planta testigo sin presencia del patégeno. Se evaluaron las
variables: avance del sintoma acumulado (cm) producido por P. capsici y avance
del sintoma (cm/dia) producido por P. capsici. Esta ultima variable se transformo
usando la formula V x + 0.5. Se realizaron 9 lecturas del avance progresivo de la
infeccion a lo largo del tallo, cada 24 horas. Estas se iniciaron cuatro dias después

de la inoculacion.

Se realiz6 un analisis de varianza usando el procedimiento GLM de SAS y se hizo
comparacion de medias a través de la prueba DUNCAN. El tratamiento
correspondiente al testigo no fue incluido en los andlisis. Se utilizo un nivel de
significancia al 5 %. Los datos de la variable avance del sintoma (cm/dia)
producido por P. capsici se presentan sin transformar. Exceptuando su analisis de

varianza.

Se hizo un andlisis de regresion logistica usando el programa CurveExpert 1.4
entre la variable de respuesta avance del sintoma acumulado producido por P.
capsici y la variable independiente dias después de la inoculacion.

3.7 EVALUACION DE LA RESISTENCIA A Phytophthora capsici, EN
GERMOPLASMA DEL GENERO Capsicum spp

Ciento veinte accesiones de germoplasma vegetal de Capsicum spp fueron
usadas. Las semillas fueron proporcionadas por la Universidad Nacional de
Colombia sede Palmira, quien cuenta con una coleccion de Capsicum spp. y por la
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria CORPOICA Rio negro

ubicado en Medellin, quien cuenta con una copia de la coleccion.

Las semillas fueron germinadas bajo condiciones de invernadero en bandejas
plasticas pequefias cada una con 128 alvéolos, usando turba como sustrato. Se

mantuvieron en estas bandejas hasta lograr la germinacion completa de las
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plantas pertenecientes a cada una de las accesiones. Las plantulas a los sesenta
dias después de la siembra fueron transplantadas a bandejas grandes de 24
alvéolos con un sustrato compuesto de suelo esterilizado al vapor y cascarilla de
arroz (Figura 6).

Figura 6. Obtencion de material vegetal A. Germinacion de semillas B. Trasplante a
bandejas grandes.

Con insercién de un palillo de madera (De La Torre et al., 2009), colonizado con
micelio del aislamiento 43 crecido a 28C en medio de cultivo A.A. se realizo la
inoculacién 60 dias después del transplante. El aislamiento 43 de P. capsici fue
escogido para la inoculacion, porque presento el promedio mas alto, arrojado por
la prueba multiple de medias DUNCAN para la variable de respuesta avance del
sintoma (cm) acumulado producido por P. capsici ( tabla 16).

Las accesiones de Capsicum spp. (ver anexo D) fueron evaluadas bajo
condiciones de invernadero, con un disefio de bloques completos al azar con 3

repeticiones, cada repeticion con 4 plantas.

Se evalug la variable avance del sintoma acumulado producido por P. capsici. Se
realizaron 9 lecturas del avance progresivo de la infeccion a lo largo del tallo cada
48 horas. Estas se iniciaron cuatro dias después de la inoculacion.
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Se realiz6 un analisis de varianza usando el procedimiento GLM de SAS. Se hizo
comparacién de medias a través de la prueba DUNCAN. Se utilizo un nivel de

significancia al 5 %.

Se hizo un andlisis de regresion logistica usando el programa CurveExpert 1.4
entre la variable de respuesta avance del sintoma acumulado producido por P.

capsici y la variable independiente dias después de la inoculacion.

Para cada accesion se calculo el avance del sintoma maximo acumulado
producido por P. capsici. y el tiempo en que se produce la velocidad maxima de
avance del sintoma acumulado producido por P. capsici. Con estas variables se
corrio un analisis de cluster para clasificar las accesiones segun su nivel de

resistencia.

Se calculo un promedio para cada uno de los grupos generados utilizando los
datos de avance del sintoma acumulado de las accesiones y posteriormente fue
utilizado para realizar un analisis de regresion logistica entre grupos, usando el
programa CurveExpert 1.4 entre la variable de respuesta avance del sintoma
acumulado producido por P. capsici y la variable independiente dias después de

la inoculacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 OBTENCION DE AISLAMIENTOS DE Phytophthora capsici, COMO FUENTE
DE INOCULO

De tallos y raices de Capsicum afectado, se obtuvo un total de 25 aislamientos
monozoosporicos de P. capsici. 6 de ellos provenientes del municipio de Yumbo,
18 aislamientos provenientes del municipio de Palmira y 1 aislamiento proveniente
del municipio de Roldanillo (tabla 10). Aunque en esta investigacion no se obtuvo
aislamientos de P. capsici en los municipios de Yotoco y Darién, Mendoza. (2009)

reporto P. capsici en estos municipios.

Los 25 aislamientos presentaron tipo de crecimiento aéreo de consistencia
algodonosa (figura 7) a una temperatura de 28°C en medio de cultivo agar avena.
Este tipo de crecimiento fue observado por Islam. (2005) en su trabajo de

caracterizacion de aislamientos de P. capsici provenientes de calabazas.

Figura 7. Crecimiento algodonoso del Aislamiento 44 de P. capsici en medio de cultivo agar avena.

Se observaron esporangios de cada uno de los aislamientos en sustrato de suelo,
no se observaron en los medios de cultivo Agar Avena y V8. A nivel microscépico
las caracteristicas morfolégicas observadas fueron similares a las reportadas por
Erwin et al. (1996) y Leonian. (1922), como la presencia de esporangios caducos

con pedicelos largos, se presentaron formas elongadas elipsoides, subesferoides,
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elongaciones irregulares con formas intermedias, papilla prominente apical en un
solo esporangio variando su disposicidn y en algunos casos se presentaron

semipapilados (figura 8).

Figura 8. Diferentes tipos de esporangios de aislamientos de P. capsici. A. Aislamiento 18 (1000x)
B. Aislamiento 22 (400x) C. Aislamiento 27 (400x) D. Aislamiento 30 (400x) E. Aislamiento 35
(400x) F. Aislamiento 39 (400x) G. Aislamiento 45 (400x) H. Aislamiento 48 (400x) |
Aislamiento 62 (400x)

4.2 IDENTIFICACION MOLECULAR DEL PATOGENO

Todos los aislamientos probados con los primer IT5 y PCAP especificos para P.
capsici produjeron 4 bandas de un tamafo de 290 pb, 219 pb, 194 pb, y 140 pb,
(Figura 9) estas fueron reportadas por Ristaino et al. (1998). en su trabajo
Amplificacion de ADN ribosomal con PCR, para identificacibn de especies
patdgenas del genero Phytophthora . Se Confirmo asi la identificacion de los

aislamientos para P. capsici.
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Tabla 10. Aislamientos del P. capsici obtenidos a partir del material vegetal de Capsicum sp. afectado en campo

