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Resumen

Se evalu6d la resistencia a Phytophthora capsici Leonian y Fusarium spp Link
responsables de causar enfermedades conocidas como pudriciones radicales, en 30
accesiones de Capsicum spp procedentes de la coleccion del banco de germoplasma de
la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, un genotipo resistente a P. capsici
evaluado por la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira y una variedad de
pimentén Capsicum annuum var Nathalie, la cual, se usé como testigo susceptible a los
dos patdégenos. Las evaluaciones se realizaron bajo condiciones de invernadero en
CEUNP (Centro Experimental de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira)
utilizando un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones para P. capsici y un
disefno de bloques completamente al azar para Fusarium sp. La primera siembra se hizo
para seleccionar las accesiones resistentes a P. capsici y la segunda para Fusarium sp.
Se evaluaron las variables: porcentaje de plantas afectadas (incidencia), progreso de la
enfermedad para P. capsici, porcentaje de dafio para Fusarium sp y contenido de
capsaicina. El genotipo resistente a P. capsici también lo fue para Fusarium sp. Las
accesiones S22-17-32-5, 41-8, S52-23, 8-4, 61-12, S21-27-31-7, S21-21-32 y S18.C8-10-
1-p7 se clasificaron en la categoria de resistentes a P. capsici. Las accesiones 84-25, 61-
12, 17, S21-27-31-7, S21-21-32, S18-C9-10-1-p7, 11-11, S21-17-32-5 y 41-8 expresaron
un porcentaje de dafo entre 0-6,25% considerandose como resistentes al dafio por
Fusarium sp. La accesion S22-17-32-5 tuvo el mayor contenido de capsaicina y al mismo
tiempo mostro resistencia a P. capsici y Fusarium sp. Se observé que el contenido de

capsaicina tiene una correlacion negativa con la resistencia a los dos patégenos.
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Las accesiones que mostraron resistencia tanto a P. capsici como a Fusarium sp y
tuvieron alto contenido de capsaicina pueden ser Utiles en futuros programas de
mejoramiento, con miras a la obtencion de variedades comerciales resistentes a

pudriciones radicales.

Palabras clave: Phytophthora capsici, Fusarium spp, Capsicum spp, Pudriciones

radicales, Resistencia.
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Abstract

Was evaluated the resistance to Phytophthora capsici Leonian and Fusarium spp Link
known to cause diseases known as root rots in 30 accessions of Capsicum sp from the
collection of the genebank of the Universidad Nacional of Colombia in Palmira, a
genotype resistant P. capsici evaluated by the Universidad Nacional de Colombia in
Palmira and a variety of paprika Capsicum annuum var Nathalie, which was used as a
control susceptible to both pathogens. Evaluations were performed under greenhouse
conditions in CEUNP (Experimental Center of the National University of Colombia
Palmira) using a completely randomized design with four replications. The first planting
was made to select resistant accessions P. capsici and the second seed for Fusarium sp.
Variables were assessed incidence percentage, disease progression for P. capsici,
percentage of damage to Fusarium sp and content of capsaicin. Genotype resistant P.
capsici was shown to be resistant to Fusarium sp. The accessions S22-17-32-5, 41-8,
S52-23, 8-4, 61-12, S21-27-31-7, S21-21-32 and S18.C8-10-1-p7 is behaved like the
resistant genotype, classified as resistant to P. capsici and accessions 84-25, 61-12, 17,
S21-27-31-7, S21-21-32, S18-C9-10-1-p7, 11-11, S21-17-32-5 and 41-8 showed a
percentage between 0 to 6.25% damage considered as resistant to damage by Fusarium
sp. Accession S22-17-32-5 had the highest content of capsaicin and while showed
resistance to P. capsici and Fusarium sp. It was observed that the content of capsaicin
has a negative correlation with resistance to both pathogens. The accessions that showed
resistance to both P. capsici and Fusarium sp and had high content of capsaicin may be
useful in future breeding programs, with a view to obtaining commercial varieties resistant
to root rots.



Key words: Phytophthora capsici, Fusarium spp, Capsicum spp, Resistance, root rots.
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Introduccioén

El aji dulce y picante (Capsicum spp.) es originario de Centro y Sur de Ameérica (Pardey,
2008). El aji se ubica entre las siete hortalizas mas cultivadas en el mundo (Pérez, 2008)
con una extension aproximadamente 3.8 millones de hectareas y una produccién mundial
estimada en 33.29 millones de toneladas entre ajies secos y ajies verdes. En Sur
América se siembran cerca de 25.675 hectareas de aji verde, de las cuales
4.039hectareascorresponden a Colombia (FAO, 2011).Esta hortaliza se cultiva, en zonas
aptas como el Valle del Cauca y la Costa Atlantica de Colombia principalmente para

exportacion (Anuario Estadistico Ministerio de Agricultura, 2012).

A escala mundial, los principales productores de aji son China, México, Turquia, Estados
Unidos, Espafa que son también exportadores representativos (FAO 2011). En
Colombia los principales productores son, en su orden: Magdalena, Bolivar, y Valle del
Cauca, con una participacion del 73.1% de la produccién nacional, estimada en 12 mil

toneladas (Agronet, 2011).

El cultivo de aji al igual que otras hortalizas es afectado por una serie de problemas
fitosanitarios limitantes, en los que se encuentran la aparicion de podredumbres de la raiz
y la corona causadas por Phytophthora capsici y Fusarium sp, que ocasionan pérdidas
considerables en precosecha, afectando la produccién de aji y pimentéon en las
principales zonas productoras del pais. La presencia de estas enfermedades se
encuentra ampliamente distribuida en paises productores de Capsicum spp, donde el
dafo que ocasiona es de importancia econémica. Su presencia ha sido confirmada en
todo el mundo. La infeccién es producida por las conidias o zoosporas y estructuras de

resistencia en toda la planta. El patdégeno penetra iniciando el dafio en el cuello de la raiz,
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una lesién circular en la base del tallo causando volcamiento y muerte de la planta. Los
frutos son afectados a través del pedunculo, se encogen, se arrugan y presenta lesiones
oscuras cubiertas con micelio blanco y permanecen adheridos en la planta (Fletcher,
1994; Andrés et al., 2005).

Inspecciones realizadas a cultivos de pimentén y aji es en departamentos productores de
Colombia describen que generalmente, P. capsici prefiere condiciones humedas del
suelo y temperaturas de 20 a 28°C se consideran optimas para el desarrollo de la
pudricién del cuello. La pudricion por Fusarium sp es mas frecuente en suelos acidos,

mal drenados y de textura liviana (Corpoica, 2005).

Garcia (2011)" reporta que desde el afio 2006 se observa plantas afectadas a P. capsici
en las diferentes zonas productoras del Valle del Cauca. La enfermedad ha incrementado
su incidencia hasta el punto de adquirir gran importancia econémica para el cultivo de aji,

debido a que ha generado pérdidas hasta de un 70% de la produccion.

Aunque, en paises como Estados Unidos, Espafia y Argentina se han publicado estudios
para resistencia a Phytophthora capsici; en Colombia adun no se conocen estudios en
este sentido y las investigaciones se han orientado hacia el control de la diseminacion del
inéculo mediante el uso de fungicidas, los cuales son costosos y tienen efectos negativos

en el ambiente, ademas de generar resistencia del patégeno.

Phytophthora capsici y Fusarium sp., se presentan durante todo el desarrollo fenolégico
del cultivo, dificultando las opciones de manejo, razén por la cual la blisqueda de
resistencia se convierte en la mejor alternativa para la proteccién de cultivos. De ahi, la
necesidad de identificar genotipos resistentes a Phytophthora capsici y Fusarium sp., con
el fin de que a futuro los mejoradores puedan obtener genotipos comerciales resistentes
a estos patdégenos, y a partir de programas de mejoramiento genético convencional

disminuir el uso indiscriminado de agroquimicos, reducir la contaminacién y los costos.

'Garcia, M. A. (2011) informacién personal. Profesor asociado de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Palmira.



1. El Cultivo de Aji (Capsicum spp)

1.1 Importancia econOmicay produccion en Colombia

El género Capsicum con sus diversas especies de pimentones y ajies es de gran
importancia alimentaria y econémica en Colombia y otros paises del mundo. El Ministerio
de Agricultura y Desarrollo Rural (2011) reportdé para el 2011 una produccion de aji en
Colombia de 16.515 toneladas con un area sembrada de 2.045hectareas. Se siembra en
casi todas las regiones en los departamentos de Antioquia, Atlantico, Bolivar, Boyaca,
Cesar, Cérdoba, La guajira, Magdalena, Santander, Sucre y Valle del Cauca con
producciones que varian entre 32-6.674toneladas por afio con rendimientos que varian
entre 3.5-15.7 toneladas por hectarea. La produccion se destina para la agroindustria

nacional y para la exportacion.