Aislami Corjse- Fecha de Cultivo |variedad Municipio Vereda Finca Pjopietario A. Coordenadas -Fechg de
ento | cutivo Colecta aislamiento
Yumbo (via | B/ Fredy Peha
16 1 02-Ene-08 aji Cayene vijes) (Kra 4# 19-0) San José Feliz Castillo 982 N 03° 34°46.8™" W 76°28°32.7" 03-Ene-008
Yumbo (via | B/ Fredy Pefia
18 2 02-Ene-08 aji Cayene vijes) (Kra 4# 19-0) San José Feliz Castillo 982 N 03°34°46.8™ W 76°28°32.7"" 03-Ene-008
Yumbo (via | B/ Fredy Pefa
22 3 02-Ene-08 aji Cayene vijes) (Kra 4# 19-0) San José Feliz Castillo 982 N 03° 34°46.8™" W 76°28°32.7" 03-Ene-008
Yumbo (via | B/ Fredy Pefa
26 4 02-Ene-08 aji Cayene vijes) (Kra 4# 19-0) San José Feliz Castillo 982 N 03° 34°46.8™" W 76°28°32.7" 03-Ene-008
Yumbo (via | B/ Fredy Pefia
27 5 02-Ene-08 aji Cayene vijes) (Kra 4# 19-0) San José Feliz Castillo 982 N 03°34°46.8™ W 76°28°32.7"" 03-Ene-008
Yumbo (via | B/ Fredy Pefa
30 6 02-Ene-08 aji Cayene vijes) (Kra 4# 19-0) San José Feliz Castillo 982 N 03° 34°46.8™" W 76°28°32.7" 03-Ene-008
aji Invernadero
34 7 06-Ene-08 959x631 ) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18' 13" 06-Ene-008
aji Invernadero
35 8 06-Ene-08 959x631 ) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18' 13" 06-Ene-008
aji Invernadero
36 9 06-Ene-08 | (959x631) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18 13" 06-Ene-008
aji Invernadero
38 10 06-Ene-08 | (959x631) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18' 13" 06-Ene-008
aji Invernadero
39 11 06-Ene-08 | (959x631) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18' 13" 06-Ene-008
aji Invernadero
40 12 06-Ene-08 | (959x631) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18 13" 06-Ene-008
Invernadero
42 13 06-Ene-08 aji (959) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18' 13" 06-Ene-008
Invernadero
43 14 06-Ene-08 aji (959) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18' 13" 06-Ene-008
Invernadero
44 15 06-Ene-08 aji (959) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18 13" 06-Ene-008
aji Invernadero
45 16 06-Ene-08 (ILS 2640) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18' 13" 06-Ene-008
Invernadero
48 17 06-Ene-08 |aji (ILS1395) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18' 13" 06-Ene-008
Invernadero
49 18 06-Ene-08 |aji (ILS1353) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18 13" 06-Ene-008
Invernadero
57 19 06-Ene-08 |aji (1LS2623) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18' 13" 06-Ene-008
aji Invernadero
60 20 06-Ene-08 |[(959X631)F2 Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18 13" 06-Ene-008
aji Invernadero
61 21 06-Ene-08 |[(959X631)F2 Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18 13" 06-Ene-008
aji Invernadero
62 22 06-Ene-08 |[(959X631)F2 Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18' 13" 06-Ene-008
Invernadero
63 23 06-Ene-08 aji (ILS) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18 13" 06-Ene-008
Invernadero
64 24 06-Ene-08 |aji (1LS2537) Palmira B/ Olimpico Corpoica Mario Garcia 1001 N 03°31’ 48" 76°18' 13" 06-Ene-008
Alberto
85 25 25-abil-08 Pimenton 1408 Roldanillo La Seca Barrohondo Figueroa 935 N 4°25’ 35,4” W 76°07' 028" 26-Abril-0 08
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Figura 9. Fragmentos de restriccion generados con la enzima Mspl, utilizando

aislamientos de P. capsici provenientes de cultivos de Capsicum spp. en tres municipios del Valle del Cauca.
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4.3 DETERMINACION DEL MEJOR METODO DE INOCULACION DE
Phytophthora capsici

El Avance del sintoma acumulado (cm) producido por P. capsici presento
diferencias significativas entre los métodos de inoculacién y en el tiempo de
evaluacion después de la inoculacién, no se presento diferencias significativas en
la interaccion entre método de inoculacion y tiempo de evaluacion después de la
inoculacién (tabla 11), los testigos en los cuales se evalué cada uno de los
sustratos sin presencia del patégeno no presentaron sintomas.

Tabla 11. Analisis de Varianza para la Variable de Respuesta Avance del sintoma acumulado (cm)

producido por P. capsici, relacionada con la determinaciéon del mejor método de inoculacion de P.
capsici.

Grados de  Avance del sintoma acumulado (cm)
producido por P. capsici

Libertad
Fuentes de
Variacion (gl) CM Pr>F
Método de
inoculacién 2 118,168 0,0003
Tiempo 5 649,270 <.0001
Método de
inoculacién x
Tiempo 10 1,570 0,0578
CV (%) 11,85

El avance del sintoma acumulado producido por P. capsici. evaluado en Agar
Avena con palillos (AA+PA), segun la prueba de promedios DUNCAN, presento un
promedio de 8,89 cm representando el mayor promedio con respecto a los otros
dos tratamientos. No se encontr6 diferencias significativas entre los tratamientos

agar avena y V8. (tabla 12)
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Tabla 12. Prueba multiple de medias DUNCAN, para las variable de respuesta Avance del
sintoma acumulado (cm) producido por P. capsici, relacionada con la determinacion del mejor
método de inoculacién de P. capsici.

Avance del sintoma acumulado (cm)
producido por P. capsici

Método de . Grupo de
. L Promedio
inoculacién Duncan
Agar Avena

+ palillos 8,89 a
Agar Avena 7,535 b
V8 7,17 b

DMS = 0,59

Nota: Dentro de una misma columna, promedios con igual letra no difieren estadisticamente

El analisis de regresion logistica entre la variable dependiente avance del sintoma
acumulado producido por P. capsici y la variable independiente dias después de la
inoculaciéon, mostré para el tratamiento Agar Avena+ Palillos un grado de ajuste
(R? del modelo de 98, 613 %; para Agar Avena un grado de ajuste (R?) de
98,189% vy para V8 98,755% (Tabla 13) indicando que la relacion entre ambas

a

variables puede ser expresada por el modelo logistico: A, = 1+be
e

Donde A .um = avance estimado del sintoma acumulado (cm) producido por P.

capsici,
a = avance maximo del sintoma estimado
b y ¢ = parametros,

t = tiempo
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Tabla 13. . Regresién entre dias después de la inoculacién de P. capsici en plantas de Capsicum
spp. variedad Cayenne, usando 3 métodos de inoculacion y lectura del avance del sintoma
acumulado (cm), 4 dias después de la inoculacién con P. capsici.

Método de Regresores Avance R
inoculacion Maximo
a b c
Agar Avena
) 18,975 9,175 0,189 18,975 98,613
+ palillos

V8 20,169 14,686 0,185 20,169 98,755

Agar Avena 13,892 10,632 0,233 13,892 98,189

El avance promedio del sintoma acumulado estimado por analisis de regresion
para el dia 16 después (ultimo dia de evaluacion) de la inoculacidon presento
valores de 11,059 cm en el tratamiento Agar Avena; 11,460 cm en el tratamiento
V8 y 13,118 cm en el tratamiento Agar Avena+Palillos, siendo este ultimo el que
presento mayor promedio (Figura 10) y considerando que también presento el
mayor promedio en la prueba multiple de medias DUNCAN se determino como el
mejor método de inoculacion de P. capsici. Es una técnica simple que permitid

inocular el patégeno en un tiempo relativamente corto.

Resultados similares han sido observados por diferentes investigadores. Salazar
et al. (1977) al inocular mazorcas de maiz con Fusarium monilliforme usando
métodos naturales y palillos de dientes colonizados por el hongo para evaluar la
resistencia de maiz a F. monilliforme, obtuvieron una mayor infeccion por el
método de palillos colonizados. De La Torre et al. (2009) cuando inocularon
plantas de mezquite en invernadero con palillos de dientes colonizados con
micelio, peritecios, y ascosporas del hongo Hypoxilon para evaluar la etiologia de
los sintomas de la muerte descendente y resinosis que afectan al mezquite

(Prosopis laevigata) en el Valle de Zapotitlan, Puebla, México.
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Figura 10. Regresion entre dias después de la inoculacion de P. capsici en plantas de Capsicum
spp. variedad Cayenne, y la lectura del avance del sintoma acumulado (cm) o, 4 dias después de
la inoculacion, usando 3 métodos de inoculacion: Agar Avena (A.A), medio de cultivo liquido V8,
Agar Avena + palillos (AA+PA).