El cultivo de ésta hortaliza ha aumentado significativamente ante la demanda de otros
paises, sin embargo, departamentos productores como el Valle del Cauca, redujeron su
produccion en 929 toneladas y rendimiento en 0.5 toneladas por hectarea del afio 2010 al
2011 (Agronet, 2011). Los valores fluctian considerablemente de produccion y
rendimiento, porque esta hortaliza afronta una serie de problemas relacionados con alta
susceptibilidad a condiciones adversas de clima, suelos, enfermedades y plagas,

convirtiendo a este cultivo en una actividad comercial muy riesgosa.
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Tradicionalmente en las regiones productoras de aji y pimentdn se observa una
tendencia a incrementar la superficie con las mismas variedades de Capsicum para el
consumo en fresco y para la industria, favoreciendo cada vez a que los problemas

fitosanitarios sean mas graves.

Las especies de Capsicum spp domesticadas, presentan variaciones en caracteristicas
de frutos, que posiblemente por efectos asociados a la domesticacion tiene un cuello de
botella evolutivo dentro del cual se restringe la variacién de caracteres menos visibles.
La seleccién de especies domesticadas para diferentes usos (por ejemplo frutos en seco
o fresco, especia o vegetal) ha llevado a una mayor particion de la diversidad genética

dentro de cada una (Ligarreto et al., 2004).

Adicionalmente, Colombia depende de la importacién de semilla para la produccién de aji
y pimentéon, ademas de la suministrada y producida por las mismas empresas
exportadoras de aji; para el caso de pimenton la semilla es producida por entidades

estatales y algunas empresas comercializadoras privadas.

En Colombia, actualmente se siembran distintos cultivares de aji y pimenton de las
especiesC. Annuum (Cayenne), C. frutescens (Tabasco) y C. chinense (Habanero), con
el fin de atender los mercados para consumidores que buscan variedad, calidad y
pungencia (Garcia, 2011).

1.1.1 Contenido de Capsaicina

Uno de los principales atributos de la calidad en los frutos del genero Capsicum, ademas

del color, sabor y aroma, es la pungencia. El picante es debido a la presencia de unos



compuestos denominados capsaicinoides que estan presentes en su mayoria en la
placenta del fruto. Estos compuestos contribuyen a la pungencia tanto por el nimero y
tipo de capsaicinoides presentes como por la cantidad de cada uno de ellos (Escamilla et
al., 2011).

La capsaicina es el compuesto mas potente de los capsaicinoides. La capsaicina fue
aislada por J. Thresh en 1876, y se caracteriza por ser un polvo cristalino blanco,
insoluble en agua, pero muy soluble en alcohol y aceites. Por esta razon, el ardor que se
produce al comer aji se puede calmar mas efectivamente con leche y helados que con
agua. Estudios sobre la relacion entre especies del género Capsicum y la capsaicina,
indican que la concentracion de este alcaloide aumenta durante la maduracion del fruto,
es mayor en las variedades de fruto mas pequefio y varia en proporcion inversa a la

cantidad de acido ascérbico (Peruano, 2011).

El contenido de capsaicinoides en especies de Capsicum varia generalmente de 0,1 a 1
% y en algunos casos se registran valores de hasta 1,5 % (Sein et al.,, 1998). La
Environmental Protection Agency (EPA) de Estados Unidos considera a la capsaicina
como un pesticida bioquimico, ya que se forma naturalmente en las plantas de Capsicum
como medio de proteccion contra animales e insectos. Solo las aves no son afectadas

por la capsaicina (Peruano, 2011).

La capsaicina se emplea en la elaboracion de cremas tdpicas para aliviar el dolor
muscular, asi como los sintomas del reumatismo y mejorar la flexibilidad de las
articulaciones. En lo que respecta al cancer, los estudios han sido numerosos, por
ejemplo, la American Association for Cancer Research, reporté que la capsaicina es
capaz de eliminar células cancerosas en la prostata provocando la apoptosis (muerte de
las células). Sin embargo, el excesivo uso de capsaicina puede llevar a la insensibilidad y
disminucion de la expresion de su receptor natural, situacién que provocaria que la
capsaicina se convierta mas bien en agente de proliferacion de células cancerosas
(Peruano, 2011).
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1.1.2 Origen, distribucion y especies silvestres relacionadas

El género Capsicum spp es originario de América del Sur y Central. Las investigaciones
arqueoldgicas demuestran que este género estuvo muy ligado a las civilizaciones Maya,
Azteca (Centroamérica y México) e Inca (Andes). En algunas regiones del Peru se
encontraron frutos y semillas de 2800 a 1800 afos a.C. que sirvieron de evidencias de su
domesticacion. En América Central también se hallaron restos arqueoldgicos de hace
7000 anos a.C (Vallejo et al., 2006).

La distribucién geografica de las especies domesticadas de Capsicum, cultivadas antes
del descubrimiento de América, va desde Centroamérica hasta el Brasil, pasando por los
paises andinos (Vallejo et al., 2006).El aji picante, se ha propagado por toda América,
Africa y Asia tropical, donde sus frutos son valorados por el sabor que ellos afiaden a su
dieta. Los ajies no picantes o dulces son preferidos por consumidores de regiones
templadas tales como Europa y Norte América, pero se ha interiorizado en la cultura su

consumo a los trépicos como una dieta de los paises occidentales (Ligarreto et al., 2004).

El género Capsicum incluye mas de 25 especies de las cuales, cinco son las que se
cultivan comercialmente C. chinense, C. frutescens, C. pubescens, C. baccatum y C.
annuum que es el de mayor produccién mundial. C. annuum fue domesticado en tierras
altas de México, este incluye la mayoria de aji picante de México, Africa y Asia, y varios
cultivares de aji dulce que crecen en paises templados. Sin embargo, este no se adapta
bien en tierras bajas humedas del trépico, donde, por lo menos en Latinoamérica, es
reemplazado por C. chinense y C. frutescens. C. frutescens es cultivado también en
Africa y Asia como un cultivo de especias. Los frutos de C. chinense (habanero) tienen
mayor pungencia. Las otras dos especies domesticadas son predominantes en
Latinoamérica: C. baccatum siendo el aji picante mas comun (en seco y fresco) de los
paises andinos y C. pubescens, que es también una especie de tierras altas, con
paredes gruesas y frutos carnosos, los cuales son también usados en frescos (Pardey,
2008).



En Colombia se reportan las especies cultivadas C. chinense, C. frutenscens y C.
annuum, C. baccatum, C. pubescens, y las especies silvestres C. ciliatum, C. dimorphum,
C.geminifoliumy C. parvifolium (Vallejo et al., 2006). Aunque estas especies
domesticadas son de origen tropical, la mayoria del mejoramiento genético de Capsicum
se ha llevado a cabo en paises de clima templado, sin embargo, el mejoramiento

genético se ha restringido en mayor proporcion en C. annuum.

Las especies silvestres poseen genes particulares adaptados a condiciones ambientales
y de resistencia a insectos y enfermedades propias de la region. (Ligarreto et al., 2004).
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. tovari nom.

Tovari, C. annuumvar, aviculare y C. baccatum var. baccatum (Vallejo et al., 2006).
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2.CARACTERISTICAS GENERALES DE P.
capsici Leonian

La primera publicacién y descripcidon sobre el tizon 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
(Hurtado, 2010).

El oomiceto P. capsici es el agente causal de la enfermedad mas universalmente
conocida en plantas del género Capsicum spp. Recibe diversos nombres en espafiol,
como tristeza o seca en Espana, y marchitez o secadera marchita en México (Nuez et al,
1995).

2.1 Descripcion de Phytophthora capsici.

El micelio es cenocitico (los nucleos incluidos en un citoplasma comun no estan
separados por tabiques que delimiten células), se pone densamente tuberoso bajo
ciertas condiciones de cultivo, las extensiones tuberosas son esféricas u ovoides, iguales
a los esporangios, rico en protoplasma. Los Esporangios generalmente son ovoides,
varian segun el medio de cultivo. Se presentan formas elongadas, elipsoides,
subesferoides, elongaciones irregulares con formas intermedias, papila prominente apical
en un solo esporangio algunas veces pueden ser tres variando su disposicidén, pueden

ser desprendidos del esporangioforo (caducos). Tiene germinacion por zoosporas y en



condiciones especiales por tubos germinativos. ElI tamafo del esporangio es muy

variable, esta en promedio de 60 x 36 p (Leonian, 1922).

La sobrevivencia del patégeno a largo plazo o fuera del tejido del hospedero, se debe a
la oospora la cual es gruesa de multiples capas de B-glucano y celulosa. Las oosporas
requieren de un periodo de incubacién de cuatro semanas antes de germinar
directamente o por formacion de esporangio. P. capsici es una especie heterotalica y
requiere de dos tipos de compatibilidad designados A1 y A2 para completar la fase
sexual. Las oosporas son formadas cuando los dos tipos de compatibilidad A1 y A2
entran en asociacion. Las zoosporas exhiben geotropismo negativo y
quimiotacticamente siguen gradientes de nutrientes mientras nadan. Asi las Zoosporas
tienen contacto con la superficie de la planta se enquistan y germinan para producir tubos
germinativos. La penetraciéon de la superficie de las hojas por P. capsici ocurre
directamente o a través de aberturas naturales como los estomas. Estas son producto de

la reproduccion asexual (Hurtado, 2010).