Removiendo barreras fisicas entre el hospedero y el tejido las plantas se vuelven
mas susceptibles a la agresividad del patdgeno (Adorada, 2000), por lo tanto la
decapitacion de plantas fue un dafio mecanico, que hizo que las plantas de

Capsicum fueran mas susceptible al ataque del oomiceto P. capsici.

4.4 DETERMINACION DEL AISLAMIENTO MAS PATOGENICO.

El avance del sintoma acumulado producido por P. capsici presento diferencias

altamente significativas entre: aislamientos, en el tiempo de evaluacion después
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de la inoculacién, en la interaccibn entre aislamientos y en el tiempo de
evaluacion después de la inoculacién (tabla 14). Los testigos usados no
presentaron sintomas.

Tabla 14. Analisis de Varianza para la variable de respuesta Avance del sintoma acumulado (cm)
producido por P. capsici, relacionada con la determinacion del aislamiento mas patogénico.

Grados de  Avance del sintoma acumulado (cm)
producido por P. capsici

Fuer?te_s,de Libertad

Variacion

CM Pr>F
(gl)

Aislamiento 23 56,615 <.0001
Tiempo 8 748,743 <.0001
Alslamiento x 184 1,125 <.0001

Tiempo

CV (%) 8,25

El Avance del sintoma producido por P. capsici presento diferencias altamente
significativas entre los aislamientos, en el tiempo de evaluacion después de la
inoculacion y en la interaccion entre aislamientos y en el tiempo de evaluacion

después de la inoculacion (tabla 15).

Para la variable de respuesta Avance del sintoma acumulado producido por P.
capsici, se formo un grupo con los aislamientos 43, 48, 35, 39, 38, 36, 16, 44, 34,
30, 61, 40, 18, 64 y 62 que no difieren entre ellos estadisticamente segun la
prueba de promedios DUNCAN, y un segundo grupo con los aislamientos 45,
27,49, 85, 57, 42, 26, 22 y 60 que no difieren entre ellos estadisticamente. Al
comparar los dos grupos formados se encuentran diferencias estadisticas. (tabla
16). El aislamiento 63 no produjo sintoma al ser inoculado en las plantas de
Capsicum spp., probablemente se haya tratado de una perdida de virulencia del

patégeno. Este aislamiento no fue incluido en los andlisis estadisticos.
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El aislamiento 43 presento un promedio de 9,189 de avance del sintoma
acumulado producido por P. capsici representando el mayor promedio con
respecto a los otros aislamientos.

Tabla 15. Andlisis de Varianza para la Variable de Respuesta Avance del sintoma (cm/dia)

producido por P. capsici, (transformada a \ x + 0.5) relacionada con la determinacién del
aislamiento mas patogénico.

Grados de Avance del sintoma (cm/dia) producido
por P. capsici

Fuentes de Variacion Libertad

CM Pr>F
(gl)
Aislamiento 23 0,268 <.0001
Tiempo 8 1,475 <.0001
Aislamiento x Tiempo 184 0,063 0,0001
CV (%) 15,19

Las diferencias significativas en la interaccion entre Aislamiento - tiempo se debe a
que después de la inoculacién el progreso medio del sintoma causado por los
diferentes aislamientos no es similar en el tiempo (Bartual et al, 1991). Al séptimo
dia después de la inoculacion se presento un valor promedio minimo de avance
del sintoma de 0.661 cm/dia, al décimo dia se presento un valor promedio de 1.18
cm/dia, mientras que al cuarto dia se observo un valor maximo de avance de
2.149 cm/dia. (Tabla 17)
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Tabla 16. Prueba multiple de medias DUNCAN, para las variables de respuesta Avance del
sintoma acumulado (cm) producido por P. capsici, y Avance del sintoma (cm/dia) producido
por P. capsici relacionada con la determinacion del aislamiento mas patogénico.

Avance del sintoma acumulado (cm)

producido por P. capsici
Aislamiento  Promedio Glgl:?:;::
43 9,189 a
48 8,844 a
35 8,811 a
39 8,637 a
38 8,452 b a
36 8,274 b a
16 8,1 b a ¢
44 8,085 b a c
34 7,882 b a ¢
30 7,8 b d a ¢
61 7,782 b d a c
40 7,7 b d a c
18 7,522 e b d a c
64 7,489 e b d a c
62 7,419 e b d a c
45 6,596 e b d f ¢
27 6,174 e g d f c
49 5,819 e g d f h
85 5,582 e g f h
57 5,367 g f h
42 5,352 g f h
26 5,33 g f h
22 4,615 g h
60 4,17 h

Avance del sintoma (cm/dia) producido

por P. capsici

Aislamiento  Promedio deGDrzr[:::)an
43 17 a
48 1,683 a
35 1,593 b a
39 1,578 b a
38 1,563 b a
36 1,537 b a c
44 1,522 b a ¢
40 1,515 b ac
16 1,493 b dac
34 1,411 b dac
18 1,4 b d a c
61 1,382 b dac
62 1,337 b d c
320 1,293 b dfec
64 1,233 d fc
45 1,226 d fc
27 1,174 e g df
49 1,148 e g f
26 1,004 g f
57 0,989 g f
85 0,985 g f
4 0,982 g f
60 0,889 9
22 0,882 g

Nota: Dentro de una misma columna, promedios con igual letra no difieren estadisticamente
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Tabla 17. Prueba miltiple de medias para las variables de respuesta avance del
sintoma acumulado y avance del sintoma, relacionadas con el tiempo después
de la inoculacién

Avance del sintoma acumulado (cm) Avance del sintoma (cm/dia)
Grupo de Grupo de
Tiempo (dias) Promedio Duncan Tiempo (dias) Promedio Duncan
12 11,773 a 4 2,149 a
11 10,603 b 6 1,663 b
10 9,47 c 8 1,399 c
c
9 8,277 d 5 1,335 d c
d
8 7,207 e 10 1,187 d e
d e
7 5,808 f 12 1,17 d e
e
6 5,13 g 11 1,137 e
e
5 3,485 h 9 1,07 e
4 2,149 i 7 0,661 f

Nota: Dentro de una misma columna, promedios con igual letra no difieren estadisticamente.

El mismo modelo logistico usado para la determinacion del mejor método de
inoculacion de P. capsici, fue utilizado para realizar cada uno de los andlisis de
regresion logistica entre el variable dependiente avance del sintoma acumulado
producido por P. capsici y la variable independiente dias después de la

inoculacion, para evaluar la virulencia de cada uno de los aislamientos.