2.2 Phytophthora capsici en Colombiay en el mundo

P. capsici fue reportada por primera vez por Leonian en los EE.UU. en 1922 sobre los
chiles en Nuevo México y se extendié a las zonas de produccion de hortalizas en
Colorado y Florida en los anos 1930 y 1940, en varios cultivos horticolas como tomates,

berenjenas, calabazas y melones (Lamour, 2004).

Corpoica (2005) realiz6 actividades de inspeccién a cultivos comerciales de pimentén y
ajies (Capsicumannuum L.) en los departamentos de Antioquia, Cundinamarca,
Risaralda, Quindio y Valle del cauca. La pudricion de la raiz por P. capsici fue una de los
patdgenos con mayor distribucion en las zonas de clima frio moderado y calido causando

pérdidas del 30% y 50% respectivamente.

En el Valle del Cauca la empresa Agronilo S. A., localizada en el municipio de La
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Unién, reportd a P. capsici como la responsable de 70% de las pérdidas y en el
corregimiento de San Marcos, municipio de Yumbo, se han calculado perdidas hasta del

80% ocasionadas por P. capsici en cultivos de pimenton (Hurtado, 2010).

La Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, actualmente cuenta con
germoplasma de aji y pimentén, colectado en diferentes sitios de Colombia y otros
paises. Se ha aprovechado adecuadamente las potencialidades de los recursos
fitogenéticos de Capsicum realizando evaluaciones de diferentes caracteristicas
agrondmicas, dentro de ellas se ha identificado fuentes de resistencia a enfermedades,

como lo es la secadera causada por Phytophthora capsici (Hurtado, 2010).

2.3 Ciclo de la enfermedad

Phytophthora capsici es un patégeno del suelo. Produce varios tipos de esporas que
permiten que se propague por todo el campo, y de persistir en el campo entre los
cultivos. P. capsici sobrevive entre los cultivos como oosporas o micelio en tejido
infectado. Una oospora sexual presenta pared gruesa y se forma cuando los micelios de
dos tipos de apareamiento opuestos (similar al anteridio y oogonio) crecen juntos. Las
oosporas son resistentes a la desecacién, las bajas temperaturas, y otras condiciones
ambientales extremas, y puede sobrevivir en el suelo en ausencia de la planta huésped
durante muchos afios. Una vez que las plantas de pimiento se trasplantan en un campo,
y las condiciones ambientales son favorables, las oosporas germinan y producen
esporangios y zoosporas (esporas asexuales). Las altas precipitaciones, la saturacion de
los suelos, y temperaturas entre 75 a 85 °F (24 -29 °C) son condiciones favorables para
que se desarrolle el tizén causado por Phytophthora. Las zoosporas liberadas en el agua,
nadan y al entrar en contacto con el tejido huésped inician la infeccién. Después de la
infeccion se forma una lesién que rodea los cuellos en la base de la planta cerca de la
linea del suelo. Los esporangios se producen en la superficie de la lesidon y se esparcen
por salpicaduras de lluvia. Una vez localizados en la planta de aji, los esporangios liberan

zoosporas que inician la infeccion. La produccion y difusion de esporangios se repiten a
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lo largo de la temporada lluviosa. Las plantas eventualmente mueren y las oosporas
formadas dentro de las lesiones se liberan en el suelo. Las oosporas se mantendran en
el suelo hasta que otro cultivo susceptible sea plantado (Phytophthorablight of pepper.,
2001).

2.4 Factores Ecolbdgicos

Algunos de los factores ambientales que favorecen el desarrollo de hongos y oomicetos
son la temperatura, humedad, luz, nutrientes y el pH del suelo. Los efectos en el avance
de la enfermedad son el resultado de su influencia sobre el desarrollo y la susceptibilidad
del hospedero, sobre la propagacion y actividad del patégeno o sobre la interaccion entre
ambos. Phytophthora sp., no prospera a menos de 7.5°C y mas de 28.5°C, pero bajo
condiciones 6ptimas de humedad y temperatura, los esporangios se producen con
abundancia y liberan gran cantidad de zoosporas; al disminuir la temperatura 24°C estas

se diseminan a través del agua, causando una mayor infeccion (Reyes et al., 2007).

2.5 Las plantas susceptibles pueden presentar dafios en raices tallos, hojas, y frutos.
Aunque la infeccidon puede ocurrir solo en partes aéreas es muy comun en la linea del
suelo. El primer sintoma comunmente presentado en lotes de pimentdn y ajies 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. Las raices infectadas son de color café oscuro y blando, las
manchas de las hojas comienzan pequefias, circulares, irregulares y acuosas. Con el
tiempo se agrandan, se aclaran y pueden romperse. Los frutos de pimentén son
afectados a través del pedunculo, se encogen, se arrugan y presenta lesiones oscuras
cubiertas con micelio blanco y permanecen prendidos en la planta. En las hojas causa
lesiones circulares, café grisaceas y humedas, las lesiones de hojas y tallos son
comunes cuando el inoculo es dispersado por salpique del suelo a partes bajas de la
planta (Hurtado, 2010).
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2.5 Dafno

Las plantas susceptibles pueden presentar dafos en raices tallos, hojas, y frutos. Aunque
la infeccion puede ocurrir solo en partes aéreas es muy comun en la linea del suelo. El
primer sintoma comunmente presentado en lotes de pimentdn y ajies es un dafio en el
cuello de la raiz, una lesion circular en la base del tallo que causa volcamiento y muerte
de la planta. Las raices infectadas son de color café oscuro y blando, las manchas de las
hojas comienzan pequenas, circulares, irregulares y acuosas. Con el tiempo se
agrandan, se aclaran y pueden romperse. Los frutos de pimentén son afectados a través
del pedunculo, se encogen, se arrugan y presenta lesiones oscuras cubiertas con micelio
blanco y permanecen prendidos en la planta. En las hojas causa lesiones circulares, café
grisaceas y humedas, las lesiones de hojas y tallos son comunes cuando el inoculo es

dispersado por salpique del suelo a partes bajas de la planta (Hurtado, 2010).

2.6 Manejo de P. capsici

Las estrategias recomendadas para manejo del tizon de Capsicum spp., incluyen
prevencién del patdégeno, siendo la estrategia primaria el manejo de la dinamica del agua
en el suelo evitando los excesos, dandole el mejor drenaje posible. La rotacién 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
previamente de pimentdn, cucurbitaceas, tomate o berenjenas por mas de tres afios.
Sembrar en lotes aislados de campos infestados con P. capsici, limpiar el equipo agricola
del suelo, sembrar en camas altas, y preparar antes del trasplante una corona central
para que el agua escurra 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, no rescatar semilla de lotes infestados con P.
capsici (Phytophthorablight of pepper, 2001).
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2.6.1 Control quimico

Mefenoxam fue ampliamente utilizado en los pimientos por primera vez en 1997. La
enfermedad se produjo en campos que fueron tratados con varias aplicaciones de
mefenoxam en 1997 en el norte de Carolina y New Jersey, Estados Unidos. Un total de
150 aislamientos fueron obtenidos de 17campos de ocho localidades productoras (siete
granjas del Norte de Carolina y una de New jersey), donde se evalud la sensibilidad a
mefenoxam en el laboratorio. 30% se clasificaron como sensibles, 10% como
intermedias y 59% como resistentes a mefenoxam. Las cepas resistentes se encontraron
en el 82% de los campos muestreados. La mayor proporcién de aislados resistentes
procedian de campos donde mefenoxam se utiliza solo y no en combinacién con otros

fungicidas. (Parra y Ristaino, 2001).

La frecuencia de aislamientos resistentes en el norte de Carolina es del 63% muy
superior a los niveles de resistencia en las zonas donde mefenoxam no es ampliamente
adoptados (Café-Filhoet al, 2008).

En Michigan, Phytophthora capsici se ha vuelto resistente a mefenoxam, el ingrediente
activo de un fungicida de uso comun. Incluso después de que los productores han dejado
de usar mefenoxam, Phytophthora capsici sigue con resistencia al fungicida (Parra et al.,
2001).

Lamour (2003) indica que P. capsici persiste como oosporas por dos (2) anos entre
pepinos y tomates, y que la rotacion de cultivos y la utilizacion de mefenoxam no

proporcionan un control econémico.

2.6.2 Control bioldgico

Sutherland et al. (1991), evaluaron nueve aislamientos de oosporas micoparacitas de
seis actinomicetos y tres hongos para reducir la incidencia de la pudriciéon de la raiz de

Capsicum annuum producida por P. capsici; reportaron que Verticillium chlamydosporium
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aumento el numero de plantas sanasen mas del 100% cuando estos se trasplantaron a

suelo infestado artificialmente con oosporas de P. capsici.

Guigon y Gonzalez (2003),aislaron seis cepas nativas de Trichoderma spp del sur del
estado de Chihuahua, México en el 2001; pero solo dos cepas redujeron la velocidad de
incremento y la severidad del marchitamiento de plantas de aji (Capsicumannuum L.)

causada por P. capsici, promoviendo un mejor crecimiento y desarrollo a la planta.

Zhang et al. (2009), reportaron que algunas cepas de Bacillus sp rizobacterias
promotoras de crecimiento (PGPR) son eficaces para el control del tizon en calabacin

causado por P. capsici en invernadero.

2.6.3 Control genético

La Universidad de lllinois sugiere utilizar variedades resistentes, siempre que sea posible,
como se encuentra en las variedades ‘Emerald Isle’, ‘Paladin’, y ‘Rainger’ que tienen de
moderada a alta Resistencia contra aislamientos de P. capsici. “Arda” también ha sido

reportada con resistencia (Phytophthorablight of pepper, 2001).

Investigaciones con aislamientos de P. capsici de Michigan indica que la insensibilidad es
controlada por un gen dominante incompleto de mayor efecto, lo que es consistente con
los hallazgos de otros oomicetos. Lamour et al., (2001), reportaron el fungicida fenilamida
mefenoxam sensible a aislamientos de P. capsici, pero, como ha ocurrido con muchos

oomicetos, ha desarrollado insensibilidad en poblaciones de campo.

Gonzalez et al. (2004), reportaron que dos genotipos provenientes del banco de
germoplasma del INIFAP siguen siendo resistentes al complejo de patégenos de la raiz
P. capsici, Fusarium solani, F. oxysporum y Rhyzoctonia solani causantes de

marchitamiento de Capsicum annuum L.

Anaya (2011), reporta que los genotipos BG102 y BG107 del banco de

germoplasma del INIFAP-CEBAJ fueron resistentes a tres especies de
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patdgenos (Fusarium spp., P. capsici y Rhizoctonia solani) responsables del

marchitamiento de aji (Capsicum annuum L.).

La inoculacion con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) protege las plantas de
pimientos de infecciones posteriores con Phytophthora capsici. Se encontraron
diferencias en la cantidad de patégeno presente en tallos y raices entre las plantas

tratadas con FOL y las no tratadas (Silvar et al, 2008).

Moran et al. (2010), evalud la resistencia a P. capsici bajo condiciones de invernadero, 29
poblaciones de chile nativo colectadas en el sur del Estado de Puebla. Los analisis de
varianza y comparacion de medias mostraron diferencias significativas entre poblaciones,
lo cual indica que algunos materiales presentan mecanismos de defensa particulares que

podrian ser aprovechados en programas de mejoramiento genético.
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3.Caracteristicas generales de Fusarium sp

El género Fusarium fue introducido por Link en 1809 (Leslie et al., 2006), el cual tiene
una gama amplia de especies y ademas se han identificado mas de 120 forma especialis
diferentes, basados en la especificidad del huésped y cultivar que infectan (Michielse et
al., 2009).

El hongo Fusarium es el agente causal de la enfermedad del aji conocido como Damping

off y pudricién de la raiz.

3.1 Descripcion de Fusarium spp

La forma y tamano de las esporas es la caracteristica principal para el reconocimiento de
los fusarium. Las esporas estan dispersas en el micelio aéreo o en esporodoquios. Los
macroconidios son curvados, pluriseptados, con una célula apical mas o menos
puntiaguda y en muchas especies con una célula basal en forma de pie. Los
microconidios son comunmente unicelulares, elipsoidales, fusiformes, claviformes,
piriformes o subglobosos, similares en ancho a los macroconidios, con una base
redondeada o truncada, por lo general formando cabezuelas mucosas, pero en algunas

especies en cadenas basipetas. No siempre son producidos ambos tipos de esporas.

Los conidiéforos del micelio aéreo en algunos casos soélo constan de una célula
conidiégena, en otros estan ramificados, a veces en verticilos. Las monofialides producen

conidios desde una sola abertura y en las polifialides surgen las esporas desde mas de
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una abertura en la misma célula. La presencia de una célula basal con forma de pie en
los macroconidios se considera caracteristica de Fusarium pero varios géneros de
Coelomycetes también la tienen. A su vez unas pocas especies de Fusarium presentan
conidios pluriseptados sin esa célula basal y se las llama mesoconidios. Algunas
especies presentan clamidosporas terminales, laterales o intercalares, a veces formando
cadenas. Las células conidiales ocasionalmente se transforman en clamidosporas.
Algunas especies forman esclerocios irregulares, de color beige, ocre, pardo o gris

obscuro.

Las colonias de los distintas especies de Fusarium que crecen moderada a
profusamente, tienen diversos colores (blanco, rosado palido, rojo, anaranjado, purpura,
celeste, verde aceituna o pardo), especialmente en el reverso de la colonia, excepto
pardo obscuro o negro. El micelio es ralo o denso, ya sea algodonoso, como un fieltro o
con una zona central de funiculos, pero en algunos casos es limoso. Hay Fusarium con
esporodoquios de color anaranjado. Los pigmentos que difunden en el agar suelen variar
de color o tono con el pH. Algunas especies presentan zonas concéntricas de distinta

morfologia macroscépica debido a la secuencia luz - obscuridad (Carrillo, 2003).

3.2 Fusarium sp en Colombiay en el mundo

Toro (1999), reportd que la variedad cayenne (Capsicum annum L.) en la zona cafetera
(Manizales), tuvo una incidencia del 8% y severidad del 2.5% por Fusarium sp.
Phytophthora capsici, fue la enfermedad mas limitante y presenté mayor incidencia y

severidad del 65% y 100%, respectivamente.

Gonzalez et al. (2002), infirieron que uno de los patdégenos causantes del Mal de los
Almacigos (MDA) en Argentina, fue Fusarium oxysporum (Sch.) el cual es transmitido por

semilla. Aparece también en plantas adultas.
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Corpoica (2005), reportdé a Fusarium oxysporum en cultivos de pimentén y ajies, en los
departamentos de Antioquia, Cérdoba, Cundinamarca y Valle del Cauca fue muy
frecuente y de importancia en todas las zonas productoras de Colombia ocasionando

pérdidas superiores al 40%.

Anaya et al. (2011), estudiaron que en México la enfermedad de raiz mas importante del
cultivo de aji es la marchitez. Se han reportado como agentes causales a Rhizoctonia
solani, Fusarium sp el cual fue aislado con una frecuencia de 42.6%y Phytophthora

capsici con una frecuencia de3.9%.

3.3 Ciclo de la enfermedad

Fusarium sp., es un habitante del suelo que sobrevive como micelio en residuos de
plantas infectadas y en todas sus formas de esporas, pero, con mayor frecuencia,
especialmente en las regiones templadas mas frias, como clamidosporas. Su
diseminacion en el campo a distancias cortas se realiza por medio de agua y maquinaria
agricola contaminada y en largas distancias principalmente en trasplantes de plantas
infectadas o en el suelo llevado con ellos. Por lo general, una vez que un éarea es

infectada con Fusarium, se mantendra indefinidamente.

Cuando las plantas sanas se siembran en suelo contaminado, el tubo germinativo de las
esporas o el micelio penetran las puntas de las raices directamente o entra a traves de
heridas o en el momento de formacion de raices laterales. El micelio avanza a través de
la corteza de la raiz intercelularmente, y cuando llega a los vasos del xilema entran en
ellos a través de los haces vasculares. El micelio permanece exclusivamente en los
vasos Y viaja a través de ellos, sobre todo hacia arriba, hacia el tallo y la corona de la

planta. Mientras que en los vasos, el micelio se ramifica y produce microconidias, las
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cuales se separan y son llevadas hacia la parte aérea de la planta en el flujo de savia.
Las microconidias germinan en donde se detiene el movimiento ascendente de la savia,
el micelio penetra en la pared superior de los haces vasculares, produciendo mas
microconidias. ElI micelio también avanza lateralmente a los vasos adyacentes,

penetrando a través de los haces.

La obstruccion de los haces por el micelio, esporas y el aplastamiento de los vasos por la
proliferacion de las células del parénquima, es responsable de pérdida de agua de la
planta infectada. Cuando las hojas transpiran mas agua que las raices y el tallo, los
estomas se cierran y las hojas se marchitan y finalmente muere la planta. Luego, el
hongo invade todos los tejidos de la planta, llega a la superficie de la planta muerta, y hay
esporulacién. Las esporas pueden ser diseminadas a plantas sanas o nuevas areas por

el viento, el agua, etc.