Las regresiones mostraron un grado de ajuste (R?) cercano a 1 para todos los
aislamientos, indicando que este modelo explica entre un 80,597% y 98,709 % la
variabilidad observada en el avance del sintoma acumulado producido por P.

capsici (Tabla 18)
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Tabla 18. Regresion entre dias después de la inoculacion en plantas de Capsicum
spp. variedad Cayenne, usando 24 aislamientos de P. capsici y lectura del avance del
sintoma acumulado, 4 dias después de la inoculacién

Regresores Avance

Aislamiento " . . Maximo R?
16 15,466 21,096 0,397 15,466 96,553
18 15,892 18,380 0,348 15,892 97,563
22 8,350 54,318 0,541 8,350 89,597
26 9,798 35,562 0,478 9,798 95,771
27 13,399 20,752 0,356 13,399 98,052
30 12,154 13,644 0,419 12,154 97,598
34 15,841 15,213 0,339 15,841 97,634
35 17,652 17,309 0,356 17,652 97,885
36 17,011 19,439 0,363 17,011 98,064
38 19,040 15,890 0,313 19,040 98,117
39 16,307 18,753 0,385 16,307 96,661
40 16,977 28,045 0,388 16,977 96,980
42 11,642 17,275 0,333 11,642 98,709
43 19,278 18,048 0,348 19,278 97,936
44 17,213 22,265 0,370 17,213 98,065
45 15,431 13,793 0,287 15,431 97,501
48 19,301 20,187 0,351 19,301 97,921
49 12,259 33,357 0,423 12,259 96,775
57 10,210 24,599 0,417 10,210 98,072
60 9,638 61,218 0,470 9,638 96,675
61 15,650 15,071 0,338 15,650 98,687
62 14,181 17,274 0,371 14,181 98,122
64 11,921 13,851 0,412 11,921 97,521
85 9,372 40,646 0,533 9,372 97,407

Las graficas de regresion (Figura 11) mostraron una variacion significante en el
avance del sintoma acumulado causado por los diferentes aislamientos de P.
capsici evaluados, en algunos casos se presentan altas similitudes entre

aislamientos de un mismo origen y entre aislamientos de diferente origen.
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Figura 11. Regresién entre dias después de la inoculacion de Capsicum spp. con diferentes
aislamientos de P. capsici y lectura del avance del sintoma acumulado. A. Aislamiento 22
(procedencia de Yumbo) B. Aislamiento 43 (procedencia Palmira) C. Aislamiento (61
procedencia Palmira)
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El mayor avance promedio del sintoma acumulado estimado por analisis de
regresion lo presento el aislamiento 43 con 15,095 cm; un valor intermedio lo
presento el aislamiento 61 con 12,400 cm Yy el promedio mas bajo lo presento el
aislamiento 22 con 7,715 cm. Estos valores fueron para el dia 12 después de la

inoculacién (ultimo dia de evaluacién).

El aislamiento 43 presento el mayor promedio en el analisis de regresion y en la
prueba mdultiple de medias DUNCAN. Por lo cual se selecciono como el

aislamiento mas patogeénico.

45 EVALUACION DE LA RESISTENCIA A Phytophthora capsici, EN
GERMOPLASMA DEL GENERO Capsicum spp.

El avance del sintoma acumulado producido por P. capsici presento diferencias
significativas entre las accesiones. Similares resultados obtuvo Roig, et al. (2009)
en la evaluacién que realizo con accesiones de Argentina, para resistencia a P.

capsici

Se presentaron diferencias significativas en el tiempo de evaluacion después de la
inoculacién y en la interaccién entre accesiones y tiempo de evaluacién después
de la inoculacién (tabla 19).Las diferencias significativas en esta interaccion se
debe a que después de la inoculacion el progreso medio del sintoma no es similar
en el tiempo (Bartual, 1991). Estos resultados se vieron reflejados en la
variabilidad presentada en los datos de avance del sintoma después de la

inoculacion.

El modelo logistico de regresion anteriormente mencionado se utilizo para
evaluar la resistencia a Phytophthora capsici en 120 accesiones del género

Capsicum spp.
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Tabla 19. Analisis de Varianza para la Variable de respuesta avance del sintoma acumulado (cm)
producido por P. capsici, (transformada a ¥ x + 0.5) relacionada con las accesiones mas
resistentes a P. capsici.

Grados de Avance del sintoma acumulado
Fuentes de _ (cm) producido por P. capsici
Y Libertad
Variacion
CM Pr>F
(al)
Rep 2 146,63409 0,033
Accesién 119 123,049 <.0001
Tiempo 8 6036,841 <.0001
Accesion x 952 6,359 <.0001
Tiempo
CV (%) 16,36

Los valores estimados de los parametros a, b, y ¢ permitieron estimar el avance
maximo del sintoma acumulado (cm) producido por P. capsici y el tiempo en que
se produce la velocidad méaxima de avance del sintoma acumulado (d?a/d*)

producido por P. capsici. Este ultimo fue calculado por In(b)/c.

Las regresiones mostraron un coeficiente de determinacién (R?) cercano a 1 para
todas las accesiones, indicando que la variabilidad observada en el avance del
sintoma acumulado producido por P. capsici (Tabla 20) puede ser explicada por el

modelo de regresion logistica planteado.
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Tabla 20. Regresion entre dias después de la inoculacién de 120 accesiones de
Capsicum spp., usando el aislamiento 43 de P. capsici y lectura del avance del
sintoma acumulado (cm). Estimacién del avance maximo acumulado y tiempo
en que se produce la velocidad méaxima de avance del sintoma acumulado para
cada accesion.

Tiempo en que se produce
la velocidad méxima de

Consecutivo Avance , del P
- a b c . avance del sintoma R?
de Accesi6n sintoma acumulado .
acumulado producido por
P. capsici
1 16,995 8,655 0,217 16,995 9,95 0,995
2 9,373 5,805 0,179 9,373 9,806 0,988
3 17,262 8,556 0,203 17,262 10,586 0,993
4 5,065 30,637 0,897 5,065 3,816 0,995
5 9,279 6,706 0,339 9,279 5,613 0,993
6 8,911 5,635 0,219 8,911 7.9 0,986
7 19,669 9,609 0,192 19,669 11,755 0,996
8 21,227 11,374 0,218 21,227 11,177 0,996
9 22,207 12,474 0,224 22,207 11,26 0,997
10 17,927 9,292 0,254 17,927 8,782 0,995
11 17,199 11,584 0,223 17,199 10,986 0,996
12 16,979 10,933 0,253 16,979 9,449 0,997
13 15,512 9,437 0,306 15,512 7,345 0,996
14 20,087 9,679 0,229 20,087 9,912 0,995
15 12,518 9,426 0,287 12,518 7,822 0,996
16 17,34 12,299 0,236 17,34 10,62 0,993
17 6,665 3,933 0,201 6,665 6,806 0,968
18 9,225 8,149 0,283 9,225 7,404 0,997
19 11,311 6,567 0,264 11,311 7,13 0,993
20 10,189 8,252 0,348 10,189 6,072 0,993
21 12,418 7,141 0,234 12,418 8,418 0,994
22 12,296 7,793 0,317 12,296 6,472 0,992
23 16,171 11,097 0,259 16,171 9,276 0,997
24 12,804 8,114 0,239 12,804 8,77 0,991
25 7,375 4,527 0,262 7,375 5,756 0,987
26 9,063 5,736 0,278 9,063 6,282 0,986
27 21,975 12,245 0,243 21,975 10,314 0,997
28 17,758 8,88 0,252 17,758 8,67 0,996
29 18,192 10,445 0,277 18,192 8,46 0,998
30 12,307 7,647 0,229 12,307 8,879 0,993
31 18,74 11,065 0,244 18,74 9,857 0,996
32 10,188 5,723 0,271 10,188 6,431 0,993
33 13,947 9,354 0,307 13,947 7,275 0,997
34 14,618 9,229 0,299 14,618 7,423 0,997
35 11,434 8,151 0,212 11,434 9,877 0,994
36 14,099 7,732 0,241 14,099 8,499 0,993
37 18,547 9,513 0,243 18,547 9,276 0,995
38 9,969 6,563 0,259 9,969 7,272 0,994
39 13,797 8,481 0,261 13,797 8,197 0,994
40 11,352 6,535 0,213 11,352 8,826 0,994
41 15,857 7,609 0,256 15,857 7,92 0,994
42 18,61 10,366 0,233 18,61 10,028 0,997
43 20,136 10,207 0,248 20,136 9,363 0,997
44 21,556 11,12 0,228 21,556 10,573 0,996
45 15,155 10,521 0,278 15,155 8,459 0,998
46 18,673 9,91 0,218 18,673 10,514 0,996
47 3,38 4,898 0,425 3,38 3,734 0,982
48 22,286 10,379 0,206 22,286 11,361 0,995
49 16,144 10,27 0,265 16,144 8,792 0,996
50 17,724 11,024 0,232 17,724 10,326 0,995
51 12,846 8,048 0,237 12,846 8,812 0,998
52 16,627 9,953 0,268 16,627 8,574 0,996
53 9,15 7,868 0,309 9,15 6,674 0,995
54 13,012 9,272 0,316 13,012 7,046 0,996
55 19,208 9,517 0,216 19,208 10,443 0,994
56 12,552 8,491 0,309 12,552 6,923 0,993
57 19,919 9,85 0,229 19,919 9,997 0,997
58 13,072 11,281 0,37 13,072 6,547 0,997
59 14,665 7,858 0,258 14,665 8,004 0,997
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Continuacion de Tabla 20