A veces, cuando la humedad del suelo es alta y la temperatura es relativamente baja, las
plantas infectadas pueden generar aceptables producciones, sin embargo, en tales
casos, el hongo puede alcanzar el fruto de las plantas y penetrar o contaminar la semilla.
Por lo general, los frutos infectados se pudren y se caen. Las semillas infectadas son
muy ligeras y no siempre son eliminadas en los procedimientos de extraccion y limpieza
de estas, y por lo tanto, juegan un papel importante en la propagacién del hongo (Agrios,
2005).

3.4 Factores ecoldgicos

La marchitez vascular es favorecida por las heridas que se realizan en las raices y tallos.
Se transmite en semillas y a través del suelo contaminado. La enfermedad es mas
frecuente en suelos acidos, mal drenados y de textura liviana. Las plantas afectadas que
se dejan en el campo son la principal fuente de inéculo, ya que el patégeno esporula
facilmente en las plantas enfermas y es diseminado por el agua y el viento a plantas
sanas. El hongo sobrevive en el suelo en forma de clamidosporas y en residuos de
cosecha (FAO, 2003).
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3.5 Dano

La enfermedad se caracteriza por la aparicion de los sintomas de marchitamiento,
acompafada del amarillamiento parcial de las hojas, a causa de la interferencia en el
crecimiento; en estados iniciales en las hojas puede verse la mitad clorética y la mitad de
un color verde normal. Se observa una disminucién del crecimiento de la planta. Los
sintomas de la enfermedad avanzan afectando la planta hacia arriba hasta causar un

marchitamiento generalizado y la muerte (Garcés et al., 2001).

Un aspecto muy importante para el diagnodstico de la enfermedad que la diferencia
facilmente de otras enfermedades vasculares es una coloracion café-rojizo en los vasos

conductores (Santos, 2010).

3.6 Manejo de Fusarium sp

3.6.1 Control Quimico

Las respuestas a la aplicacion de fungicidas sistémicos, principalmente de aquellos del
grupo de los benzimidazoles, han sido variables debido posiblemente a la aparicién de
aislamientos resistentes a dichos funguicidas, como comprobaron Tramiery Bettacchini
(1974), Leski (1977) y Gullino et al., (1986). Segun Arbelaez (1987), en Colombia se ha
detectado una baja eficiencia del benomil en el control de la enfermedad, por ello, dicho
fungicida se aplica muy poco. De la misma manera Garibaldi y Gullino (1987)
encontraron que en ltalia por el uso frecuente del Benomil, se presenté una disminucién
significativa en la sensibilidad de Fusarium oxysporumf. sp. dianthia dicho fungicida

(citado por Garcés et al., 2001).}

Utkhede y Mathur (2005), evaluaron dos productos quimicos Rovral®, BASF 516para el
control de la pudriciéon de los frutos en aji dulce bajo condiciones de invernadero y
mostraron que redujeron el porcentaje de infeccion de los frutos de aji dulce e incremento

el rendimiento de los mismos.



21

3.6.2 Control Bioldgico

Corpoica evalué una mezcla de tres (3) microorganismos antagoénicos Entrophospora
colombiana, Trichoderma sp., Pseudomonas fluorescens para controlar el
marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli en plantas de
frijol, Los resultados fueron poco efectivos no parecen ser muy promisorios para el

manejo de este tipo de enfermedades vasculares (Avendano, et al. 2006).

Trichoderma viride mostré ser un buen control biolégico in vitro de Fusarium oxysporum

en 62%, donde se reduce el crecimiento radial del hongo patdgeno (Sahi et al, 2007).

El control bioldgico del marchitamiento por Fusarium ha dado resultados alentadores.
Control puede implicar previa inoculacion de plantas con cepas no patégenas de F.
oxysporum o el uso de hongos antagonistas, tales como Trichoderma y Gliocladium,
Pseudomonas fluorescens y bacterias Burkholderia cepacia, y otros. Sin embargo,

ninguno de los biocontroles se utiliza en la practica todavia (Agrios, 2005).

Utkhede y Mathur (2005), evaluaron siete productos bioldgicos para el control de la
pudricion de los frutos en aji dulce, bajo condiciones de invernadero y solo dos fueron
eficaces para reducir el porcentaje de infeccion en los frutos y aumentar el rendimiento

de los mismos.

3.6.3 Control Genético

Anaya et al. (2011), identifico6 de 26 colectas de aji un genotipo con resistencia a
Fusarium sp el cual tiene un potencial para usarse en programas de mejoramiento

genético en Capsicum.

Gobmez (2010), evalué un genotipo no comercial resistente de Lycopersicon esculentum
Mill., como portainjerto para el control de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 3
(FoL3) en tres genotipos susceptibles. Los resultados mostraron que los genotipos
susceptibles injertados e inoculados con FolL3 fueron estadisticamente iguales al testigo

resistente.
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Davika-rani et al., (2007), evaluaron 88 genotipos de chile contra Fusarium solani
encontrando a F-112-5-83, SKAU-C-101 y PC-6 como resistentes al ataque del
patégeno.
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4.Materiales y Métodos

4.1 Evaluacion del germoplasma en invernadero

La fase experimental de la investigacion se realizd en el invernadero del centro
experimental de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira (CEUNP) ubicado en
el corregimiento EI Carmelo, municipio de Candelaria, departamento del Valle del Cauca,
situado a3° 24 ° latitud norte y 76° 26 * longitud oeste; con una altura de 980 m.s.n.m,
una temperatura promedio de 24° C, 69% de humedad relativa y 1028 mm de
precipitacion promedio anual.Pertenece a la zona calida — moderada, clima

semiarido con cuatro meses del afio con exceso de precipitacion. (Pardey, 2008).

Se evaluaron 30 genotipos de aji y 16 plantas por genotipo, entre los que se
encontraban accesiones F6, de los tres especies de capsicum: C. annum, C. chinense y
C. frutencens y una variedad de aji C. annuum cv. Nathalie, la cual, se us6 como testigo
susceptible a ambas pudriciones y una accesién evaluada con resistencia a P. capsici
(Tabla 1). La semilla de los diferentes genotipos de aji evaluado fue suministrada por el
Programa de Investigacion de Mejoramiento Genético Agronomia y Producciéon de
Semillas de Hortaliza, obtenida dentro del proyecto: Estudios basicos para iniciar la

produccion de cultivares de aji Capsicum spp con resistencia a P. capsici y Fusarium sp.

Para P. capsici se utilizd un disefio experimental completamente al azar (CAA) con 16
plantas por genotipo. Cada bandeja estuvo conformada por un solo genotipo. Para
Fusarium sp se utilizé un disefio experimental de bloques completamente al azar (BCA)
con cuatro repeticiones; en bandejas de 24 alveolos. Cada bandeja estuvo conformada

por cuatro plantas, sembradas en un sustrato con chachaza carbonilla en una
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concentraciéon 2:1, previamente esterilizada. Se tuvo un bloque adicional sin inocular

como testigo.

Figura 1: a. Plantas afectadas por Fusarium sp., b. y c. Sintomas visibles del
dafio por Fusarium sp., d. Plantas afectadas por P. capsici, e. Raiz afectada por
P. capsici.
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Se evalud periddicamente la manifestacion de sintomas que indicaban presencia del
patégeno en los genotipos, en el caso de Fusarium sp se hizo dia de por medio y para P.
capsici cada seis dias. Se realizaron siete evaluaciones para ambos patdégenos, a partir
de la inoculacioén, y se evaluaron las siguientes variables: numero de plantas afectadas
(incidencia), avance de la enfermedad (cm) para P. capsici y porcentaje de dafio para

Fusarium sp. Estas evaluaciones se realizaron durante dos siembras (Fig. 1).

La informacién obtenida se procesé estadisticamente, mediante un analisis de varianza y
se realizé una prueba de comparacion de medias (Duncan), con la ayuda del programa
SAS version 9.3. Se realizaron correlaciones simples entre las diferentes variables

utilizadas.

Tabla 1: Genotipos evaluados para determinar la resistencia a Phytophthora capsici y

Fusarium sp.

Cédigo del
Germoplasma

Descripcién

Cultivar

84-25

Capsicumannuum

Tipo Cayenne

S18-¢9-10-1 Capsicumannuum Tipo Cayenne
S16-32-26-4 Capsicumannuum Tipo Cayenne
S21-27-31-7 Capsicumchinense Tipo Habanero amarillo
61-12 Capsicumchinense Tipo Habanero
8-4 Capsicumchinense Tipo Habanero
5-1 Capsicumchinense Tipo Habanero
33-1 Capsicumfrutescens Tipo Tabasco
S21-21-32 Capsicumchinense Tipo Habanero
13-12 Capsicumannuum Tipo Jalapefio
98-3 Capsicumfrutescens Tipo Tabasco
41-8 Capsicumannuum Tipo Jalapefio

S$18-c9-10-1 P7

Capsicumannuum

Tipo Jalapefio
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14-28 Capsicumchinense Tipo Habanero
83-4 Capsicumchinense Tipo Habanero
75-6 Capsicumchinense Tipo Habanero
11-11 Capsicumannuum Tipo Jalapefio
S22-17-32-5 Capsicumfrutescens Tipo Tabasco
S52-23 Capsicumannuum Tipo Jalapefio
22-6-3 Capsicumannuum Tipo Jalapefio
28-6 Capsicumannuum Tipo Cayenne
11-17-3-3 Capsicumannuum Tipo Cayenne
10-4 Capsicumchinense Tipo Habanero
S13-32-23-3 Capsicumannuum Tipo Cayenne
17-P1 Capsicumannuum Tipo Jalapefio
2-11 Capsicumchinense Tipo Habanero
7-7-5 Capsicumannuum Tipo Jalapefio
37-4 Capsicumchinense Tipo Habanero
27-6 Capsicumannuum Tipo Cayenne
4-10 Capsicumannuum Tipo Cayenne

Resistente (8-6)

Testigo susceptible (Nathalie)

Capsicumannuum

Capsicumannuum

Tipo Cayenne

Pimentén
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4.2 Inoculacion con P. capsici

Se utilizaron ocho (8) aislamientos de P. capsici las cuales fueron colectadas en toda la
region del valle (Yotoco, Palmira (CEUNP), Roldanillo, Darién, La Unién, Yumbo), para
inocular los 30 genotipos de aji de 35 dias de edad. La siembra de las cepas se hizo en
un medio V8 (jugo de vegetales) y se dejaron crecer por ocho dias en una incubadora a

28°C, previamente esterilizada.

Después de los ocho dias las cajas Petri con el oomiceto se pusieron a esporular en la
camara de produccién de zoosporas previamente desinfectada. Las cepas estuvieron por
tres dias con luz blanca, permitiendo que fuera homogénea para todas las cajas, Se
agregd agua destilada estéril a la caja donde se encontraba el oomiceto (10 ml). Las
cajas se llevaron a la nevera por 30 minutos para causar un estrés y el oomiceto se
enquiste. Se llevaron de nuevo a la incubadora por 30 minutos. Se realizé un conteo por
cepa sembrada, para determinar la cantidad de inoculo a utilizar por planta (unidad
infectiva). La inoculacién se realizd en horas de la tarde (alrededor de las 6:00 pm) para

asegurar la infeccion.

La concentracién de P. capsici que se empleo fue de 2x105zoosporas/ml. La inoculacion
consistié en adicionar aproximadamente 5ml del inoculo a la planta a la base del tallo.
Las plantas se evaluaron cada seis dias hasta el dia 42 después de inoculadas, en ellas

se midi6 el avance de la enfermedad a partir del sitio de inoculacion.

Se clasificaron las plantas como susceptibles, con resistencia parcial y resistente de

acuerdo al numero de plantas afectadas y el avance de la enfermedad (severidad).

4.3 Inoculacion con Fusarium sp.

Se utilizé una cepa de Fusarium sp aislada del hibrido comercial de pimentén llamado

golazo de cuatro meses de edad, proveniente de la localidad de Bolivar del departamento
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del Valle del Cauca a 1629msnm (Clavijo, 2009), para inocular las plantas en F7 de las
accesiones que mostraron alguna tolerancia y resistencia a P. capsici. La siembra del
hongo se hizo en PDA (papa dextrosa agar) y se dej6é crecer por ocho dias en la
incubadora a 28°C.Se hizo un conteo para determinar la cantidad de inoculo que se
utilizaria por planta. La inoculacion se realizé en horas de la tarde (alrededor de las 6:00

pm) para asegurar la infeccién.

Se utilizé una concentracién de 10° conidias/ml. La inoculacion consistié en sumergir la
raiz de la planta a la cual se le realizd una pequena herida para favorecer la penetracion
del patégeno, en 1ml de la suspension durante tres horas y luego fueron sembradas en
las bandejas. Las plantas se evaluaron cada dos dias hasta el dia 14 después de
inoculadas, las cuales se les medié el avance de la enfermedad con una tabla de

evaluacion de la severidad de acuerdo a la escala (Tabla 2).

Tabla 2: Evaluacion de la severidad para Fusarium sp.

ESCALA SINTOMAS

0 Sin sintomas visibles de la enfermedad (Planta sana)

1 Clorosis leve de hojas

2 <10% de las plantas con Clorosis leve y/o leve retraso en el crecimiento

3 11-25% de las plantas con Clorosis leve y/o leve retraso en el crecimiento

y marchitamiento

4 26-50% con Clorosis Fuerte y/o enanismo y marchitamiento

51-100% de las plantas marchitos o Muerte de las plantas

(Modificado de Elmer et al., 2004).

Se clasificaron las plantas como susceptibles, resistencia parcal y resistentes de acuerdo

al numero de plantas afectadas y al porcentaje de dafo (severidad).
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4.4 Extraccion y cuantificacion de capsaicina

Se us6 la metodologia de extraccion soxleth propuesto por Franz von Soxhletque
consiste en el lavado sucesivo de una mezcla sélida en este caso los frutos de aji con un
determinado solvente afin a la polaridad del metabolito de interés etanol, que va

extrayendo de la mezcla la capsaicina.

Después de concentrar el extracto con un rotaevaporador, las muestras son rotuladas y
almacenadas a 4°C. Antes de que las muestras sean analizadas en el HPLC

(Cromatografia liquida de alta eficacia) debe ser filtrada.

La cuantificacion se realizé con el HPLC, utilizando tres repeticiones de inyeccion por

muestra con la microjeringa para documentar un valor promedio por muestra (Anexo 1).
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5.Resultados y Discusion

5.1 Evaluacion de la Incidencia y Severidad para
Phytophthora. capsici

El avance de la enfermedad (severidad en cm) en el germoplasma producido por P.
capsici presento diferencias significativas entre las accesiones (Tabla 3). Similares
resultados obtuvo Hurtado (2010). Roig (2009) evalué Phytophthora capsici en pimenton
e identificd algunas introducciones catalogadas como menos susceptibles que las

variedades comerciales.

El sintoma de la enfermedad en las plantas susceptibles a lo largo del tallo se caracterizé
por presentar un color marrén oscuro, con un crecimiento mas rapido mientras que en las
plantas clasificadas como resistentes esta coloracion se presentd con un crecimiento
mas lento (Figura 2). Caracteristicas que corresponden a la descripcion realizada por

Leonian (Lamour, 2004).
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Figura 2: Progreso de la enfermedad en material susceptible y resistente a P.
Scapsici. a. Material susceptible., b. material resistente a P. capsici.
re

cuales tienen una dependencia lineal entre longitud de necrosis (medida inversa de

resistencia).

El avance de la enfermedad para la ultima lectura (dia 42) mostré diferencias
significativas para las accesiones evaluadas, el crecimiento de la lesiones por dia y por
semana fue significativo siendo mayor para las accesiones que mostraron ser mas

susceptibles a P. capsici (Tabla 3).

Tabla 3: Cuadrados Medios para la Variable avance del sintoma (cm) producido
por P. capsici al dia 42 (SevP.capsici42), indice de crecimiento por dia

(IndCreDia) y indice de crecimiento por semana (IndCreSem).

Fuentes de Cuadradosmedios
Variacion

SevP.capsici42 IndCreDia IndCreSem

Germoplasma 577,98 3,6 0,10**

Media 6,61 0,56 0,094

Desviaciéon 1,462 0,136 0,022
estandar

Se presentaron diferencias significativas en los dias de evaluacion después de la
inoculacion y en la interaccion entre germoplasma por dias de evaluacion (tabla 4).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. Resultados similares fueron

encontrados por Bartual (1991).
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Tabla 4: Analisis de Varianza para la Variable avance de la enfermedad (cm)

producido por P. capsici, interaccion germoplasma por dias de evaluacion.

Fuentes de grados Avance del sintoma

Variacion de acumulado (cm) producido
Libertad por P. capsici
(GI)
CM Pr>F

Rept 3 2,3525 0,0119
Germoplasma 31 307,9081 <.0001
Dias 6 498 <.0001
GermoplasmaxDias 186 15,0901 <.0001

La variable incidencia se evalué por el numero de plantas afectadas que fueron
inoculadas para el ensayo. La medicion fluctué entre 0-100%. Se elimin6 todas las
accesiones que presentaron una incidencia mayor del 75%. El germoplasma se clasificd
con base en incidencia y severidad en tres grupos: susceptibles, resistencia parcial y
resistentes. Las accesiones con valores de incidencia del 100% y avance de la
enfermedad de hasta 13cm fueron susceptibles, entre 10-30% de incidencia y 1-3cm de
avance de la enfermedad tolerantes y entre 0-9% incidencia y 0.9 de avance de la

enfermedad resistentes (Tabla 5).

Tabla 5: Severidad promedio (Sevmedia42) y porcentaje de plantas afectadas

(%eplatafect42) en el dia 42 para P. capsici en el germoplasma evaluado.