Tiempo en que se produce
la velocidad maxima de

Consecutivo Avance max del P
- b . avance del sintoma R?
de Accesion sintoma acumulado )
acumulado producido por
P. capsici
60 17,41 11,296 0,261 17,41 9,273 0,997
61 19,32 9,977 0,233 19,32 9,854 0,997
62 22,48 12,537 0,241 22,48 10,509 0,997
63 14,226 9,208 0,245 14,226 9,061 0,994
64 6,673 6,298 0,343 6,673 5,371 0,988
65 11,205 9,178 0,321 11,205 6,907 0,999
66 10,278 9,05 0,305 10,278 7,216 0,995
67 16,265 9,217 0,28 16,265 7,932 0,996
68 22,617 12,988 0,231 22,617 11,092 0,996
69 11,14 6,018 0,251 11,14 715 0,997
70 19,22 12,745 0,225 19,22 11,295 0,996
71 11,361 7,279 0,252 11,361 7,882 0,995
72 24,894 12,306 0,217 24,894 11,553 0,997
73 13,011 8,278 0,236 13,011 8,941 0,994
74 11,194 4,927 0,197 11,194 8,098 0,991
75 12,137 8,053 0,293 12,137 7,113 0,992
76 17,148 10,516 0,238 17,148 9,9 0,997
77 19,663 9,972 0,208 19,663 11,058 0,997
78 9,709 5,877 0,285 9,709 6,224 0,993
79 12,722 6,845 0,278 12,722 6,92 0,993
80 14,107 7,912 0,281 14,107 7,355 0,995
81 9,2 7,29 0,33 9,2 6,026 0,994
82 17,131 9,272 0,246 17,131 9,04 0,996
83 15,768 6,916 0,218 15,768 8,859 0,995
84 17,704 9,913 0,25 17,704 9,188 0,996
85 9,925 7,731 0,236 9,925 8,659 0,991
86 12,338 8,318 0,252 12,338 8,402 0,991
87 8,178 6,231 0,309 8,178 5,921 0,996
88 5,809 5,431 0,195 5,809 8,687 0,995
89 6,785 4,211 0,277 6,785 5,198 0,993
90 14,962 8,981 0,23 14,962 9,527 0,996
91 14,877 8,613 0,277 14,877 7,787 0,996
92 11,318 8,144 0,29 11,318 7,235 0,995
93 20,928 11,16 0,24 20,928 10,061 0,996
94 24,958 11,826 0,221 24,958 11,194 0,997
95 18,249 10,637 0,275 18,249 8,589 0,997
96 10,513 6,321 0,248 10,513 7,442 0,994
97 14,02 8,331 0,233 14,02 9,08 0,996
98 9,81 7,023 0,283 9,81 6,887 0,989
99 9,448 5,629 0,213 9,448 8,127 0,99
100 7,807 6,908 0,317 7,807 6,102 0,995
101 15,31 11,497 0,226 15,31 10,799 0,995
102 16,181 8,161 0,24 16,181 8,742 0,996
103 19,606 11,144 0,247 19,606 9,766 0,997
104 12,495 7,089 0,254 12,495 7,716 0,995
105 9,675 7,069 0,333 9,675 5,864 0,998
106 9,774 6,008 0,286 9,774 6,264 0,988
107 17,224 8,849 0,256 17,224 8,521 0,995
108 14,865 9,558 0,255 14,865 8,847 0,996
109 16,845 9,157 0,241 16,845 9,182 0,997
110 20,027 10,659 0,258 20,027 9,181 0,997
111 19,517 8,982 0,222 19,517 9,881 0,997
112 10,926 7,66 0,326 10,926 6,237 0,996
113 12,093 10,142 0,263 12,093 8,821 0,998
114 17,826 10,17 0,228 17,826 10,152 0,996
115 11,04 7,908 0,304 11,04 6,794 0,995
116 11,978 8,379 0,282 11,978 7,548 0,994
117 11,417 6,674 0,252 11,417 7,538 0,996
118 11,445 5,704 0,194 11,445 8,996 0,987
119 14,477 9,417 0,246 14,477 9,118 0,996
120 17,357 9,669 0,243 17,357 9,343 0,996
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El analisis de cluster, permiti6 observar distintos grados de susceptibilidad vy
clasificar las 120 accesiones de Capsicum sp inoculadas con el aislamiento 43 de
P. capsici en cinco grupos (tabla 21). Las que presentaron un menor valor de
avance del sintoma maximo acumulado y un valor menor en el tiempo en que se
produce la velocidad maxima de avance del sintoma acumulado se consideraron
como resistentes y las que presentaron estos valores mas altos se consideraron
susceptibles. Resultados similares obtuvo Roig et al. (2009) cuando agrupo
plantas de Capsicum inoculadas con P. capsici por medio de la variable area bajo

la curva del progreso de la enfermedad.

Dentro el grupo 1 se encuentran un total de 25 accesiones con un promedio de
avance maximo teorico del sintoma acumulado (cm) de 20,643 representando el
mayor promedio, estas se clasificaron como muy susceptibles y en el grupo 5 se
ubican: 57 (4), 556 (17), 826 (25), ILS1302 (47), ILS1411 (64), 1LS2598 (87),
ILS2603(88), ILS2608 (89) y ILS1398-2 (100), con un promedio de avance maximo
del sintoma acumulado de 6,415 siendo clasificadas como altamente resistentes
(Tabla 22).

Tabla 21. Clasificacion de accesiones de Capsicum spp agrupadas segun el promedio de avance
maximo del sintoma acumulado producido por P. capsici.