Germoplasma Sevmedia42 %platafect42
Nathalie 13,625 a 100 a
4-10 13,625 a 100 a
7-7-5 13 ab 100 a
37-4 13 ab 100 a
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27-6 12,95 ab 100 a
14-28 12,95 ab 100 a
75-6 12,925 ab 81,25 a
11-17-3-3 12,9 ab 81,25 a
2-11 12,875 ab 100 a
28-6 12,875 ab 100 a
83-4 12,85 ab 100 a
10-4 12,8 ab 100 a
13-12 12,45 ab 87,5 a
S13-32-23-3 12,2875 b 93,75 a
S16-32-26-4 11,9 b 75 a
S18-C9-10-1 3,125 c 31,25 b
11-11 2,9063 c 31,25 b
33-1 2,3438 cd 25 b
17 1,5125 ed 12,5 c
84-25 1,45 ed 12,5 c
5-1 1,35 ed 12,5 c
98-3 0,9375 e 6,25 d
8-4 0,5 e 0 d
$22-17-32-5 0,5 e 0 d
22-6.3 0,5 e 0 d
S52-23 0,5 e 0 d
S21-21-32 0,5 e 0 d
41-8 0,5 e 0 d
S21-27-31-7 0,5 e 0 d
61-12 0,5 e 0 d
S18-C9-10-1 P7 0,5 e 0 d
8-6 0,5 e 0 d

Las accesiones S52-23, 8-4, 22-6-3, S22-17-32.5, 61-12, S21-21-32, S18-C9-10-1p7, 41-
8 y S21-27-31-7 tuvieron el mismo comportamiento que el genotipo resistente de 0% de

incidencia y 0,5cm de avance de la enfermedad seleccionandose como muy resistentes.
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La accesion 98-3 no presento el mismo comportamiento que el genotipo resistente pero
su porcentaje de incidencia y avance de la enfermedad fue menor del 6.25% y 0.94cm

respetivamente (figura 4).

Figura 3: Relacion entre la variable avance de la enfermedad (cm) producido por

P. capsici (severidad) y la variable porcentaje de plantas muertas.
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Ortega et al., 1991; Walker y Bosland 1999; Oelke et al., 2003 encontraron en variedades
nativas “landrace” criollos de Morelos (SCM 334), del estado de mexicano de Morelos y
USDA PI1201234, una accesion de América Central, la cual presentan alta resistencia a P.

capsici.

Se han realizado estudios para determinar la herencia de la resistencia (Bartual et al.,

1991), pero los resultados no han sido concluyentes en cuanto al numero de genes
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involucrados en la resistencia a P. capsici en Capsicumsp., pero hay un indicio de que la

resistencia P. capsici es poligénica (Thabuis et al., 2004; Ogundiwin et al., 2005).

Figura 4: Genotipos resistentes con relacion al progreso de la enfermedad (cm)

producido por P. capsici (severidad) a través del tiempo.
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Se seleccionaron las accesiones de C. annuumS52-23, 22-6-3, S18-C9-10-1p7,41-8, de
C. chinense8-4,61-12,521-27-31-7, S21-21-32y de C. frutescens98-3 y S22-17-32.5.

Andrés et al (2005), no encontré resistencia completa en lineas locales de Capsicum
annuum, pero mostré diferencias significativas en la interaccion entre los distintos
genotipos y cepas. Este comportamiento posiblemente se deba a una resistencia que
involucra distintos genes de virulencia presente en cepas diferentes y a respuestas
diferenciales en genes de virulencia (poligénica), asi como a distintas acciones o

mecanismos de virulencias entre los aislados inoculados.
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El estudio de la resistencia genética de pimentdn y ajies a P. capsici ha sido complicado
debido a la falta de un conjunto comun de aislamientos patogénicos y genotipos

hospederos (Glosier et al., 2007).

5.2 Evaluacion de la Incidenciay Severidad para
Fusarium spp.

El porcentaje de dafo producido por Fusarium sp presento diferencias significativas entre
las 23 accesiones evaluadas (tabla 6). En Colombiano hay reportes de estudios en
Capsicum de resistencia para Fusarium spp., basicamente se enfoca a el control de la
enfermedad. Se han hecho estudios de mapeo del genoma en tomate que muestra
resistencia a la enfermedad, la conservacion de caracteristicas de resistencia en el loci y
la rapida diversificacion de los genes para la resistencia innata dentro de los loci (Sela et
al., 2001).

El avance de la enfermedad para la ultima lectura (dia 14) mostré diferencias
significativas para las accesiones evaluadas, el indice de crecimiento por dia y por
semana es también significativo y fue mayor para las accesiones que mostraron ser mas

susceptibles a Fusarium (Tabla 6).

El sintoma se presentd en las plantas susceptibles con hojas cloroticas, enanismo
marchitamiento y muerte de la planta (Garcés et al., 2001), mientras que en las plantas
clasificadas como resistentes la clorosis fue mas leve o sin sintoma. Los intervalos de
evaluacion fueron mas cortos para Fusarium spp que para P. capsici, debido al método

de inoculacion (Figura 5).

Para todas las fuentes de variacion hubo diferencias significativas. En la interaccién entre
germoplasma por dias de evaluacion después de la inoculacién ocurre igual que para P.

capsici, el dafio no es el mismo en el tiempo (tabla 7).
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Figura 5: Comportamiento de la enfermedad en genotipo susceptible y
resistente a Fusarium spp. a. genotipo susceptible., b. genotipo resistente a
Fusarium spp.

Tabla 6: Analisis de Varianza para la Variable porcentaje de dafio producido por
Fusarium spp al dia 14 (SevFusarium14), indice de crecimiento por dia (IndCreDia) y
indice de crecimiento por semana (IndCreSem).

Fuentes de Cuadrados medios
Variacion sevP.capsici42 IndCreDi  IndCreSem
a
Germoplasma 3903,95** 10.43** 41,72**
media 27,22 1,37 2,75
Desviacidénes 7,13 0,44 0,89

tandar
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Tabla 7: Analisis de Varianza para la Variable porcentaje de dafio producido por

Fusarium spp., interaccidn germoplasma y dias de evaluacion.

Fuentes de Grados % Severidad producido

Variacion de por Fusarium
Libertad

(G CM Pr>F

Rept 3 2208,1781 <.0001

Germoplasma 22 14383,6533 <.0001

Dias 6 8121,2862 <.0001

GermoplasmaxDias 132 511,8030 <.0001

La variable incidencia para Fusarium spp., presento diferencias significativas. Los valores
de incidencia fluctuaron entre 0-100%. Se elimind todas las accesiones que presentaron
una incidencia mayor del 75%. El germoplasma para Fusarium spp se clasificé al igual
que para P. capsici en tres grupos: susceptibles, resistencia parcial y resistentes, donde
las accesiones con valores de incidencia del 100% y porcentaje de dafio del 80% fueron
susceptibles, entre 10-38% de incidencia y 10-30% de porcentaje de dano tolerantes y

entre 0-9% de incidencia y 0-9% de porcentaje dafo resistentes (tabla 8).

Tabla 8: Severidad promedio (Sevmedial4) y porcentaje de plantas afectadas

(Yplatafect14) en el dia 14 para Fusarium spp.

germoplasma  Sevmedial4d %platafect14
S16-32-26-4 80 a 100 a
75-6 78,75 a 100 a

13-12 78,75 a 100 a
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S13-32-23-3 78,75 a 100 a
11-17-3-3 77,50 a 100 a
Nathalie 58,75 b 75 a

98-3 28,75 c 37,5 b
8-4 28,75 c 37,5 b
S52-23 28,75 c 37,5 b
S18-C9-10-1 27,50 c 37,5 b
5-1 25 c 37,5 b
33-1 7,5 d 6,25 c
$22-17-32-5 6,25 d 6,25 c
22-6.3 6,25 d 6,25 c
84-25 5 d 6,25 c
61-12 5 d 6,25 c
S21-21-32 3,75 d 6,25 c
S18-C9-10-1 1,25 d 0 c
P7
11-11 0 d 0 c
17 0 d 0 c
41-8 0 d 0 c
S21-27-31-7 0 d 0 c
8-6 0 d 0 c

Las accesiones 17, S21-27-31-7, 11-11, y 41-8tuvieron el mismo comportamiento que el
genotipo resistente a P. capsici de 0% de incidencia y 0% de porcentaje de dafio

seleccionandose como muy resistentes (figura 7).