) ) _ Intervalo de Confianza ( 95%) L
Grupos Consecutivo de Accesiones Total  Promedio CV (%) Clasificacion
Inferior Superior

7,8,9, 14, 27, 31,37, 42, 43, 44, 46, 48, 55, 57, 61, 62, 68, )
1 70,72, 77, 93, 94, 103, 110, 111 25 20,643 8,829 19,89 21,395 Muy suceptibles

1,3,10,11,12,13, 16, 23, 28, 29, 41, 49, 50, 52, 60, 67, 76, 82, )
2 83, 84, 95, 101, 102, 107, 109, 114, 120 27 16,897 52 16,508 17,287 Altamente suceptibles
15, 19, 21, 22, 24, 30, 33, 34, 35, 36, 39, 40, 45, 51, 54, 56,
3 58, 59, 63, 65, 69, 71, 73, 74, 75, 79, 80, 86, 90, 91, 92, 97, 41 12,77 10,296 12,355 13,185 Suceptibles
104, 100, 112, 113, 115, 116,117, 118, 119
2,5, 6, 18, 20, 26, 32, 38, 53, 66, 78, 81, 85, 96, 98, 99, 105,

4 106 18 9,649 4,848 9,416 9,881 Parcialmente resistentes

5 4,17, 25,47, 64, 87,88, 89, 100 9 6,415 23,143 5,274 7,556 Altamente resistentes

73



Tabla 22. Andlisis de agrupamiento de 120 accesiones de Capsicum spp.
inoculadas con P. capsici de acuerdo con el Avance méaximo del sintoma
acumulado (cm) y tiempo en que se produce la velocidad maxima de avance del
sintoma acumulado producido por P. capsici

Grupo Accesion Grupo Accesion
1 15 2 84
1 19 2 95
1 21 2 101
1 22 2 102
1 24 2 107
1 30 2 109
1 33 2 114
1 34 2 120
1 35 3 2
1 36 3 5
1 39 3 6
1 40 3 18
1 45 3 20
1 51 3 26
1 54 3 32
1 56 3 38
1 58 3 53
1 59 3 66
1 63 3 78
1 65 3 81
1 69 3 85
1 71 3 96
1 73 3 98
1 74 3 99
1 75 3 105
1 79 3 106
1 80 4 7
1 86 4 8
1 90 4 9
1 91 4 14
1 92 4 27
1 97 4 31
1 104 4 37
1 108 4 42
1 112 4 43
1 113 4 44
1 115 4 46
1 116 4 48
1 117 4 55
1 118 4 57
1 119 4 61
2 1 4 62
2 3 4 68
2 10 4 70
2 11 4 72
2 12 4 77
2 13 4 93
2 16 4 94
2 23 4 103
2 28 4 110
2 29 4 111
2 41 5 4
2 49 5 17
2 50 5 25
2 52 5 47
2 60 5 64
2 67 5 87
2 76 5 88
2 82 5 89
2 83 5 100
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El analisis de regresion entre grupos (figura 12). mostré un alto grado de ajuste
(R?), indicando que este modelo explica la variabilidad observada en el avance
del sintoma acumulado producido por P. capsici (Tabla 23).

Tabla 23. Regresién entre dias después de la inoculacion de 120 accesiones de Capsicum spp., y

lectura del avance promedio del sintoma acumulado (cm). Para cada uno de los grupos generados
de acuerdo al nivel de resistencia.

Regresores
Grupo a b c R’
3 12,678 7,883 0,263 0,996
2 16,882 9,564 0,247 0,996
4 9,548 6,5 0,275 0,993
1 20,569 10,745 0,228 0,997
5 6,329 4,877 0,289 0,988

El sintoma de la enfermedad presentado en las plantas susceptibles a lo largo del
tallo producido por P. capsici se caracterizo por presentar un color marron oscuro,
con un crecimiento mas rapido mientras que en las plantas clasificadas como
resistentes esta coloracion se presento con un crecimiento mas lento. Similares
resultados los obtuvo Kim et al, (1998), al evaluar la resistencia a P. capsici en
plantas de Capsicum, encontraron que las mas susceptibles tuvieron lesiones de
tallo que crecieron rapidamente mientras que la consideradas como resistentes

presentaron un menor crecimiento del sintoma.
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Figura 12. Andlisis de regresion para accesiones agrupadas segun la resistencia a P. capsici

Las accesiones 556 (17),

ILS1411 (64), 1LS2598 (87), presentaron poco

desarrollo de sus tallos, (promedio 7 cm) en comparacion a otras accesiones con

tallos mas largos (promedio 20 cm), (Figuras 13, 14 y 14). Esto sugiere que para

implementar la metodologia de agrupamiento de accesiones de Capsicum para

resistencia a P. capsici se debe procurar usar plantas del mismo tamafo.

76




Figura 13. Accesiones de Capsicum resistentes 57 (4),
556 (17), 826 (25).
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Figura 14. Accesiones de Capsicum resistentes ILS1302
(47), 1LS1411 (64), ILS2598 (87).
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Figura 15. Accesiones de Capsicum  resistentes
ILS2603 (88), ILS2608 (89), ILS1398-2 (100).
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5. CONCLUSIONES

El método de analisis molecular usado por Ristaino. (1998) permitié confirmar que
los aislamientos obtenidos en cultivos de aji y pimenton en el Valle del Cauca

corresponden a P. capsici.

El método de inoculacién de P. capsici con Agar Avena y palillos de madera,
causo una infeccion alta y permitié distinguir las reacciones al patégeno por parte

del germoplasma de Capsicum spp.

La prueba de patogenicidad y el andlisis de regresion logistica realizado
permitieron detectar las diferencias entre aislamientos de P. capsici segin su
grado de agresividad, identificAndose asi el aislamiento mas patogénico que
pudiera ser usado en la busqueda de resistencia P. capsici en germoplasma de

Capsicum spp.

Entre las 120 accesiones de Capsicum spp. evaluadas se encontraron diferentes
grados de resistencia a P. capsici. Nueve accesiones presentaron alto grado de

resistencia a dicho patégeno.

El modelo de regresion logistica explico la dinamica de la enfermedad en las
accesiones evaluadas, y permiti6 agruparlas en cinco grupos desde muy

susceptibles hasta altamente resistentes a P. capsici.
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ANEXOS

Anexo A. Protocolo de extracciéon de adn (kit de ext  raccién Dneasy Plant
Mini and Dneasy Plan Maxi Handbook Quiagen)

1. Adicionar 500ml de buffer AP1, a 20 mg de micelio y realizar una maceracion

hasta homogenizar la mezcla y recolectar en un tubo de 1,5 ml.
2. Incubar por 15 minutos a 65<C e invertir periodi camente el tubo con la mezcla.

3. Adicionar 130 ul de buffer AP2 e incubar por 5 minutos en hielo y centrifugar por

cinco minutos a 14000 rpm.

4. Recuperar sobrenadante y adicionarlo a la columna Q/A Shredder Mini spin.

Centrifugar por dos minutos a 14000rpm
5. Transferir sobrenadante a un tubo nuevo de 2ml, sin disturbar el pellet.

6. Adicionar 675 pl de buffer AP3 (1,5 volimenes de buffer)al sobrenadante y

mezclar con la micropipeta.

7. De lo anterior tomar 650 pl y transferirlo a una columna DNeasy mini spin
column y colocarla en tubo colector nuevo, centrifugar por un minuto a 800 rpm y

descartar sobrenadante.
8. Repetir paso 7 con lo restante del paso 6 y descartar sobrenadante.

9. Colocar la columna DNeasy mini spin column en un nuevo tubo colector de 2 ml
. Adicionar 500 ml de buffer AW a la columna y centrifugar por un minuto a 800
rpm. Descartar sobrenadante. Rehusar el tubo colector en el paso 10.

10. Adicionar 500 pl de buffer AW a la columna DNeasy mini spin column y

centrifugar por 2 minutos a 14000 rpm. Para secar la membrana.
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11. Transferir la columna DNeasy mini spin column a un tubo microcentrifuga de
1,5 ml y adicionar directamente sobre la membrana 50 pl de buffer AE. Incubar a

temperatura ambiente por 5minutos y luego centrifugar por 1 minuto.

Se adiciona nuevamente 50 pl de buffer AE, se incuba a temperatura ambiente y

se centrifuga por un minuto.

Anexo B. Medio de cultivo Agar Avena (A.A), realiza do por el laboratorio de
fitopatologia del instituto colombiano agropecuari 0 ICA, con
modificaciones (para 500 ml de medio)

1. Harina de Avena en hojuelas macerada 10 gr.
2. Dextrosa 5 gr.

3. Agar 7-10 gr.

4. Extracto de levadura 1 gr.

Antibioticos: Penicilina (50ug/ml), Ampicilina (250 pg/m), Rifampicina (10 pg/m),
PCNB (100ug/m); cloranfenicol (12,50ug/ml).

Fungicidas: Benomyl (10-25 pug/m), e Hymexazol (50ug/m).

Anexo C. Medio de cultivo V8 (Guo et al, 1993) modificado, para 1000 ml de
medio de cultivo

1. Jugo V8 clarificado 200 ml.
2. Agua destilada 800 ml.

3. Carbonato de Calcio 0,4 gr.Antibiéticos: Penicilina (50ug/ml), Ampicilina (250
png/m), Rifampicina (10 pg/m), PCNB (100ug/m); cloranfenicol (12,50ug/ml);
Fungicidas: Benomyl (10-25 pg/m), e Hymexazol (50ug/m).
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Anexo D. Accesiones del género Capsicum evaluadas para resistencia al
patdgeno P. capsici.

CONSECUTIVO NUMERO DE CODIGO OTRAS

DE SIEMBRA ACCESION INSTITUCIONES GENERO ESPECIE COLECTOR PAIS

Donado por Mario Garcia

33 ILS 1326 1023 Capsicum C. annuum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
34 ILS 1334

35 ILS 1335 1047 Capsicum C. annuum Sglr:;‘i‘:g 2°ég”;‘gfcia’;°iga,\‘egro Colombia
36 ILS 1349 1049 Capsicum C. annuum Eg{:ﬁsg goégsroi?ciaéﬁgaNegm Colombia
37 ILS 1353 9309 Capsicum C. frutescens Sglr:;‘i‘:g 2°ég”;‘gfcia’;°iga,\‘egro Colombia
38 ILS 1355 9325 Capsicum C. frutescens Eglr:g i‘:g goégsroi?ciag;aNegm Colombia
39 ILS 1357 9331 Capsicum C. frutescens Sglr:;‘i‘:g 2°ég”;‘gfcia’;°iga,\‘egro Colombia
40 ILS 1358 188476 Capsicum C. annuum g;lﬁ‘:g goé ch)A;chial;CiLaNegro Colombia
41 ILS 1360 224416 Capsicum C. frutescens Eglr:f]‘i‘:g 2°Crg";"oicl’cia§ifNegm Colombia
42 ILS 1365 257046 Capsicum C. chinense Sglr:;‘i‘:g 20(; g';g‘l’cia';cif’\legro Colombia
43 ILS 1366 257066 Capsicum C. frutescens Eglr:g i‘:g goégsroifcia;;a’\‘egm Colombia
44 ILS 1367 257068 Capsicum C. chinense Sglr:;‘i‘:g 2°ég”;‘gfcia’;°iga,\‘egro Colombia
45 ILS 1371 257093 Capsicum C. frutescens Eglr:g i‘:g goégsroifcia;;a’\‘egm Colombia
46 ILS 1372 257004 Capsicum C. frutescens Sglr:;‘i‘:g 2°ég”;‘gfcia’;°iga,\‘egro Colombia
47 ILS 1374 257100 Capsicum C. frutescens gglnr: i‘:g soégsgfcial;ci:’)aNegro Colombia
48 ILS 1375 257121 Capsicum C. frutescens Eglr:f]‘i‘:g ZOCrg';"Oi‘I’Ciangegm Colombia
49 ILS 1376 267728 Capsicum C. annuum g;lﬁ‘:g goé ch)A;chial;CiLaNegro Colombia
50 ILS 1378 267731 Capsicum C. annuum EZ{:“;:Z gocrg";"oi‘l’cia';ci?,\‘egm Colombia
51 ILS 1380 281376 Capsicum C. annuum Sglr:g‘i‘:g ZOég”;‘g?Cia’;ciLaNegro Colombia
52 ILS 1384 355396 Capsicum C. frutescens Ezﬁs i‘:g soégsroifcia;;a’\‘egm Colombia
53 ILS 1301 430498 Capsicum C. frutescens Sglr:g‘i‘:g ZOég”;‘g?Cia’;ciLaNegro Colombia
54 ILS 1392 441648 Capsicum C. frutescens Ezﬁs i‘:g soégsroifcia;;a’\‘egm Colombia
55 ILS 1395 441650 Capsicum C. frutescens Donado por Mario Garcia Colombia

Palmira a COPOICA Rio Negro
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CONSECUTIVO NUMERO DE CODIGO OTRAS

DE SIEMBRA ACCESION INSTITUCIONES GENERO ESPECIE COLECTOR PAIS

56 ILS 1398
. Donado por Mario Garcia :

57 ILS 1399 495247 Capsicum C. annuum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia )

58 ILS 1400 495252 Capsicum C. frutescens Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. . Donado por Mario Garcia )

59 ILS 1402 496011 Capsicum C. chinense Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. . Donado por Mario Garcia ;

60 ILS 1403 496015 Capsicum C. chinense Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. . Donado por Mario Garcia )

61 ILS 1404 496018 Capsicum C. chinense Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia )

62 ILS 1406 496021 Capsicum C. frutescens Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. . Donado por Mario Garcia ;

63 ILS 1409 496023 Capsicum C. chinense Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia ;

64 ILS 1411 496041 Capsicum C. annuum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia )

65 ILS 1414 496080 Capsicum C. annuum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia .

66 ILS 1415 496101 Capsicum C. frutescens Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. . Donado por Mario Garcia ;

67 ILS 1418 496103 Capsicum C. chinense Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. . Donado por Mario Garcia )

68 ILS 1420 496123 Capsicum C. chinense Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia .

69 ILS 1421 496197 Capsicum C. annuum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia ;

70 ILS 1424 496200 Capsicum C. annuum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia

71 ILS 2541

72 ILS 2543

73 ILS 2544

74 ILS 2545

75 ILS 2546 820195 Capsicum Colombia

76 ILS 2547 820358 Capsicum Colombia

7 ILS 2550

78 ILS 2554

79 ILS 2570

80 ILS 2576

81 ILS 2577

82 ILS 2579 AJi 01 Capsicum Colombia

83 ILS 2580 AJi 012 Capsicum México

84 ILS 2581 AJi 013 Capsicum Colombia
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CONSECUTIVO NUMERO DE CODIGO OTRAS

DE SIEMBRA ACCESION INSTITUCIONES GENERO ESPECIE COLECTOR PAIS
85 ILS 2584 AJi 037 Capsicum Colombia
86 ILS 2596 AJi 064 Capsicum Colombia
87 ILS 2598 AJi 09 Capsicum Colombia
88 ILS 2603 AJi 086 Capsicum Guatemala
89 ILS 2608 AJi 121 Capsicum Colombia
90 ILS 2609 AJi 129 Capsicum EE.UU.
91 ILS 2617 AJi 140 Capsicum Colombia
92 ILS 2630 AJi 180 A Capsicum Colombia
93 ILS 2635 AJi 182 Capsicum Colombia
94 ILS 2659 AJi 230 Capsicum EE.UU.
95 283 49603-3 Capsicum C. frutescens Colombia
96 ILS 2753 R14
. Donado por Mario Garcia ;
97 ILS 1370 257069 Capsicum C. frutescens Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia )
98 ILS 1380-1 281376 Capsicum C. annuum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. . Donado por Mario Garcia )
99 ILS 1398-1 495204 Capsicum C. chinense Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. . Donado por Mario Garcia ;
100 ILS 1398-2 495204 Capsicum C. chinense Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. . Donado por Mario Garcia )
101 ILS 1404-1 496018 Capsicum C. chinense Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. . Donado por Mario Garcia )
102 ILS 1404-2 496018 Capsicum C. chinense Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. . Donado por Mario Garcia ;
103 ILS 1404-3 496018 Capsicum C. chinense Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia )
104 ILS 1421-1 496197 Capsicum C. annuum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia .
105 ILS 1421-2 496197 Capsicum C. annuum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia :
106 ILS 1421-3 496197 Capsicum C. annuum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
107 16Y
. Donado por Mario Garcia :
108 ILS 2538-1 1041 Capsicum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
. Donado por Mario Garcia ;
109 ILS 2538-2 1041 Capsicum Palmira a COPOICA Rio Negro Colombia
110 ILS 257 Largo Capsicum CORPOICA Colombia
111 ILS 257 Capsicum CORPOICA Colombia
Redondo
112 ILS 2659-1
113 ILS 2659-2
114 ILS 2668-1 AJi 351 BELEN 3 Capsicum Brasil
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CONSECUTIVO NUMERO DE CODIGO OTRAS