Se seleccioné como germoplasma resistentes las accesiones 84-25, 61-12, 17, S21-27-
31-7, S21-21-32, S18-C9-10-1-p7, 11-11, S21-17-32-5, 22-6-3, 33-1 y 41-8. Algunos
genotipos se recuperaron a través de los dias de evaluacion, es decir, disminuyeron su
porcentaje de severidad para la quinta lectura (dia 10), las accesiones S22-17-32-5, S21-
27-31-7, S18-C9-10-1-p7y 11-11 tuvieron una disminucién de porcentaje de dafo de
1.25% excepto la 22-6-3 que presentd un porcentaje de 2.5%(figura 7).
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En Colombia no hay reportes sobre cual especie esté causando principalmente la
pudricibn de aji y pimentén, adicionalmente la dificultad que se observa en los
agricultores para diferenciar dafios causados por Fusarium spp. a los dafios ocasionados
por P. capsici en zonas productoras de Yumbo, Dagua, Darién, Vijes y La Unién (Mufioz,
2010).

Figura 6: Relacion entre la variable porcentaje de dafio producido por Fusarium

sp y la variable porcentaje de plantas afectadas (incidencia).
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Figura 7: Genotipos resistentes con relacion al porcentaje de severidad

producido por Fusarium sp a través del tiempo.
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La seleccion final del germoplasma se hizo con resistencia tanto para P. capsici como
para Fusarium spp. Se seleccionaron las accesiones 22-6.3, s22-17-32-5, 84-25, 61-12,
S21-21-32, $18-C9-10-1 P7, 41-8, S21-27-31-7 y 17 como resistentes a P. capsici y
Fusarium spp.; las accesiones 98-3, S52-23, 8-4, S18-C9-10-1, 5-1, 33-1 y 11-11 con
resistencia parcial y S16-32-26-4, S$S13-32-23-3, 13-12, 75-6 y 11-17-3-3 como

susceptibles(Figura 8).

A nivel mundial los reportes de busqueda de fuentes de resistencia en Capsicum a
Fusarium son escasos. En Colombia no hay reportes en Capsicum de reistencia a
Fusarium spp. La Universidad Nacional de Colombia sede Palmira ha adelantado
trabajos de colectas de campos contaminados en zonas productoras para la
identificacion de este patdgeno. Este estudio ayudara a que se realicen futuros

programas de mejoramiento para variedades comerciales.

Gocmen y Aback (2006) reportaron 6 accesiones de Capsicum annuum resistentes a
Fusarium de 25 accesiones evaluadas con resistencia a Phytophthora capsici. Algunos
autores han reportado moderada resistencia a Fusarium (Kelaiya et al., 2000). Nayeema
(1996) encontré inmunidad del cultivar 'Masalwadi' de Capsicum annuum a Fusarium
pallidorosorum, cinco muy resistentes, diez resistentes y 26 lineas con resistencia

moderada.

Jabeen (2007) reportd que la resistencia moderada en el pimentén Arka Lohit (Capsicum

annuum) a F. pallidoroseum fue controlada por un gen dominante.

5.3 Contenido de capsaicina

La pungencia es la caracteristica propia de los ajies contribuida principalmente por
capsaicina, seguido de de hidrocapsaicina. El contenido de capsaicina varié desde cero
hasta 2,45 mg/g (Tabla 9). Se ha evidenciado que la pungencia es una respuesta
afectada por la interaccién genotipo por ambiente. Pardey (2008) reporté frutos hasta de
5mg/g. Melgarejo et al, 2004 report6 para seis introducciones del amazonas un contenido

maximo de 1.6 mg/g (Pardey, 2008).
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De las accesiones evaluadas se encontraron genotipos que sobresalieron por su alto
contenido de capsaicina con relacion a las variedades comerciales de los diferentes tipos
de aji. S21-21-32 y 61-12 son ajies tipo habanero que presentaron un contenido de 1.04
y 0.99mg/g respectivamente superior al habanero comercial y la accesién S18-C9-10-1-

p7 con 0.25mg/g superando a la variedad comercial cayenne con 0.1mg/g.

Tabla 9: Accesiones resistentes a P. capsici y Fusarium spp y con alto contenido de

capsaicina

Germoplasma Tipo de Formato Cantidad Peso Frutos

mg/g (9)

S22-17-32-5 C. frutescens 2,45 0,4

33-1 C. frutescens 1,15 1,3

98-3 C. frutescens 0,33 4.8

Tabasco comercial 2,7 0,6

61-12 C. chinense 1,04 43

$21-21-32 C. chinense 0,99 3,4

8-4 C. chinense 0,43 7,3

5-1 C. chinense 0,32 4.3

Habanero comercial 0,8 1,5

s18-c9-10-1-p7 C. annuum 0,25 17,3

Cayenne comercial 0,01 18

Las accesiones que mostraron resistencia a las dos enfermedades y que a su vez
tuvieron alto contenido de capsaicina fueron S21-21-32y 61-12 identificadas como C.
chinensey s22-17-32-5 identificada como C. frutescens; la accesion 33-1 (C. frutescens)
no estan dentro de los valores establecidos como resistentes pero se seleccioné por su

alto contenido de capsaicina,
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Figura 9: Contenido de capsaicina asociado a peso de fruto en 16
acceciones de Capsicum.
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Al relacionar el peso de fruto con el contenido de capsaicina se encontré correlacion

inversa, a mayor contenido de capsaicina el peso de fruto es menor. La ubicacion

espacial de las 16accesiones conlos valores de capsaicina asociadas a peso de fruto

fueron dispersos con valores extremos como la accesionS22-17-32-5, correspondid a un

tipo tabasco. La pungencia de las variedades comerciales en orden decreciente fue

Tabasco, seguido de Habanero y Cayenne (Figura 9).
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Tabla 10: Correlaciones simples entre las variables germoplasma porcentaje de
dafio producido por Fusarium spp (SevFusarium) avance de la enfermedad

producido por P. capsici (SevPcapsici) y contenido de capsaicina (contcapsaina).

Variables Germoplasma SevPcapsici SevFusarium ContCap
Germoplasma 100.000 -0.18048 -0.03033 -0.43477
SevPcapsici 100.000 0.12356 -0.15622
SevFusarium 100.000 -0.20916
ContCap 100.000

El contenido de capsaicina no mostré correlacion con la resistencia a las enfermedades,
datos similares obtuvo Egea-Gilabert (2008) al evaluar caracteristicas morfolégicas como
el contenido de capsaicina, relacionadas con la resistencia a P. capsici en Capsicum.






6.Conclusiones

Se identificaron nueve accesiones (lineas F6) con alta resistencia a P. capsici y de 23

accesiones (lineas F7) evaluadas para Fusarium spp once fueron resistentes.

Se hallaron cuatro accesiones de las especies C. annuum, C. frutescens, yC. Chinense

que mostraron resistencia a P. capsici y Fusarium spp., con alto contenido de capsaicina.

En el germoplasma evaluado se identificaron genotipos sobresalientes en contenido de
capsaicina que superan a las variedades comerciales Cayenne y Habanero. Este
germoplasma indica la existencia de genotipos potenciales de alto valor para su

incorporacion en programas de mejoramiento genético.

La accesion S22-17-32-5 que corresponde a un Capsicum frutescens presentdé menor

porcentaje de dafio y avance de la enfermedad y un mayor contenido de capsaicina.
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A. Anexo: Metodologia de extraccion
de soxleth

Etapa 1. Se Recolecto los frutos de la segunda siembra (frescos o conservados a -20°C).
Etapa 2. Se cort6 los frutos de aji incluida la placenta en tiras, cuadros o rodajas y
procedemos a pesar la muestra.

Etapa 3. Se colocd la muestra en un balon aforado y se adiciona diez (10) veces la
cantidad del peso del fruto en etanol (ejemplo: si son 5 gramos de aji, se le adiciona 50
ml de etanol).

Etapa 4. Se coloco la muestra en el extractor soxleth a reflujo de tres a cuatro horas y se
le dan condiciones de oscuridad, ya que la capsaicina es sensible a la luz, por ende el
balén aforado donde se encuentra la muestra es forrado en papel aluminio.

Etapa 5. Después de pasadas la 4 horas, se extrajo el etanol por medio del
rotaevaporador Heidolph (60°C de temperatura y 240mbares o 180mm de mercurio de
presion).

Etapa 6. Las muestras se empacaron en tubos falcon previamente forrados con papel
aluminio y rotulados y se almacenan en la nevera a 4°C.

Etapa 7. Se procedi6 a analizar en el High-performance liquid chromatography (HPLC),

Cromatografia liquida de alta eficacia.
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B. Anexo: Metodologia para
cuantificacion con HPLC

Después de haber realizado la extraccidn de los frutos de aji, las muestras se analizan en
el HPLC.

Se utilizé una fase mévil que contenia una mezcla de agua miliQ, acetonitrilo y acido
acético.

Se hicieron tres a cuatro repeticiones de inyecciones con la muestra para sacar un
promedio, la muestra debe estar previamente filtrada para garantizar que esté libre de
impurezas y cada vez que se cambiaba la muestra se limpiaba el bulbo con la fase movil
evitando que queden residuos de la muestra anterior obteniendo datos confiables.

El sistema genera el reporte de la muestra analizada (cada 12 minutos).
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