DE SIEMBRA ACCESION INSTITUCIONES GENERO ESPECIE COLECTOR PAIS

115 ILS 2668-2 AJi 351 BELEN3 Capsicum Brasil
116 43a

117 ILS 486-1 Capsicum Oscar Delgado P. Colombia
118 ILS 486-2 Capsicum Oscar Delgado P. Colombia
119 DY821 1011 Capsicum Donado por Carlos Colonia (¢asa ) i

impulsemillas)
120 ILS 1381 355395 Capsicum C. frutescens Donado por Mario Garcia Colombia

Palmira a COPOICA Rio Negro

Anexo E. Prueba multiple de medias para las variabl  es de respuesta avance
del sintoma acumulado (cm) y avance del sintoma (cm  /dia), relacionadas con
el tiempo (dias) después de la inoculacion. Paral a determinacion del mejor
método de inoculacion.

Avance del sintoma acumulado (cm) AvanceAvance del s intoma (cm/ dia)
Ty Promedio  C N hoculawon  Promedo T

16 11,957 a 6 3,718 a
14 10,275 b 8 2,057 b
12 8,417 c 14 1,858 c b
10 7,049 d 16 1,682 c
8 5,775 e 12 1,368 d
6 3,718 f 10 1,274 d

Nota: Dentro de una misma columna, promedios con igual letra no difieren estadisticamente.

Anexo F. Efecto de los métodos de inoculacién dentr 0 de cada tiempo de
lectura después de la inoculacion, sobre el avance del sintoma acumulado.

Método de Inoculacién

Tiempo Pr>F
DE ML PA

6 3,521 3,154 4,479 <.0001

8 5,621 5,05 6,654 <.0001

10 6,908 6,138 8,1 <.0001

12 8,229 7,542 9,479 <.0001

14 9,758 9,658 11,408 <.0001

16 11,175 11,479 13,217 <.0001

Error Estandar 0,19

Duncan p 2 0,527
3 0,555
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Anexo G. Efecto de los métodos de inoculacion dentr o de cada tiempo de
lectura después de la inoculacion, sobre el avance del sintoma acumulado.

Método de Inoculaciéon

Tiempo Pr>F
DE ML PA
6 3,621 3,154 4,479 <.0001
8 5,621 5,05 6,654 <.0001
10 6,908 6,138 8,1 <.0001
12 8,229 7,542 9,479 <.0001
14 9,758 9,658 11,408 <.0001
16 11,175 11,479 13,217 <.0001
Errér Estandar 0,19
DMS 0,529

Anexo H. Prueba multiple de medias para las variabl  es de respuesta avance
del sintoma acumulado y avance del sintoma, relaci onadas con el tiempo

(Dias) después de la inoculacion. Para determinar e | aislamiento mas
patogénico
Avance del sintoma acumulado (cm) Avance del sintoma (cm/dia)
T(i((;:irzls)() Promedio  Grupo de't T(igirgs)o Promedio  Grupo de't
12 11,773 a 4 2,149 a
11 10,603 b 6 1,663 b
10 9,47 c 8 1,399 c
9 8,277 d 5 1,335 d c
8 7,207 e 10 1,187 d e
7 5,808 f 12 1,17 d e
6 5,13 o] 11 1,137 e
5 3,485 h 9 1,07 e
4 2,149 i 7 0,661 f

Nota: Dentro de una misma columna, promedios con igual letra no difieren estadisticamente.
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Anexo |. Efecto de los aislamientos dentro de cada tiempo de lectura

después de la inoculacién, sobre el avance del sint  oma acumulado.

o Tiempo (dias)

Aislamiento Duncan

4 5 6 7 8 9 10 11 12

16 2,267 3,833 6,133 6,733 8,1 9,633 10,767 12 13,433 p Diferencia
18 2,433 3,567 55 6,267 7,333 8,9 9,733 11,367 12,6 2 1,231
22 0 21 3,467 3,733 49 5,467 6,567 7,367 7,933 3 1,285
26 0,967 2,467 3,533 4,433 57 6,333 73 8,2 9,033 4 1,319
27 1,833 3 4,267 5 6,033 7,267 8,267 9,333 10,567 5 1,346
30 33 4,333 6,3 6,8 8,367 9,4 9,833 10,233 11,633 6 1,366
34 2,667 43 5,833 6,6 7,867 9.2 10 11,767 12,7 7 1,383
35 3 43 6,5 7,333 8,967 10,033 11,533 133 14,333 8 14
36 2,733 3,833 5,867 6,8 84 9,667 10,833 12,5 13,833 9 141
38 3,067 44 6,033 6,733 8,6 9,467 11,2 12,5 14,067 10 1,42
39 2,667 4,167 6,467 74 8,867 10,1 11,233 12,633 14,2 11 1,428
40 2 3 5,367 5,967 79 8,567 10,833 12,033 13,633 12 1,435
42 1,833 2,767 38 4,267 5,333 6,067 7,133 8,133 8,833 13 1,442
43 29 47 6,567 75 9,267 10,467 12,233 13,767 153 14 1,449
44 2,333 38 5,833 6,3 7,767 9,533 11,067 12,433 13,7 15 1,456
45 2,467 37 4,833 5,167 6,867 7,433 8,567 93 11,033 16 1,463
48 2,65 4,35 6 7,35 8,75 10,1 12 13,25 15,15 17 1,47
49 1,333 2,133 4,033 45 5,933 6,767 8,133 9,2 10,333 18 1,477
57 15 26 3,667 4,267 56 6,433 72 8,133 8,9 19 1,484
60 05 1,333 2,567 2,933 4 4.8 6,4 7 8 20 1,491
61 28 4,267 5,633 6,433 7,767 8,967 10,167 11,567 12,433 21 1,499
62 25 3,833 5,367 6,167 7,633 8,633 98 10,8 12,033 22 1,506
64 2,767 4,6 5,867 6,633 7,733 8,9 9,6 10,2 11,1 23 1,513
85 1,233 2,533 3,967 46 5.8 7,133 7,733 8,333 8,9 24 1,52
Pr>F <.0001 0,208 0,001 0,863 0,752 0,203 0,001 0,02 0,069
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Anexo J. Regresion entre dias después de la inocula  cién de Capsicum spp.
con diferentes aislamientos de P. capsici y lectura del avance del sintoma
acumulado.

A. Aislamiento 16 B. Aislamiento 18 C. Aislamiento 27 D. C. Aislamiento 26 E.
C. Aislamiento 30 F. C. Aislamiento 34 G. C. Aislamiento 35 H. C. Aislamiento 36
I. C. Aislamiento 38 J. C. Aislamiento 39 K. C. Aislamiento 40 L. C. Aislamiento
42 M. Aislamiento 44 N. Aislamiento 45 O. Aislamiento 48 P. Aislamiento 49
Q. Aislamiento 57 R. Aislamiento 60 S. Aislamiento 62 T. Aislamiento 64 U.
Aislamiento 85.
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